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Apresentacao

Desde o inicio da década de 1970, ha uma crescente conscientizacdo mundial sobre a
necessidade de preservacdo dos recursos genéticos, que sao essenciais para o
atendimento das demandas de variabilidade genética dos programas de melhoramento,
principalmente aqueles voltados para alimentacéao.

No Brasil, esta necessidade é especialmente importante, uma vez que a maioria dos
cultivos que compdem a base alimentar do pais é de origem exética. Observa-se, por
exemplo, que cerca de 95% dos acessos de cereais conservados em colecdes do Sistema
Nacional de Pesquisa Agropecudaria (SNPA) sdo de espécies exdticas. Portanto, a
manutencdo e o enriquecimento continuo da variabilidade genética dessas colecoes sao
prioritarios e estratégicos, considerando, ainda, as atuais restricoes internacionais ao
intercambio de germoplasma.

Na década de 1970, a Food and Agriculture Organization (FAQO), érgdo das Nacoes Unidas,
estimulou o estabelecimento de uma rede mundial de centros para a conservacao de
recursos genéticos situados em regides consideradas de alta variabilidade genética. Em
1974, o Consultative Group for International Agricultural Research (CGIAR) criou o
International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR), hoje transformado no Bioversity
International. No mesmo ano, a Embrapa reconheceu a importancia estratégica dos
recursos genéticos com a criacdo do Centro Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN),
que mais recentemente adotou a assinatura-sintese Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

A criacdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e a consolidacdo do SNPA
estabeleceram ambiente propicio para a formatacao da Rede Nacional de Recursos
Genéticos. A partir de entdo, paulatinamente, colecdes de germoplasma foram
estruturadas em diferentes Unidades Descentralizadas, predominantemente na area
vegetal.

Em 1993, por intermédio de deliberacdo da Diretoria Executiva, a Embrapa formalizou,
como ferramenta de gestdo das colecdes, o Sistema de Curadorias de Germoplasma e
definiu os papéis e as responsabilidades para os diversos atores envolvidos nesse Sistema,
tais como: curadores de colecdes de germoplasma, chefes de Unidades Descentralizadas
gue abrigavam as colecdes e a Supervisdao de Curadorias. Os projetos em rede foram
definidos como figuras programatica e operacional, possibilitando o custeio de atividades
de coleta, intercambio, quarentena, caracterizacao, avaliacdo, documentacao, conservacao
e utilizacdo de germoplasma, além da manutencao das colecées. De 1993 até a presente
data, muitas colecGes de germoplasma foram estabelecidas e, atualmente, o Sistema de
Curadorias da Embrapa retine 209 colegdes, incluindo Bancos Ativos de Germoplasma
Vegetal (BAGs), Nucleos de Conservacao Animal, Colecdes Biolégicas de Micro-
organismos e Colecdes de Referéncia, as quais abrangem espécies nativas e exdticas. Nas



demais Instituicoes do SNPA, estima-se que sdo mantidos pelo menos outros 243 Bancos
Ativos de Germoplasma Vegetal.

Como duplicata de seguranca dos acessos mantidos nos BAGs, a Embrapa Cenargen
abriga a Colecado de Base (COLBASE) de germoplasma vegetal, projetada para conservar
sementes a temperatura de -20°C por longo periodo de tempo.

Como consequéncia desses 30 anos de atividades relacionadas ao manejo dos recursos
genéticos, os curadores adquiriram uma bagagem de conhecimentos praticos na area,
conhecimentos estes que foram, em parte, sistematizados e disponibilizados para a
sociedade por intermédio da presente obra: “Manual de Curadores de Germoplasma”.

Esperamos que esta publicacdo em série torne-se um guia para curadores de germoplasma
no Brasil e no exterior, e que contribua efetivamente para o aprimoramento da gestao dos
recursos genéticos deste pais.

Mauro Carneiro
Chefe Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Multiplicacao e Regeneracao
de Acessos

Semiramis Rabelo Ramalho Ramos
Manoel Abilio de Queiréz

José Flavio Lopes

Francisco Rodrigues Freire Filho

Definicdo e importancia

Ao longo do tempo, o Brasil tem feito varios esforgcos para enriquecer — via coleta ou
introducdo — e manter em bancos de germoplasma a variabilidade genética de varias
espécies de plantas, principalmente de espécies utilizadas na alimentacdao humana e
animal. Um levantamento atualizado do sistema de conservacao de recursos genéticos
mostrou que existem no pais mais de 170.000 acessos de germoplasma vegetal, incluindo
duplicatas, com cerca de 107.000 acessos armazenados na colecdo de base (COLBASE), e
ao redor de 63.000 em outras colecdes (VALLS et a/., 2008).

