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Antecedentes

Os bancos de germoplasma devem assegurar que 0S acessos permanecam vidveis e
mantenham uma elevada qualidade durante o maximo periodo de tempo possivel.
Mesmo sob os mais altos standards de maneio o germoplasma acaba por se deteriorar
com o tempo e necessita de ser regenerado regularmente. A manutencdo das colec¢des de
germoplasma a niveis aceitaveis de qualidade e viabilidade é muitas vezes dificil para muitos
bancos de germoplasma, devido aos custos envolvidos e a suas capacidades limitadas e
falta de conhecimentos técnicos - especialmente a face dos complexos procedimentos
de regeneragdo necessarios em algumas espécies em conservagao (FAO 1998). Isto tem
resultado em atrasos acumulados na regeneracao que tem colocado materiais importantes
e Unicos em perigo, como foi salientado no relatério da FAO sobre a situacao mundial assim
como nas estratégias de conservacao de culturas desenvolvidas durante os ultimos anos
com o apoio do Fundo Mundial para a Diversidade das Culturas (o Fundo), em muitos
casos facilitados pelos centros do Grupo Consultivo Internacional sobre Investigacao
Agrdria (CGIAR). O Fundo apoia portanto a regeneracao de materiais prioritarios em perigo,
existentes em varias partes do mundo.

Apesar de existirem mecanismos de apoio para a tomada de decisdes genéricas em
regeneracao de plantas (Sackville Hamilton e Chorlton 1997), sdao ainda necessarios
conhecimentos especializados especificos para cada cultura. Infelizmente, embora tais
conhecimentos existam em bancos de germoplasma pelo mundo todo, incluindo os dos
centros CGIAR, nao houve ainda até agora nenhuma iniciativa de identificar, compilar e
publicar as melhores praticas para ajudar os detentores de coleccées de germoplasma, a
regenerarem os seus materiais de modo a manterem a integridade genética e optimizarem
a viabilidade dos materiais de plantacao por eles produzidos. Por isso, o Fundo solicitou ao
Bioversity, actuando em nome do Programa de Recursos Genéticos do Sistema (SGRP), a
elaboracédo de guias de regeneracao especificos para as 21 culturas alimentares (banana,
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feijao, fruta-pao, mandioca, grao de bico, céco, feijao frade/feijao caupi, fava, mexoeira-
de-dedo (pé-de-galo/capim-da-cidade/nachenim/pé-de-boi), chicharos/ervilha de cheiro,
milho, principais araceas, lentilhas, mexoeira (massango-liso/palha-de-taldo/quicuio),
ervilha-do-congo (feijdo-congo/ervilha-de-angola/feijao béer), batata, arroz, sorgo (mapira/
massambala), batata-doce, trigo e inhame), escolhidas para a iniciativa de regeneracao de
culturas do Fundo.

Definicao

Nestas directrizes, o termo regeneracdo é usado com o significado de restabelecer
amostras de plantas genéticamente semelhantes a coleccao original, quando a viabilidade
das sementes ou o numero de plantas for baixo. A regeneragao é também necessaria para
a conservacao a longo prazo de novos acessos se as quantidades forem muito baixas e
também pode ser necessaria por motivos fitossanitdrios para a eliminacdo de doencas,
resgate e restabelecimento de colec¢des. No caso de culturas de clones conservadas em
bancos de germoplasma de campo, o re-estabelecimento pode ser levado a cabo no
mesmo local ou num outro local por razdes de seguranca ou para evitar certas pragas e
doencas.

Directriz dos principios gerais

Assegurar a integridade genética

A regeneracao de germoplasma é uma operacao critica no maneio de um banco de
germoplasma, que envolve os maiores riscos em relacdo a integridade genética do
germoplasma, devido a seleccao, cruzamentos ou misturas mecanicas. O risco de perda da
integridade genética é especialmente alto quando se regeneram acessos de germoplasma
geneticamente heterogéneos de culturas de polinizacdo cruzada. O objectivo da
regeneracao é de manter a diversidade e estrutura genética original de cada acesso ou
coleccao (ver as recomendacgdes na Directriz Geral de Regeneracgdo, abaixo).

Assegurar a eficiéncia

A taxa de reproducao das espécies e variedades no local de regeneragao deve ser tomada
em consideracao para se poder produzir um nimero suficiente de sementes ou materiais
de plantacdo. O numero de sementes, estacas ou outros materiais de plantacdo necessarios
para a regeneracao, devem ser cuidadosamente calculados, tendo em conta o nimero
desejado de plantas para regeneracao, as taxas de germinacao e de estabelecimento final
dos acessos, assim como a quantidade de sementes necessaria ap6s a regeneragao e o
facto da caracterizacdo e avaliacdo dos acessos estar ou nao associada a regeneracao.

Assegurar a qualidade

O objectivo da regeneracao das culturas é o de produzir suficiente quantidade de sementes,
tubérculos ou outros materiais de propagacao vegetativa, vidveis e saudaveis. Antes de
distribuir germoplasma, os bancos de germoplasma devem verificar a auséncia de pragas
e doencas que se transmitam através das sementes ou propagulos vegetativos, para evitar
a propagacao de pragas e doencas. Este germoplasma deve providenciar uma fonte basica
de material ndo contaminado para programas de melhoramento, multiplicacdo ou outros
projectos.



Tipo de coleccao

Nas culturas de sementes ha dois tipos de coleccdes reconhecidas, as colec¢des activas
e as de base. As coleccdes activas devem ser preferencialmente regeneradas a partir de
sementes originais extraidas da colecgao de base. No entanto, o uso de sementes extraidas
da coleccdo activa até a terceira geracao, antes de se usar a semente original (da coleccao de
base) é também aceitavel (FAO/IPGRI 1994). As coleccdes de base s6 devem ser regeneradas
usando sementes residuais da amostra mais original da coleccao de base.

