
ConservaConservaçção ão ex situex situ de germoplasmade germoplasma

�� Sementes OrtodoxasSementes Ortodoxas

�� CaracterCaracteríísticas:sticas:
�� Temperatura baixa: Temperatura baixa: --1818oCoC

�� ConteConteúúdo de umidade da do de umidade da 
semente: 3semente: 3--7%7%

�� Umidade relativa. Umidade relativa. 
�� Sobrevivem por muitos anos Sobrevivem por muitos anos 
em câmara fria. em câmara fria. 

�� Sementes recalcitrantesSementes recalcitrantes
�� CaracterCaracteríísticassticas

�� ContaminaContaminaçção microbial;ão microbial;
�� GerminaGerminaçção durante a conservaão durante a conservaççãoão

�� Plantas tropicais;Plantas tropicais;

�� Mantidas no campo;Mantidas no campo;
�� Cultivo Cultivo in in vitrovitro;;
�� CriopreservaCriopreservaççãoão



ConservaConservaçção dos RGVão dos RGV

�� ConservaConservaçção de Germoplasmaão de Germoplasma

� Etapas de um programa de conservação ex situ

�� AquisiAquisiçção do germoplasma:ão do germoplasma:

�� ColetaColeta
�� Intercâmbio ou doaIntercâmbio ou doaççãoão..

�� MultiplicaMultiplicaçção do germoplasma;ão do germoplasma;

�� ConservaConservaçção propriamente dita; ão propriamente dita; 

�� CaracterizaCaracterizaçção e Avaliaão e Avaliaçção;ão;

�� Coleta de dados e anColeta de dados e anáálise;lise;

�� UtilizaUtilizaçção e distribuião e distribuiçção.ão.



O que conservar?  Tipos de GermoplasmaO que conservar?  Tipos de Germoplasma





Tipo de acessos conservados na coleTipo de acessos conservados na coleççõesões





47474422114646152.325152.325IndustriaisIndustriais

4747997724241313160.050160.050Medicinais, Medicinais, 
aromaromááticas ticas 

e e 
especiariasespeciarias

575710101010181844169.969169.969FibrasFibras

505025251111777763.47463.474AAççucareirasucareiras

4545443313133535651.024651.024ForrageirasForrageiras

474711111414222277181.752181.752OleaginosasOleaginosas

454521211414131377423.401423.401Nozes, Nozes, 
frutas e frutas e 
berriesberries

5151141488222255502.889502.889HortaliHortaliççasas

37371010131330301010204.408204.408RaRaíízes e zes e 
TubTubéérculosrculos

494999773232441.069.8971.069.897LegumesLegumes

43438815152929553.157.5783.157.578CereaisCereais

OutrosOutros

(%)(%)

CultivaresCultivares

(%)(%)

Material Material 
Elite (%)Elite (%)

RaRaçças locais as locais 
(%)(%)

SilvestreSilvestre

(%)(%)

# Acessos# AcessosGrupoGrupo



Banco de sementesBanco de sementes



Fluxograma de um Banco de SementesFluxograma de um Banco de Sementes
Registro 

das sementes

Limpeza

Secagem 
Viabilidade da

Semente
Teor de umidade 

Embalagem

Estocagem

Regeneração

Monitoramento Distribuição



Registro das sementesRegistro das sementes
Checar a lista de acompanhamento do lote

Checar se já existe material similar na coleção

Checar as condições da sementes 

As sementes estão em boas condições?

Decidir se o lote será mantido no banco

Dar uma identificação ao lote

Entrar com os dados do lote no banco 



Banco Global de Sementes Banco Global de Sementes --
NoruegaNoruegaMaior banco do mundo

Conservação a longo prazo
4 milhões e 500 mil amostras; 
- 18oC, 3 câmeras de segurança máxima

Túnel de 125m;

Baixa temperatura e baixa umidade: ártico

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

Em 2009:
664 gêneros, 3.286 espécies 
412.446 acessos
204 países





FAO 2010



Bancos de germoplasmaBancos de germoplasma



ConservaConservaçção de germoplasma ão de germoplasma in in vitrovitro

�� Cultura de Tecido: Cultura de Tecido: cultivo de tecidos ou cultivo de tecidos ou óórgãos em rgãos em 
meio de cultura propiciando assim a regenerameio de cultura propiciando assim a regeneraçção de ão de 
uma planta a partir de um explante. uma planta a partir de um explante. 