A colecao de base de germoplasma vegetal no pais é mantida na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN), e as colegdes ativas sdao mantidas nos
respectivos bancos de germoplasma, inseridos ou ndo dentro do Sistema Embrapa de
Gestdo de Recursos Genéticos.

Contudo, a duracédo e o sucesso do periodo de armazenamento dependem tanto dos
objetivos deste quanto das caracteristicas da espécie em questdao. Had muitos fatores que
podem interferir na viabilidade e longevidade de sementes sob armazenamento ex situ
(HONG e ELLIS, 1996), causando a perda irreversivel de genes e reducédo na viabilidade
dos individuos na amostras, quando estas nao estao preparadas adequadamente para
serem armazenadas, constituindo um fenédmeno denominado estrangulamento ou
estreitamento da composicdo genética (VENCOVSKY, 1987). Assim, tanto no processo de
conservacao a longo prazo quanto no manejo dos bancos ativos de germoplasma (BAGs),
as atividades de regeneracao e multiplicacao sdo de significativa importancia e devem ser
seriamente consideradas, porque garantem nao s6 a boa qualidade e viabilidade de
sementes para serem mantidas a longo prazo em camaras frias, mas também a
manutencao da diversidade original dos acessos que estao sob processo de multiplicacao.

Considerando-se a logistica de reposicdo das sementes, é Util fazer uma distincdo entre
regeneracdo e multiplicacao (BREESE, 1989). O termo e o processo de regeneracao
encontram-se vinculados ao rejuvenescimento e a multiplicacdo de sementes para suprir as
necessidades da regeneracdao de amostras destinadas a conservacao a longo prazo. Por
outro lado, o processo de multiplicacao esta vinculado as colecées ativas e se refere a
multiplicacdo de amostras para atender as necessidades de manejo, utilizacdo e
distribuicdo. Em ambos os casos, o tamanho da colecédo é crucial e os acessos estao
vulneraveis a perda de diversidade.
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A frequéncia de multiplicacdo depende do tamanho e da quantidade de sementes
inicialmente disponiveis e da demanda previsivel ou conhecida por parte dos usuarios, seja
para as atividades de caracterizacao e avaliacdo ou para uso pelos melhoristas, e das
condicées de armazenamento das sementes. E fato que cada regeneracio ocasiona uma
alteracao na estrutura genética da populacdo. Assim, visando a reducao dessas alteracdes,
seja qual for o objetivo da multiplicacdo, a frequéncia dessa atividade deve ser reduzida
(BREESE, 1989; TOLL et al., 1994). Ao mesmo tempo, conhecimentos relacionados a
biologia reprodutiva e aos principios de genética de populacdes da espécie a ser
multiplicada devem ser efetivamente considerados na etapa de regeneracao do
germoplasma.

Desse modo, o objetivo deste volume é abordar e compartilhar, de forma sintética e
objetiva, alguns aspectos tedricos e praticos envolvidos no processo de multiplicacao e
regeneracdo de sementes ortodoxas, por reproducao sexual, nos bancos de germoplasma.

Alguns aspectos tedricos envolvidos nos
processos de multiplicacao e regeneracao

Allard (1970) admite que qualquer colecdo de germoplasma, por maior que seja, é apenas
uma pequena amostra da variabilidade total da espécie. Assim, o entendimento de
processos ligados a genética de populacoes, advindos de mutacao, selecao, amostragem e
migracao (proveniente da contaminacao), sdo importantes tanto na conservacao quanto na
regeneracdo/multiplicacdo dos acessos, porque estdo diretamente relacionados a
representatividade genética das colecoes de germoplasma. Nesse contexto, torna-se
importante o conhecimento do conceito do nimero efetivo populacional (Ne), o qual é
pardmetro-chave para predizer a deriva genética associada a regeneracao do germoplasma
(VENCOVSKY, 1987; JOHNSON, BRADLEY, EVANS, 2002).

