Conservacao ex situ de germoplasma

Sementes Ortodoxas Sementes recalcitrantes

ot - b =, Caracteristicas
- Caracterlstlcas. Contaminacao microbial;

Temperatura baixa: -18°¢ Germinacao durante a conservacao

Contelido de umidade;da = Plantas tropicais;
semente: 3-7% Mantidas no campo;

Umidade, relativa. Cultivor /1 vitro;

Sobrevivem por muitos anes Criopreservacao
enl camara firia.
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Conservacao dos RGV

Conservacao de Germoplasma
= Etapas de um programa de conservacao ex situ
Aquisicao do germoplasma:
s Coleta
= [ntercambior ol doagao.
Multiplicacao do germoplasma;
Conservacao propriamente dita;
Caracterizacao e Avaliacao;
Coleta de dados e analise;
Utilizacao e distribuicao.




O que conservar? Tipos de Germoplasma

1. Parentes silvestres 5 B i — i = T e

s parentes silvestres das plantas cultivadas compartilham ancestrais comuns - TOmMiIiacoes lacals e cullivares primitibvas
com as plantas cultivadas, mas mantiveram-se silvestres como produtos da | Variedades cultivadas locais desenvolvidas em sistemas ag-
. . ricolas  primitivos. Em  lugar de  serem  melhoradas

deliberadamente, os agricultores as selecionaram através de
mMuitas geracoes.

3. Cultivares obsoletas
As cultivares obsoletas, nao utilizadas nas
primeiras épocas do melhoramento gend-
tico, agora s3o encontradas principalmente
nas colecoes de germoplasma.

4. Linhas avancadas de melhoramento,
mutacoes e ouitros produtos dos programas de
melhoramento

As limhas ¢ estirpes avancadas de melhoramento sao plantas
desenvolvidas pelos melhoristas para sererm usadas no mellio-
rtatnento vegelal moderno. Incluermn cultivares que ainda nao
estac em condigoes de serem distribbuidas aos agricultores.

5. Cultivares modernas

As cultivares de elite de alta produtividade tém sido desenvol-
wvidas, por meio de melhoramento vepgetal, para a agr 1
intensiva moderna.




FIGURE =2.3
Type of accessions collected by selected genebanks over two time periods. 1984-95 and 1996-2007
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Source: genebanks of the NPGS of USDA (source: GRIN, 2008); 234 genebanks from Europe (source: EURISCO. 2008); 12 genebanks from sSADC
(source: SDIS, 2007); NGBK (Kenya) (source: dir. info., 2008); INIAP/DENAREF (Ecuador) (source: dir. info., 2008); NBPGR (ndia) (source: dir. info,
2008); IRRI, ICARDA, ICRISAT and AVRDC (source: dir. info., 2008); CIP. CIMMY T, ICRAF, IITA, ILRI and VWARDA (source: SINGER, Z00O8)

FIGURE 3.4
Accessions collected by selected genebanks over the period 1996-2007 according to crop group
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Source: 31 genebanks of the NPGS of USDA (source: GRIN, 2008): 234 genebanks from Europe (source: EURISCO, 2008); 12 genebanks from SADC
(source: SDIS, 2007); NGBK (Kenya) (source: dir. info., 20038); INIAP/DENAREF (Ecuador) (source: dir. info., 2008); NBPGR (ndia) (source: dir. info_,
2008); IRRL, ICARDA, ICRISAT and AVRDC (source: dir. info., 2008); CIP. CTIMMYT, ICRAF, IITA, ILRI and WARDA (source: SINGER, 2003)




Tipo de acessos conservados na colecoes

FIGURE 3.6
Types of accessions in ex situ germplasm collections in 1996 and 2009 (the size difference in the
charts represents the growth in total numbers of accessions held ex situ between 1996 and 2009)

Source: WIEWS 1996 and 2009




FIGURE 3.5

Contribution of major crop groups in total

situ collections
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# Acessos Silvestre Racas locais Material Cultivares Outros
(0/0) (°/o) Elite (°/o) (0/0) (0/0)

Cereais 3.157.578

Legumes 1.069.897 4 32 7 9 49
Raizes e 204.408 10 30 13 10 37
Tubérculos
Hortalicas 502.889 5 22 8 14 51
Nozes, 423.401 7 13 14 21 45
frutas e
berries
Oleaginosas 181.752 7 22 14 11 47
Forrageiras 651.024 35 13 3 4 45
Acucareiras 63.474 7 7 11 25 50
Fibras 169.969 4 18 10 10 57
Medicinais, 160.050 13 24 7 9 47
aromaticas
e
especiarias

Industriais 152.325 46 1 2 4 47



Banco de sementes
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Registro das sementes

Checar a lista de acompanhamento do lote

Checar se ja existe material similar na colecao

Checar as condicOoes da sementes

As sementes estdo em boas condi¢cbes?