�� Explantes: folhas, sementes, meristemasExplantes: folhas, sementes, meristemas

MA

PF
AC



CaracterCaracteríísticas da CTsticas da CT
�� Fases do CrescimentoFases do Crescimento

�� LentoLento
�� RRáápido: crescimento exponencialpido: crescimento exponencial
�� EstacionEstacionáário: # crio: # céélulas permanece constantelulas permanece constante

�� Esgotamento dos nutrientesEsgotamento dos nutrientes
�� Tendência: morte do materialTendência: morte do material
�� Tempo: Varia de 1Tempo: Varia de 1--6 semanas6 semanas

�� EspEspééciecie
�� Tipo de culturaTipo de cultura

�� ManutenManutençção ão in in vitrovitro
�� TrabalhosaTrabalhosa

�� MMéétodostodos
�� Sistema de Crescimento LentoSistema de Crescimento Lento
�� CriopreservaCriopreservaççãoão



Tipos de Cultura de TecidoTipos de Cultura de Tecido
�� CaloCalo

�� MudanMudançças genas genééticasticas
�� MutaMutaçções ões 
�� Rearranjos cromossômicosRearranjos cromossômicos

�� MeristemaMeristema
�� EliminaEliminaçção de vão de víírusrus

Cultura de embrião somCultura de embrião somááticotico
�� CenouraCenoura
�� N lN lííquidoquido

Cultura de embrião zigCultura de embrião zigóóticotico
�� DendêDendê
�� N lN lííquidoquido
�� 8 meses8 meses



Vantagens da CTVantagens da CT
�� Alta taxa de multiplicaAlta taxa de multiplicaçção;ão;
�� Rapidez;Rapidez;
�� Controle das condiControle das condiçções de cultivo;ões de cultivo;
�� PropagaPropagaçção contão contíínua ao longo do ano;nua ao longo do ano;
�� PropPropáágulos livres de doengulos livres de doençças e pragas;as e pragas;
�� Custo baixo uma vez estabelecido e otimizado o protocolo;Custo baixo uma vez estabelecido e otimizado o protocolo;
�� EspaEspaçço reduzido;o reduzido;
�� Armazenamento a longo prazo de germoplasma;Armazenamento a longo prazo de germoplasma;
�� Adaptado para plantas de difAdaptado para plantas de difíícil propagacil propagaçção.ão.



Desvantagens da CTDesvantagens da CT

�� Exige instalaExige instalaçções e equipamentos especializados;ões e equipamentos especializados;

�� A capacitaA capacitaçção tecnolão tecnolóógica deve ser maior;gica deve ser maior;

�� Os protocolos regenerativos não estão disponOs protocolos regenerativos não estão disponííveis veis 
para todas as esppara todas as espéécies;cies;

�� LaboratLaboratóórios são caros para instalar e manter.rios são caros para instalar e manter.



Etapas da propagaEtapas da propagaçção via CTão via CT
�� EstEstáágio 0 gio 0 –– SeleSeleçção de planta matriz e escolha do ão de planta matriz e escolha do explanteexplante;;

�� EstEstáágio I gio I –– Estabelecimento da cultura assEstabelecimento da cultura assééptica;ptica;

�� EstEstáágio II gio II –– MultiplicaMultiplicaçção;ão;

�� EstEstáágio III gio III –– Enraizamento;Enraizamento;

�� EstEstáágio IV gio IV –– AclimatizaAclimatizaçção ão in in vitrovitro ou ou ex ex vitrovitro..



Gêneros que podem ser cultivados Gêneros que podem ser cultivados in in vitrovitro
PropagaPropagaçção assexuadaão assexuada

SolanumSolanum

ManihotManihot

MusaMusa

IpomoeaIpomoea

XanthosomaXanthosoma

ColocasiaColocasia

DioscoreaDioscorea

CannaCanna

VitisVitis

OleaOlea

AnanasAnanas

FicusFicus

AgaveAgave

VanillaVanilla

PiperPiper

SaccharumSaccharum

TubTubéérculos andinosrculos andinos

PropagaPropagaçção sexuadaão sexuada

CitrusCitrus

ElaeisElaeis

CoccusCoccus

MalusMalus

PerseaPersea

MangiferaMangifera

McadamiaMcadamia

AnacardiumAnacardium

TheobromaTheobroma

HeveaHevea

ChinchonaChinchona

CinnamotiumCinnamotium

CoffeaCoffea

CamelliaCamellia

ArtocarpusArtocarpus



VantagensVantagens
�� Reduz o trabalho de subReduz o trabalho de sub --cultivocultivo
�� Deve ser mantido sob condiDeve ser mantido sob condi çções subões sub óótimastimas
�� Reduz a taxa de crescimentoReduz a taxa de crescimento
�� Permite mudanPermite mudan çças genas gen ééticasticas
�� Não Não éé adequado para conservaadequado para conserva çção a longo tempoão a longo tempo