A representatividade genética contida em uma amostra, quando medida pelo Ne, possibilita
mensurar o tamanho da base genética do conjunto de individuos amostrados, assim como
avaliar a sua capacidade de reter alelos durante as geracdes (VENCOVSKY et al., 2007).
Tanto no processo de multiplicacdo quanto no de regeneracao, é fundamental manter o
tamanho genético do acesso, e a sua mensuracao depende de uma série de fatores, com
destaque maior para o sistema reprodutivo das espécies e para o modo como a
amostragem foi realizada (BREESE, 1989; VENCOVSKY e CROSSA, 2003; VENCOVSKY
et al., 2007). Vale salientar que a manutencao do Ne é funcao do processo de amostragem
na populacao original (sementes do acesso) e na amostragem das sementes colhidas nas
plantas originadas da amostra obtida da populacdao (VENCOVSKY et al., 2007), quando da
composicao final do acesso.

Quanto ao sistema reprodutivo, sdo consideradas plantas alégamas as espécies que
realizam preferencialmente polinizacao cruzada acima de 95%. A fertilizacao ocorre
quando o pdélen de uma planta fertiliza o évulo da flor de outra planta. As espécies mistas
sao aquelas que apresentam, em determinadas situacdes, elevadas taxas de fecundacao
cruzada. Embora nessas espécies a estrutura floral seja muito semelhante a das espécies
alégamas, a elevada taxa de fecundacao cruzada exige cuidados muito especiais no
controle de pélen. O isolamento das progénies por meio de barreiras fisicas ou distancia
tém sido os métodos mais recomendados para dar seguranca na producao de sementes e
manutencao da diversidade individual de cada acesso. Sao classificadas como plantas
autégamas aquelas que realizam, preferencialmente, a autofecundacao, ou seja, o pdlen ou



10

Manual de Curadores de Germoplasma — Vegetal: Multiplicacdo e Regeneracédo de Acessos

gameta masculino da antera de uma flor desloca-se ao estigma da mesma flor ou de outra
flor, na mesma planta (ALLARD, 1970; RAMALHO et a/.; 1993; BOREM, 1997).

Nos processos de multiplicacao e regeneracao, de forma geral, Breese (1989) faz as
seguintes recomendacdes para plantas alégamas: a) assegurar o pareamento entre as
plantas do mesmo acesso mediante adequadas técnicas de polinizagdo; b) evitar a
contaminacao com pdlen ou sementes estranhas mediante isolamento e manejo da
semente; e c) minimizar a deriva genética e a selecao natural, evitando o uso de
populagbes pequenas e a influéncia da selecdo natural. O objetivo pratico desses cuidados
é assegurar, na medida do possivel, um completo pareamento aleatério entre as plantas
em cada geracao de multiplicacao. Ainda considerando as espécies aldégamas, Vencovsky
(1987) ressalta que, ao se compor uma amostra de sementes, deve-se utilizar a técnica do
controle gamético feminino, que consiste em colher nimero igual de sementes de cada
planta-mae. Com a utilizacdo desse procedimento, hd o decréscimo da perda de alelos por
deriva genética.

Para as espécies autégamas, verifica-se que um grande nimero de acessos presentes nos
bancos de germoplasma corresponde a variedades ou populacdes locais. Nesse contexto, é
importante manter a heterogeneidade da amostra. Breese (1989) salienta que os esquemas
fundamentais da multiplicacdo de espécies autégamas — ou predominantemente
autégamas — dependem do objetivo da multiplicacéo; a depender do propdsito, os métodos
massal ou genealdgico podem ser utilizados.

Alguns aspectos praticos envolvidos nos
processos de multiplicacao e regeneracao

Em termos praticos, antes de iniciar o processo de multiplicacdo das sementes, é
necessario definir ou conhecer, entre outros, a capacidade de alocacdo dos acessos no
campo ou em casa de vegetacdao, o nimero de acessos a serem trabalhados, o nimero de
plantas e o tamanho da parcela a ser utilizada, a necessidade de controle de polinizacao, o
numero de frutos por planta a serem colhidos e as estratégias para a composicao da
amostra final. Sempre que possivel, deve-se tentar alocar o experimento em delineamento
experimental. Embora a rigor ndo seja indispensavel, se houver disponibilidade de tempo e
recursos pessoais, fisicos e financeiros, é importante que durante o processo de
multiplicacao seja feita a caracterizacao preliminar dos acessos, utilizando-se os
descritores da espécie ou parte deles. Quando os experimentos de multiplicacdo ou de
regeneracdo sao instalados em delineamento experimental com repeticado, os dados podem
ser submetidos a analises estatisticas mais robustas, para que se possa identificar e
quantificar diferencas significativas entre os acessos.