Decidir se o lote sera mantido no banco

Dar uma identificacéo ao lote

Entrar com os dados do lote no banco




Banco Globall de Sementes -
Maior banco do mundo NOrU ega

Conservacao a longo prazo

4 milhdes e 500 mil amostras;

- 180C, 3 cameras de seguranca maxima
Tanel de 125m;

Baixa temperatura e baixa umidade: artico

Conservacéao longa

Cevada: 2000 anos;
Trigo: 1.700 anos;
Sorgo: 20 mil anos.

Em 2009:
664 géneros, 3.286 especies
412.446 acessos
204 paises




TABLE 1.2
Comparison between the collections maintained by selected national genebanks in 1995 and 2008*

Country Genebank i 1995 (no.) i 2008 (no.) 2 Change (%)

: : Genera® S:hecies Accessions Genera Species Accessions Genera Species Accessions
Brazil CENARGEN 136 312 40 514 B4 5 670 107 246 56 115 165
Canada PGRC 237 1028 100 522 257 1 166 106 280 8 13
China ICGR-CAAS * - 358 963 - * 391919 - -

Czech 34 96 14 495 30 175 15421 82
Republic RICP

Ecuador INIAP/DENAREF 10 835 662 17 830 33
Ethiopia IBC 46 322 324 67 554
Germany IPK Gatersleben® 147 436 3 049 148 128
Hungary ABI 37 969 915 45 321
India NBPGR 154 533 1495 366 333
Japan NIAS 202 581 1 409 243 463
Kenya KARI-NGEK 35017 2 350 48 777

Nordic NGB® 24 241 319 28 007
Countries

Russian VIR 328727 2 025 322 238
Federation

Netherlands  CGN 17 349 311 24 076
Turkey AARI 32122 2 692 54 523

United NPGS® 411 246 11 815 508 994
States of
America

Average 178 294
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Bancos de germoplasma
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Conservacao de germoplasma /7 vitro

cultivor de tecidos) oul orgaes: em
meio; de culttra; propiciando; assimi a EgENEracao; de
Umal plantal ar partir de umiexplante.




Caracteristicas da CT

Cento
Rapidoe: crescimentor exponencial
EsStacionarios # celulas permanece constante
Esgotamentor dos nutrientes
s flendencia: morte do material
liempo: Varia de 1-6)semanas
ESpecie
Tiipo de cultura
Manutencao, /2 Vitio
Tirabalhosa

Sistema de Crescimento LLento
Criopreservacao




s, Mudancas geneticas
Mutacoes
Rearranjos, cromossomicos

Eliminacae de Virus

Cenoura
N liquido

Dende
N liquido
8 meses




Alta taxal de multiplicacao;
Rapidez;
Controle das condicoes de cultivo;

Propagacao continlia ael longordorano;
Propagulos livies de doengas e pragas;
Custo baixe Uma Vez estabelecido: e otimizado) o) pretecolo;

ESpaco reduzido;
Armazenamentora Iongo prazo de dermoplasmay;
Adaptado paral plantas de dificil' propagacao.




EXige instalacoes, e equipamentos especializados;

A capacitacao) tecnologica deve ser maior;

Os, protocolos’ regenerativos mao, estao disponiveis
para todas as especies;

Llaboratorios sao caros para instalar e manter.




Estagio 0 — Selecao de planta matriz e escolha dor explante;

Estagio I — Estabelecimento dal cultura asseptica;

Estagio 11— Multiplicacao;

Estagio III — Enraizamento;

Estagio IV — Aclimatizacao /72 vitro.ou: ex Vitro.




Solanum
Manihot
Musa
Ipomoea
Xanthosoma
Colocasia,
Dioscorea,
Canna
Vitis
Olea
Ananas,
Ficus
Agave
Vanilla
Piper
Saccharum

Tuberculos andinos

Citrus
Elaels
Cocclus
Malus
Persea
Mangifera

Mcadamia
Anacardium
Theobroma
Hevea
Chinchona
Cinnamotium,
Coffea
Camellia
Artocarpus,




Reduz o trabalhe de sub; -cultivo

Deve ser mantide sebicondi’  ¢oes sub otimas
Reduz a texa de cresecimento

Permite mudan ¢cas geneticas

N2o) € adequado para Conserva ¢ao a lengo tempo

20 a 25 °C: Condi cao ideal
6a 12 °C: Consena cao
Tropicais

30/ °C: |deal

20 °C: Conserva ¢ao

MVianitol
Acidor abcisicor (ABA)
Soelanum
s Temperatura normal de 22 °C
m Adicéo de 5-10/mg/l de' ABA
m 63 Y% de sebrevivencia
4 12 meses

Mandioca
= 4% sacarose + 0,01 mg/l BAP ou 2% sacarose + 0,05 mg/| BAP
= Temperatura: 20 °C
= Taxa de sobrevivéncia: 95%
= Periodo de Conservacao: 15 meses




20 ml de ' meio de cultura |l iquide
60 ml de ' meio de cultura Il iquide
flemperatura 10 °C