ReduReduçção de Temperaturaão de Temperatura
�� 20 a 25 20 a 25 ººC: CondiC: Condi çção idealão ideal
�� 6 a 12 6 a 12 ººC: ConservaC: Conserva ççãoão
�� TropicaisTropicais

�� 30 30 ººC: IdealC: Ideal
�� 20 20 ººC: ConservaC: Conserva ççãoão

QuQuíímicos com Amicos com Açção Retardanteão Retardante
�� ManitolManitol
�� ÁÁcido cido abcabc íísicosico (ABA)(ABA)
�� SolanumSolanum

�� Temperatura normal de 22 Temperatura normal de 22 ººCC
�� AdiAdi çção de 5ão de 5 --10 10 mgmg /l de ABA/l de ABA
�� 63 % de sobrevivência63 % de sobrevivência
�� 12 meses12 meses

� Mandioca
� 4% sacarose + 0,01 mg/l BAP ou 2% sacarose + 0,05 mg/l BAP
� Temperatura: 20 ºC
� Taxa de sobrevivência: 95%
� Período de Conservação: 15 meses

Crescimento LentoCrescimento Lento



�� ReduReduçção do tempo entre subão do tempo entre sub--cultivoscultivos

�� SolanumSolanum sppspp..
�� 20 ml de meio de cultura l20 ml de meio de cultura l ííquidoquido
�� 60 ml de meio de cultura l60 ml de meio de cultura l ííquidoquido
�� Temperatura 10 Temperatura 10 ººCC
�� PerPerííodo: 18 mesesodo: 18 meses
�� Taxa de sobrevivência: 100%Taxa de sobrevivência: 100%

�� FragariaFragaria sppspp. (morangos). (morangos)
�� Meristema Meristema 
�� Escuro 4 Escuro 4 ººCC
�� Checado a cada 3 mesesChecado a cada 3 meses
�� AdiAdiçção de 1 a 2 gotas do meio nas culturas que se mostravam ressecadão de 1 a 2 gotas do meio nas culturas que se mostravam ressecadasas
�� Durante 6 anosDurante 6 anos
�� Crescimento normalCrescimento normal

Crescimento Lento (Cont.)Crescimento Lento (Cont.)



CriopreservaCriopreservaççãoão
�� TTéécnicacnica

�� Utilizada para conservaUtilizada para conservaçção de longa duraão de longa duraççãoão
�� CrioprotetorCrioprotetor
�� Resfriamento rResfriamento ráápidopido
�� ConservaConservaçção em N liquido (ão em N liquido (-- 196 196 ººC)C)
�� PerPerííodo indeterminadoodo indeterminado
�� ReduReduçção de trabalho de repicagemão de trabalho de repicagem

�� FasesFases
�� Fase de prFase de préé--crescimentocrescimento

�� CCéélulas em crescimento exponenciallulas em crescimento exponencial
�� Uso de crioprotetores ainda nesta faseUso de crioprotetores ainda nesta fase

�� CrioprotetorCrioprotetor
�� Baixar a temperatura de congelamento das cBaixar a temperatura de congelamento das céélulaslulas
�� Reduzir a cristalizaReduzir a cristalizaçção do geloão do gelo
�� Podem ser usados sozinhos ou em combinaPodem ser usados sozinhos ou em combinaççãoão

�� Congelamento propriamente ditoCongelamento propriamente dito
�� Colocar os explantes em frascos apropriados para o congelamentoColocar os explantes em frascos apropriados para o congelamento

�� ConservaConservaçção em N lão em N lííquidoquido
�� DescongelamentoDescongelamento

�� Ponto crPonto crííticotico



CriopreservaCriopreservaççãoão
�� VantagensVantagens

�� ConservaConservaçção por tempo indeterminado;ão por tempo indeterminado;
�� PreservaPreservaçção das estruturas (cão das estruturas (céélulas, tecidos e lulas, tecidos e óórgãos);rgãos);
�� Evita a variaEvita a variaçção ão somaclonalsomaclonal;;
�� Em BG Em BG éé um processo econômicoum processo econômico

�� DesvantagensDesvantagens
�� Complexidade tComplexidade téécnica e biolcnica e biolóógica dos processos de gica dos processos de 
congelamento e descongelamento;congelamento e descongelamento;

�� Cada cultura exige um procedimento especCada cultura exige um procedimento especíífico exigindo fico exigindo 
assim o desenvolvimento de um protocolo para cada assim o desenvolvimento de um protocolo para cada 
espespéécie. cie. 