Nesse sentido, pode haver abordagens distintas, em funcao da espécie a ser trabalhada,
principalmente considerando-se o sistema reprodutivo. Em termos praticos, nos préximos
itens o foco serd dado a espécies da familia das Cucurbitaceas (alégamas) e ao género
Vigna (autégama).
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Alégamas: meldao, melancia, pepino, abébora e moranga

Os procedimentos praticos relatados foram ou estdo sendo seguidos pela Universidade do
Estado da Bahia (UNEB), Embrapa Hortalicas (CNPH) e Embrapa Semiarido (CPATSA), com
algumas espécies da familia Cucurbitaceas.

A primeira decisdo importante a ser considerada no processo de multiplicacao diz respeito
ao numero de acessos que serdo trabalhados em cada experimento de campo. Para a
melancia (Citrullus lanatus) e o meldao (Cucumis melo), utilizam-se cerca de 25 a 30
acessos em cada experimento. Este nimero foi definido em termos préaticos, em funcao da
logistica necessaria ao processo de polinizacao, o qual é artificialmente controlado.

As parcelas devem ser compostas por 20 plantas. Este é o nimero efetivo populacional
(Ne), definido por Romao et al. (1994) para a melancia, sendo o minimo recomendado para
a conducao. As sementes sdo postas para germinar em bandejas de isopor, em casa de
vegetacao ou estrutura telada com sombrite®, com 50% de reducdo da radiacdo solar
(Figura 1).

E ey L0

Figura 1. Sementes de acessos de espécies da familia Cucurbitaceas, colocadas para germinar em bandejas de

isopor, em casa de vegetacdo ou estrutura telada.

Uma vez que as plantulas estejam com a primeira folha definitiva, o transplantio é feito
para o local definitivo, em experimentos de campo (Figura 2). O preparo do solo é feito da
forma usual adotada em cada local de plantio, o qual pode ser de sequeiro ou irrigado.
Para a melancia, o espacamento adotado deve ser de 3,00 m entre as fileiras e 0,80 m
entre as plantas; para o meldao, o espacamento é de 2,50 m entre as fileiras e a distancia
entre as plantas é a mesma, a fim de facilitar o manejo delas durante a polinizacao
controlada.

11
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Figura 2. Plantulas de acessos de abdbora transplantadas para area definitiva, destinadas ao processo de

multiplicacdo/regeneracdo do nimero de sementes.

A disposicdo dos acessos no campo pode seguir dois arranjos distintos. Em um deles, os
acessos podem ser colocados em fileiras continuas e sem repeticdo (Figura 3). No outro,
pode-se fazer a casualizacao e, assim, o total de 20 plantas pode ser dividido em quatro
parcelas, com cinco plantas cada. Apesar de um pouco mais trabalhoso, o segundo arranjo
permite fazer, no caso da realizacdao concomitante de caracterizacdao morfolégica e
aplicacao de descritores, avaliacOes estatisticas mais avancadas e inferéncias mais
robustas.

Figura 3. Plantas de acessos de ab6bora no campo, em arranjo de plantio disposto em fileiras continuas, sem

repeticdo e com vinte plantas por acesso.
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Como forma de garantir a representatividade genética dos acessos, realiza-se a polinizacao
controlada. Na Embrapa Semiarido e no Departamento de Tecnologia e Ciéncias Sociais
(DTCS/UNEB), para a multiplicacdo de acessos de melancia, meldo (Cucumis melo),
abébora (Cucurbita moschata), moranga (Cucurbita maxima) e maxixe (Cucumis anguria),
os acessos sao plantados normalmente em linhas continuas, utilizando-se 20 plantas por
acesso e efetuando-se o controle gamético a partir de cruzamentos biparentais, obtidos
por meio de polinizagdo manual; em alguns casos, podem ser utilizados outros tipos de
controle. Os espacamentos entre fileiras e entre plantas dentro das fileiras serdo utilizados
de acordo com cada uma das espécies. No entanto, o nimero de plantas por acesso pode
ser alterado tanto em funcdo da ocorréncia de dorméncia — verificado em alguns acessos -
quanto da baixa porcentagem de germinacao das sementes disponiveis nos acessos
originalmente coletados. Assim, os sistemas para obtencdo das sementes tém sido de
diferentes tipos: cruzamento em cadeia, cruzamento em cadeia alternada, autofecundacao
e polinizagao livre.