Periodo: 18 meses

Tlaxa de sehrevivencia: 100%

Meristema

Escuro 4 °C

Checado a cada 3 meses

Adicao de 1 a 2 gotas do meio nas culturas que se mostravam ressecadas
Durante 6 anes

Crescimento normal




Utilizadal para consenvacao de longa duracao
Crioprotetor:

Resfrriamento rapido

Consenvacao em N liquido (- 196 °C)
Periodo indeterminado

Reducao de trabalhoi de repicagem

Fase de pré-crescimento

Celulas em crescimento exponencial

Uso de crioprotetores ainda nesta fase
Crioprotetor

Baixar a temperatura de congelamento das células

Reduzir a cristalizacao doigelo

Podem ser’ usados sozinhos ou em combinacao
Congelamentos propriamente dito

Colocar' os explantes em, frascos apropriados para 6 congelamento
Conservacao em: Niliguido
Descongelamento

Ponto critico




CONSERVacao por tempo indeterminado;

Preservacao das estruturas (celulas, tecidos e 6rgaos);
Evita a variacao somaclonal;

Em BG € um| processo economico

Complexidade tecnical e biologica dos processos de
congelamento e descongelamento;

Cada culturalexige um procedimento especifico exigindo
assim| 0 desenvelvimento de um pretecolo para cada
ESPECIE.

Problemas na regeneracao das plantas apos o
resfiriamento devido a formacao de cristais de gelo.
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Figumra <4. Diagrama mostrando as diferentes ctapas do congelamento lento
(metodologia classica)
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Figura 5. Diagrama mostrando as diferentes fases do congelamento rapido
(metodologia contemporinea)




E o processo pelo gual a agua sofre uma transicao de fase liquida
para um estado solidoamorfo e estavel.

E obtidal experimentalmente atraves da desidratacao dos tecidos para
um teor de umidade em que nao existe agua livre paral ai cristalizacao
antes de mergulhar no N liguide:

= EVaporacao da agua
s [ratamentor comi crioprotetores emjalta concentracao:
Dimetilstlfoxidor (BMSO)
Etileno glicel;
Metanol;
glicerol.;
Prepileno glicol.
s Causam citetoxicidade
Acucares
s sdcarose, trealose, e glucoese




Um metodo altermativer a  desidratacao: celular
INAdUZIda pelor congelamentor antés) da Imersao; nor N

iguide

Explantes sao: encapsulado’ sem; capsulas, de gel de
alginator de sodio, as guais: sao: entao pre-cultivadas
em um meio contendo altes) niveiss de sacarose,
desidratados por exposiGao; a0 ar da: capelar de; filuxo
laminar ou com! silica gel, diretamente imersos em N
liguide, e lentamente descongelados.




Variabilidade em individuos resultantes da cultura de
tecidos’ vegetals, netadamente adueles regenerados’ a
partirde calos.

As' variacoes oul alteracoes podemi ser genotipicas ou
fenotipicas, genéticas e epigengeticas:

v . mudancas no NUMEro  Cromessomico
(poliploidia e aneuploidia); na estrutura; cromossomica
(translocacoes, delecoes e duplicacoes) e nas
seguencias de DNA (mutacoes de bases).

v . gene, amplificacao génica e metilacao
genica.




Variacao somaclonal em plantas de Rhododendron deriva
gemas adventicias (calos)




Melhoramento: de plantas: criacae; de variabilidade genetica
adicionall, associada’ p. ex. a resistencia o estresses bioticos e
abjoticosi € a0 aumento da producao de metabolitos
Secundarios de interesse.

Producaor der ofr-types; Qluando 01 objetivo e
a

fixar Um genotipo ai variacao somaclonal € altamente

Evitar calos;

Limitar o numero de sub-cultives;

Reiniciar as culturas a partir das plantas matrizes;
Evitar fitorreguladores em altas concentracoes.




Consiste em coletar 0s graoside polen e conserva-losi para Uuses posterior.
Principall tise: cruzamento: entre plantas

DISpensa a guakentena
Grandes amostras pedem| Ser CONservadas
Ocupam peuco; espace

Heranca citoplasmatica nao € preservada

Nao gera Uma plantaa mao Ser apos cruzamentorcom outro material
adeguado
Viabilidade doi polen deve ser testada de tempo em tempo

Polens' podem ter longevidade e viabilidade diferenciada




Nao podem ser conservados a temperaturas muito firias (freezing) sem emprego de técnicas
ESpEeciais.

[Danes mecanicos causados pela formagao de cristais de gelo nos espacos intracelulares

Polen: trinucleados

Asteraceae

Poaceae

Conservados a temperatura e umidade muito baixas
Dessecacao ou vacuo

Jlemperaturas moderadas: 20-25 © C
Freezing-drying

Conservados -18/9'C

Polen binucleado

Resaceae, Ericaceae




= Atividade enzimatica
s Integridade damembrana
Teste com Tetrazolio

s Enzimas Oxidativas
Jleste com Fluerocromos

s Integridade da membrana
Dificuldade: Avaliagao