�� Problemas na regeneraProblemas na regeneraçção das plantas apão das plantas apóós o s o 
resfriamento devido a formaresfriamento devido a formaçção de cristais de gelo.ão de cristais de gelo.





CriopreservaCriopreservaççãoão



CriopreservaCriopreservaçção: Metodologia Clão: Metodologia Cláássicassica

Fonte: Santos, I.R.I. 2001. Biotecnologia. 20: 60-6 5



CriopreservaCriopreservaçção: Congelamento rão: Congelamento ráápidopido

Fonte: Santos, I.R.I. 2001. Biotecnologia. 20: 60-6 5



VitrificaVitrificaççãoão
�� ÉÉ o processo pelo qual a o processo pelo qual a áágua sofre uma transigua sofre uma transiçção de fase lão de fase lííquida quida 

para um estado spara um estado sóólido amorfo e estlido amorfo e estáável. vel. 
�� ÉÉ obtida experimentalmente atravobtida experimentalmente atravéés da desidratas da desidrataçção dos tecidos para ão dos tecidos para 

um teor de umidade em que não existe um teor de umidade em que não existe áágua livre para a cristalizagua livre para a cristalizaçção ão 
antes de mergulhar no N liquido. antes de mergulhar no N liquido. 

�� DesidrataDesidrataççãoão
�� EvaporaEvaporaçção da ão da áágua gua 
�� Tratamento com crioprotetores em alta concentraTratamento com crioprotetores em alta concentraçção: ão: 

�� DimetilsulfDimetilsulfóóxido (DMSO)xido (DMSO)
�� Etileno glicol;Etileno glicol;
�� Metanol;Metanol;
�� glicerol.;glicerol.;
�� Propileno glicol.Propileno glicol.

�� Causam citotoxicidadeCausam citotoxicidade
�� AAççucaresucares

�� sacarose, trealose, e glucosesacarose, trealose, e glucose



EncapsulamentoEncapsulamento--desidratadesidrataççãoão
�� Um mUm méétodo alternativo todo alternativo àà desidratadesidrataçção celular ão celular 
induzida pelo congelamento antes da imersão no N induzida pelo congelamento antes da imersão no N 
liquidoliquido
�� DereuddreDereuddre etet al., 1990al., 1990

�� ExplantesExplantes são encapsulado sem csão encapsulado sem cáápsulas de gel de psulas de gel de 
alginato de salginato de sóódio, as quais são então prdio, as quais são então préé--cultivadas cultivadas 
em um meio contendo altos nem um meio contendo altos nííveis de sacarose, veis de sacarose, 
desidratados por exposidesidratados por exposiçção ao ar da capela de fluxo ão ao ar da capela de fluxo 
laminar ou com slaminar ou com síílica gel, diretamente imersos em N lica gel, diretamente imersos em N 
liquido, e lentamente descongelados. liquido, e lentamente descongelados. 



VariaVariaçção ão SomaclonalSomaclonal
�� Variabilidade em indivVariabilidade em indivííduos resultantes da cultura de duos resultantes da cultura de 

tecidos vegetais, notadamente aqueles regenerados a tecidos vegetais, notadamente aqueles regenerados a 
partir de calos.partir de calos.

�� As variaAs variaçções ou alteraões ou alteraçções podem ser genotões podem ser genotíípicas ou picas ou 
fenotfenotíípicas, genpicas, genééticas e ticas e epigenepigenééticasticas::
�� GenGenééticasticas: mudan: mudançças no nas no núúmero cromossômico mero cromossômico 
(poliploidia e aneuploidia); na estrutura cromossômica (poliploidia e aneuploidia); na estrutura cromossômica 
(transloca(translocaçções, deleões, deleçções e duplicaões e duplicaçções) e nas ões) e nas 
sequências de DNA (mutasequências de DNA (mutaçções de bases).ões de bases).