Em melancia e melado, faz-se a protecao de botdes florais masculinos e femininos um dia
antes da antese, utilizando-se sacos de papel “Kraft” ou copos descartaveis. Em geral,
protegem-se dois botdes florais masculinos para um botdo floral feminino. No dia seguinte,
as flores deverao estar abertas e, assim, retiram-se da mesma planta as duas flores
masculinas, e em seguida as anteras destas sdo passadas no estigma da flor feminina,
onde se deposita o pélen. Para facilitar a exposicdo das anteras, as pétalas devem ser
retiradas. Em seguida, faz-se o registro da data da polinizacdo na etiqueta, que fica presa
ao pedicelo da flor, indicando que esta foi autofecundada, e anota-se o nimero da planta
na parcela, se for este o caso (Figura 4).

Figura 4. Flor feminina de melancia polinizada, protegida com copo descartéavel.

13
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No caso de se adotar a estratégia de cruzamentos aos pares, recomenda-se fazer o mesmo
procedimento anterior, mas utilizando-se flores masculinas de plantas distintas. No
registro, as anotacdes da etiqueta devem indicar tanto a planta fornecedora de pdlen
quanto a planta feminina.

No caso especifico de meldao e melancia — considerando-se que existe uma tendéncia da
planta que tem um fruto fixado deslocar todo o fotossintetizado para esse fruto — qualquer
nova polinizacdo tende a nao ser efetiva devido a ocorréncia de aborto floral. Esse
fenébmeno é mais comum em plantas nao prolificas. Assim sendo, logo que se iniciam as
polinizacbes em uma planta, os frutos ja fixados e que sao de polinizacao livre deverao ser
retirados da planta. Contudo, apds a fixacdo de um fruto de polinizacao controlada, no
caso de haver mais frutos de polinizacdo controlada e frutos de polinizacao livre, estes
poderdo ser deixados na planta. Os frutos de polinizacdo controlada terdo progénies de
irmaos completos, se provenientes de autofecundacao, e progénies de meio-irmaos, se
provenientes de cruzamentos em pares de planta, ao passo que as progénies dos frutos de
polinizacao livre terdao uma mistura de progénies de irmaos completos e meio-irmaos.

Por ocasido da colheita, geralmente ao redor de 30 a 35 dias apds a polinizacdo, deve-se
proceder a correta identificacdo dos frutos, passando-se os dados das etiquetas para os
frutos. Na colheita, todos os frutos de polinizacao controlada deverao ser colhidos e
levados para o laboratério, onde as sementes passam pelos processos de extracao,
lavagem e secagem. Em todos esses processos, a etiqueta com o registro da polinizacao
deve ser mantida no respectivo lote de sementes.

Finalmente, para se compor o acesso (subamostra), deve-se tomar igual quantidade de
sementes de cada um dos frutos que tiveram progénies de polinizacdo controlada, de
acordo com a recomendacao de Vencovsky (1997), sendo que o nimero depende da
quantidade de sementes que se necessita para o manejo do banco (estudos sobre o
acesso, sementes para a Colecao de Base, etc.). As sementes remanescentes poderdao ser
destinadas a estudos de melhoramento, se for o caso.

Na Embrapa Hortalicas, realiza-se o processo de multiplicacdo de espécies alégamas,
especificamente de abdbora (Cucurbita moschata), moranga (Cucurbita maxima) e pepino
(Cucumis sativus), a depender da situacdo, por meio de trés estratégias distintas. Em cada
estratégia, utilizam-se 30 plantas para cada acesso, organizadas em 3 repeticdes de 10
plantas, da seguinte forma: a) mistura de pdélen das plantas de cada acesso, método que
consiste em coletar uma certa quantidade de pdélen de cada uma das plantas do acesso e
fazer a polinizacado de todas as flores femininas do préprio acesso com a mistura do pdlen
coletado. Os frutos de cada parcela sdo colhidos e as respectivas sementes misturadas
para formar nova amostra de sementes daquele acesso; b) autofecundacao de cada flor
feminina, processo que consiste em autofecundar um certo nimero de flores em todas as
plantas do acesso, colher os frutos e extrair as sementes de cada fruto individualmente.
No final, as sementes de todos os frutos e plantas pertencentes a cada acesso sao
misturadas. O processo € pratico e facilita o processo de multiplicacdo das sementes.
Entretanto, exige alguns cuidados para manter na mistura a mesma quantidade de semente
tirada de cada fruto, evitando, assim, dominio de certas plantas de alta producao sobre as
que produzem menos frutos ou menor quantidade de sementes por fruto. Esse processo
vem sendo utilizado na Embrapa Hortalicas para multiplicacdo de germoplasma de abébora,
moranga e pepino; c) cruzamento aberto para todos os acessos, que consiste em se
plantar, pelo menos, 30 plantas de cada amostra em campo aberto (Figura 5). Antes do
periodo de floracao, disponibilizam-se caixas com abelhas em grande quantidade, de modo



Foto: Semiramis Rabelo Ramalho Ramos

Foto: Fernanda Aratjo

Manual de Curadores de Germoplasma — Vegetal: Multiplicacdo e Regeneracédo de Acessos

que haja iguais possibilidades de todas as plantas do acesso cruzarem-se entre si (Figura
6).

Figura 6. No periodo de floracdo, ha a presenca livre de insetos para efetuar a polinizacdo das flores e possibilitar

O cruzamento.
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A colheita dos frutos e a extracdo das sementes sao realizadas individualmente dentro de
cada acesso. Esta é uma alternativa muito pratica e pouco trabalhosa. Entretanto, corre-se
grande risco de se ter acessos super-representados, principalmente, quando na colecao
aparecem plantas com alta capacidade de producao de pdlen. Estes materiais vao
predominar sobre os demais; além disso, podem ocorrer também plantas com baixa
capacidade produtiva que podem ter a sua variabilidade modificada em fungcdao do nuimero
de sementes produzidas em cada amostra individual.

Vale salientar que durante o processo de multiplicacdo pode também ser realizada a
caracterizacao morfoagronémica preliminar. Nesse caso, desde o momento inicial do
desenvolvimento da planta os descritores recomendados para as espécies poderao ser
aplicados. Alguns aspectos importantes podem ser considerados como, por exemplo, a
decisdo de se colocar uma ou mais variedades comerciais como tratamentos nos
experimentos, ou a colocacao de alguns tratamentos comuns a todos os experimentos de
multiplicacao, ao longo do tempo, pois assim se poderd fazer uma analise comparativa
entre o comportamento de diferentes descritores em diferentes épocas.

Autégamas: Vigna spp.

Os procedimentos praticos aqui relatados foram conduzidos pela equipe de recursos
genéticos e melhoramento da Embrapa Meio Norte, Teresina, Pl, no periodo de 2002 a
2006 (RAMOS et al., 2003; SOBRAL et al/; 2007; RAMOS et al. 2008). Esta Unidade
mantém, hé cerca de trés décadas, o Banco Ativo de Germoplasmam, composto por
acessos de feijao-mungo (Vigna radiata (L.) Wilczek), feijao da china (Vigna mungo (L.)
Hopper), feijao-arroz (Vigna umbelata var. umbelata (Thunb.) Ohwi & Ohashi), feijdo azuki
(Vigna angularis (Willd.) Ohwi & Ohashi) e principalmente, feijao-caupi (Vigna unguiculata
(L.) Walp. subsp. unguiculata Verdc. cultigrupo unguiculata Westphal e Vigna unguiculata
(L.) Walp. subsp. unguiculata Verdc. cultigrupo sesquipedalis Westphal). Estes acessos
foram provenientes de introducdes de diversos paises e, no caso do feijao-caupi, também
de coletas que foram realizadas na Regidao Nordeste do Brasil.

A atividade de multiplicacdo do germoplasma visa atender, respectivamente, a demanda
do programa de melhoramento genético conduzido na Unidade, a outros usudrios do
sistema de gestdao de pesquisa, assim como as avaliagcbes de manejo de recursos
genéticos (caracterizacao morfoagronémica e molecular, avaliacao). Ao mesmo tempo, o
processo de regeneracao dos acessos de Vigna spp. visa ao atendimento e a reposicao da
viabilidade das sementes cujos acessos estdo preservados na COLBASE.