�� EpigenEpigenééticasticas: gene, amplifica: gene, amplificaçção gênica e ão gênica e metilametilaççãoão
gênica.gênica.



Variação somaclonal em plantas de Rhododendron deriva das de 
gemas adventícias (calos)



VariaVariaçção ão somaclonalsomaclonal
�� Vantagens:Vantagens:
�� Melhoramento de plantas: criaMelhoramento de plantas: criaçção de variabilidade genão de variabilidade genéética tica 

adicional, associada p. ex. adicional, associada p. ex. àà resistência resistência àà estresses biestresses bióóticos e ticos e 
abiabióóticos e ao aumento da produticos e ao aumento da produçção de metabão de metabóólitos litos 
secundsecundáários de interesse.rios de interesse.

�� Desvantagens:Desvantagens: produproduçção de ão de offoff--typestypes. . Quando o objetivo Quando o objetivo éé
fixar um genfixar um genóótipo a variatipo a variaçção ão somaclonalsomaclonal éé altamentealtamente

�� Como evitar:Como evitar:
�� Evitar calos;Evitar calos;
�� Limitar o nLimitar o núúmero de submero de sub--cultivos;cultivos;
�� Reiniciar as culturas a partir das plantas matrizes;Reiniciar as culturas a partir das plantas matrizes;
�� Evitar fitorreguladores em altas concentraEvitar fitorreguladores em altas concentraçções.ões.



ConservaConservaçção de grãos de pão de grãos de póólenlen
�� Consiste em coletar os  grãos de pConsiste em coletar os  grãos de póólen e conservalen e conserva--los para uso posterior. los para uso posterior. 
�� Principal uso: cruzamento entre plantasPrincipal uso: cruzamento entre plantas

�� VantagensVantagens
�� Dispensa a quarentenaDispensa a quarentena
�� Grandes amostras podem ser conservadasGrandes amostras podem ser conservadas
�� Ocupam pouco espaOcupam pouco espaççoo

�� DesvantagensDesvantagens
�� HeranHerançça citoplasma citoplasmáática não tica não éé preservadapreservada
�� Não gera uma planta a não ser apNão gera uma planta a não ser apóós cruzamento com outro material s cruzamento com outro material 

adequadoadequado
�� Viabilidade do pViabilidade do póólen deve ser testada de tempo em tempolen deve ser testada de tempo em tempo
�� PPóólens podem ter longevidade e viabilidade diferenciadalens podem ter longevidade e viabilidade diferenciada



ClassificaClassificaçção dos grãos de pão dos grãos de póólenlen
�� Grãos de pGrãos de póólen senslen sensííveis veis àà dessecadessecaççãoão

�� Não podem ser conservados Não podem ser conservados àà temperaturas muito frias (temperaturas muito frias (freezingfreezing) sem emprego de t) sem emprego de téécnicas cnicas 
especiais.especiais.

�� Danos mecânicos causados pela formaDanos mecânicos causados pela formaçção de cristais de gelo nos espaão de cristais de gelo nos espaçços intracelularesos intracelulares
�� PPóólen trinucleadoslen trinucleados
�� AsteraceaeAsteraceae
�� PoaceaePoaceae

�� Grãos de pGrãos de póólen resistentes len resistentes àà dessecadessecaççãoão
�� Conservados Conservados àà temperatura e umidade muito baixastemperatura e umidade muito baixas
�� DessecaDessecaçção ou vão ou váácuocuo
�� Temperaturas moderadas: 20Temperaturas moderadas: 20--25 25 ºº CC
�� FreezingFreezing--dryingdrying
�� Conservados Conservados --18 18 ºº CC
�� PPóólen binucleadolen binucleado
�� RosaceaeRosaceae, , EricaceaeEricaceae



Monitoramento da viabilidade dos grãos de pMonitoramento da viabilidade dos grãos de póólenlen

�� Corantes VitaisCorantes Vitais
�� Atividade enzimAtividade enzimááticatica
�� Integridade da membranaIntegridade da membrana

�� Teste com Teste com TetrazTetrazóóliolio
�� Enzimas Enzimas OxidativasOxidativas

�� Teste com FluorocromosTeste com Fluorocromos
�� Integridade da membranaIntegridade da membrana

�� Dificuldade: AvaliaDificuldade: Avaliaççãoão

�� GerminaGerminaçção ão in in vitrovitro
�� GerminaGerminaçção ão in vivoin vivo
�� ProduProduçção de Sementeão de Semente