Normalmente, a prioridade para multiplicacdo é dada aos acessos cuja introducao tenha
sido mais antiga na colecdao ou que apresentem sinais visiveis de deterioracao ou que
tenha prioridade indicada pelo programa de melhoramento. Dependendo das condi¢cdes
locais de infra-estrutura e pessoal, experimentos para multiplicacao e regeneracao de
sementes podem ser feitos duas vezes ao ano, uma vez que o ciclo médio das plantas gira
em torno de 4 meses. As sementes sdao normalmente semeadas em casa de vegetacao,
com cerca de 20 plantas/acesso, as quais, a depender do objetivo e do ano, podem ser
arranjadas e plantadas em linhas continuas ou no delineamento experimental em blocos
casualizados, com trés repeticoes.

Néo ha, até o momento, definicdo do tamanho efetivo para Vigna spp. Assim,
considerando-se o sistema reprodutivo e a possibilidade de se trabalhar com o maior
numero de plantas/acesso, o acesso a ser multiplicado é normalmente composto por 20
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plantas, num espacamento de 1 m entre fileiras e 0,25 m entre covas, sendo as plantas
conduzidas sob regime de irrigacado por gotejamento (Figura 7). Os tratos fitossanitéarios
sdo efetuados de acordo com os recomendados para a cultura (FREIRE FILHO, LIMA,
RIBEIRO, 2005).

Figura 7. Detalhe do plantio de acessos de Vigna spp. dispostos em linhas continuas, sob regime de irrigacdo por

gotejamento.

E possivel realizar, concomitantemente aos processos de multiplicacdo e regeneracio, a
caracterizacao morfoagrondmica dos acessos. Dessa forma, em cada parcela é possivel
avaliar seis plantas, e em cada planta seis vagens (Figura 8), mediante a utilizacdo da lista
de descritores desenvolvida pelo IITA (1974), que foi revisada e publicada pelo
International Board Plant Genetic Resources (IBPGR, 1983), atual Bioversity International,
com modificacoes, ou ainda pela lista de descritores publicada pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 2010).

Considerando-se o sistema reprodutivo e a protecdo mediante isolamento fisico, ndao héa
necessidade de controle da polinizacdo para as espécies consideradas. Contudo, acessos e
plantas devem ser devidamente identificados.

As vagens secas sao colhidas manualmente e de forma individual, e as etiquetas as
acompanham até o processo final. Posteriormente, sdao submetidas a secagem, durante
cerca de cinco dias. Apdés a secagem é feita a debulha manual e as sementes ainda sao
submetidas ao vento e sol para completar o processo de secagem. Todo e qualquer
fragmento do lote de sementes como, por exemplo, pd, terra ou fragmentos vegetais,
deverao ser eliminados.

17
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T Al - A
Figura 8. Acessos de feijdo caupi em processo de multiplicacdo e regeneracao.

O numero de vagens e sementes de cada acesso é contabilizado e registrado. Novas
amostras sdao compostas mediante a coleta de sementes de cada planta que foi
considerada no processo de multiplicacdo. Posteriormente, os lotes regenerados sao
enviados a COLBASE, e os lotes multiplicados alimentam a demanda do BAG.

Infraestrutura necessaria

A estrutura necessaria para multiplicacao e regeneracao de sementes em bancos de
germoplasma deve atender a dois aspectos basicos. O primeiro trata-se de tomar os
cuidados necessarios para manter a variabilidade original de cada acesso ou amostra
coletada que implica, entre outros, na realizacdo de polinizagdes controladas. Para tanto é
necessario o treinamento da equipe de campo e grande parte do tempo desta, dedicado as
acoes de campo. A depender do sistema reprodutivo da espécie e da estratégia utilizada,
os processos de multiplicacdo e regeneracao podem ser realizados no campo, em éarea
isolada de cultivo, ou em area protegida, telado ou casa de vegetacao. Nesse caso, além
de equipe treinada, é necessario o suporte fisico (bandeja ou vasos) para a conducao dos
acessos durante todo o ciclo.

Um segundo aspecto, também muito importante, é colher amostras de semente de alta
qualidade, no sentido de vigor e germinacao, para que essa semente possa ser mantida a
longo prazo em camaras frias. Para tanto, cuidados na época certa de colheita e transporte
dos frutos, extracdo, secagem e beneficiamento das sementes sdo fatores de extrema
importancia para garantir a qualidade da mesma. O importante é manter, nos processos de
multiplicacao e regeneracao, as condicées que garantam e recuperem a maxima
variabilidade original da amostra. A qualidade da semente vai permitir que essa amostra
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figue armazenada por longos periodos em camaras frias, sem a necessidade de nova
multiplicacao ou regeneracao durante o periodo de conservacao.

Dificuldades encontradas e consideracdes finais

Existem técnicas e embasamento tedrico disponivel para tentar manter a
representatividade genética dos acessos conservados. Contudo, hd um nimero de fatores
relacionados a conservacao do germoplasma que afetam o Ne (FRANKEL et a/. 1995).
Além disso, nos processos de regeneracado e multiplicacdo, ainda nao ha a definicdo do
tamanho efetivo ideal que se deve manter para muitas espécies. De acordo com
Vencovsky (1987), nao existe uma Unica resposta possivel, pois tudo depende do rigor
com que se gquer ou se pode trabalhar. Ainda de acordo com o autor, manter tamanhos
efetivos maiores, dentro das possibilidades, ndo deixa de ser uma estratégia saudavel.

Na pratica pode ser um tanto dificil adequar os conceitos tedricos, principalmente em se
tratando de grande quantidade de materiais a serem trabalhados. Se considerarmos o
cruzamento biparental em cadeia para a multiplicacdo, em nao havendo sincronia no
aparecimento das flores masculinas e femininas, haverd comprometimento na adocéao da
metodologia. Por outro lado, se houver a ocorréncia de dorméncia nas sementes, ou ainda
sementes de baixo poder germinativo quando do momento de coleta de sementes do
estoque dos agricultores, e o nao atendimento ao nimero minimo de plantas necessarias
para os cruzamentos, o acesso também estard sub-representado. A ocorréncia destas e de
outras dificuldades afetam a frequéncia dos alelos na populacdo e comprometem a
representatividade da amostra original.

Deve-se destacar o problema que ocorre no processo de multiplicacdo e regeneracao de
sementes de espécies aldgamas. Para abdbora e moranga, por exemplo, o processo é lento
e devem ser considerados alguns aspectos importantes: a) espacamento e tamanho de
parcela — cada planta de abébora ou moranga ocupa uma area que varia de 6 a 24 m?(3 m
x 2m a 6 m x 4 m), exigindo areas extensas, mao de obra abundante e muitos insumos;
portanto, a maioria das areas de plantio para multiplicacdo/regeneracao de abdboras e
morangas é em campo aberto; b) controle e horario de polinizacdo — nessas espécies, as
flores usadas nos cruzamentos sao fechadas no dia anterior a antese; a taxa de
fecundacdo s6 é efetiva se a polinizacdo ocorrer na parte da manha do dia da antese,
normalmente até as 10 h. A taxa de pegamento de frutos é baixa; portanto, grande
numero de cruzamentos deve ser feito para garantir quantidade de sementes suficientes
para assegurar uma amostra representativa da variabilidade original. Essa amostra ideal é
de 4.000 sementes, mas nunca menor do que 1.000. Em funcdo de todos esses aspectos
acima descritos, calcula-se que se consegue multiplicar e regenerar 40 acessos do BAG
por ano, metade em cada semestre. Assim, para uma colecdo de germoplasma de abébora
de 500 acessos, pode demorar mais de 12 anos para se ter toda a colecao multiplicada.

Vale ressaltar que é de extrema necessidade o registro e o armazenamento das
informacdes técnicas (nUmero de plantas, efetividade do controle de polinizacao,
composicao final da amostra) sobre a conducao de cada processo de
multiplicacao/regeneracao, utilizando-se ou nao delineamento experimental. Recomenda-
se, ainda, considerar que nao s6 o curador do BAG tenha essa informacéo registrada e
disponivel, mas também que o curador do produto na COLBASE tenha em sua base de
informacao esse registro, o qual é de extrema importéncia para se fazer inferéncias sobre a
representatividade genética do acesso ao longo do tempo.
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