No caso de culturas propagadas por clones, os materiais vegetativos sao geralmente
mantidos em coleccdes de campo (Engels e Visser 2003). Algumas espécies de arvores
tropicais s6 precisam de ser replantadas uma vez em cada 15 anos ou mais, enquanto outras
espécies precisam de ser replantadas com poucos meses de intervalo. E recomendavel
nestes casos, estabelecer uma coleccao em duplicado, pois sendo ndo haverd nenhum
material onde recorrer (como acontece com as colec¢des de sementes), caso a plantacao
falhe por alguma razdo. As culturas de propagacdo vegetativa também podem ser
conservadas in vitro ou com técnicas de crio-preservagao, no caso destas tecnologias terem
sido desenvolvidas para culturas especificas, e este tipo de material também pode servir de
coleccao em duplicado alternativa para repoér acessos que falhem durante a regeneracao
de coleccbes de campo. A regeneracao de colecgdes in vitro ou crio-preservadas nao é
abrangida nestas directrizes [ver Reed et al. (2004) para mais informagdes].

Quando regenerar

A regeneracdo é um processo muito caro e sé deve ser feito com a frequéncia necessaria

para assegurar que os acessos estejam disponiveis em quantidade suficiente e mantenahm

a qualidade adequada. Para a maioria das culturas de sementes os acessos s6 devem ser

regenerados:

® Quando a viabilidade das sementes estiver abaixo de 85% da percentagem inicial de
germinacao nas colec¢des activas, determinada pelo monitoramento da viabilidade
(ver FAO/IPGRI 1994; Rao et al. 2006; ISTA 2008 para mais detalhes). A viabilidade
inicial antes do armazenamento ndo deve ser menor que 85% apesar de alguns
bancos de germoplasma usarem percentagens menores (<75%), especialmente para
espécies espontaneas.

® Quando o numero de sementes viaveis por acesso for <1500 nas populacdes de
coleccdes de base ou activas e <250 para linhas puras.

Acessos de ma qualidade (baixa viabilidade) sao mais importantes para regenerar do que

aqueles com numero insuficiente de sementes. Os acessos das colec¢cdes base devem ter

prioridade sobre os das colec¢des activas.

Para culturas de propagacdo vegetativa, a decisao de regenerar dependera de:

®* Maturacao e da deterioracao do material vegetal em conservacao

® Situacao das pragas e doencas na coleccao de campo

® Necessidade de substituir a coleccao devido a riscos externos (seca, inundacgdes,
ciclones)

® Necessidade de aumentar a disponibilidade dos materiais de propagacao.

Dimensao da amostra
As amostras retiradas das sementes de um acesso para serem regeneradas devem ser
escolhidas aleatoriamente para representarem a diversidade dentro dos acessos ou




coleccdes para permitir uma elevada probabilidade de retencdo dos alelos de baixa
frequéncia. Como regra geral, Crossa et al. (1993) estimam que cerca de 90-210 sementes
sd0 necessarios para manter a probabilidade de 90-95% alelos com uma frequéncia de
0.003 a 0.05 para um numero de loci variando de 10 a 150. Espécies de polinizacao cruzada
normalmente requerem mais plantas para manter a variabilidade genética que existe
no seio da populacao do que em espécies de auto-polinizacdo [Ver Crossa (1995) para
obter mais detalhes]. No entanto, nem sempre é esse o caso e pode depender do grau de
variabilidade dentro do acesso em sub popula¢ées de espécies autdbnomas.

O numero minimo de sementes para a regeneracao pode ser estimado a partir da amostra
de tamanho padrao utilizada para a regeneracao e viabilidade da amostra de acordo com
a seguinte equacao:

Numero de sementes necessarias para regeneracao = Numero desejado de plantas
numa populacdo para regeneracao / (percentagem de germinagao' X percentagem de
estabelecimento esperado no campo?) (ver Rao et al. 2006).

No caso das culturas propagadas vegetativamente, uma vez que as plantas devem ser
geneticamente idénticas dentro de cada acesso, a escolha do tamanho da amostra esta em
grande parte relacionada com a probabilidade de sobrevivéncia das plantas no campo e
com a garantia de que pelo menos algumas plantas deverao sobreviver e serem colhidas
de modo a que os acessos possam ser regenerados novamente. Geralmente é necessério
um nimero minimo de 5-10 plantas por acesso, ou mais, se os propagulos forem também
necessarios para outros fins.

Preparacao das sementes / material de plantacao

Ao preparar as sementes armazenadas nos bancos de germoplasma para regeneragéo, é
necessario remover os recipientes do armazém de conservacao e deixa-los durante a noite
a temperatura ambiente antes de abri-los, para evitar a rdpida absor¢do de humidade.
Para culturas de propagacao vegetativa, as diferentes partes da planta podem precisar
de ser utilizadas para a regeneracdo, desde raizes tuberosas até ramas com folhas, caules,
rebentos ou outras partes da planta. Dependendo do caso, métodos especificos podem ser
necessarios para a seleccéo, corte, desinfestacdo e armazenamento a curto prazo ou pré-
acondicionamento antes da plantacao.

Manutencao de um tamanho populacional efectivo

Um dos principais objectivos da regeneracao é garantir que o tamanho efectivo da
populagao (N ) seja mantido num mesmo acesso. Métodos de computagdo para a variancia
de N, (1) recolha e regeneracao de germoplasma diploide em espécies mondicas, (2)
espécies de polinizacao cruzada e (3) espécies mistas de auto-polinizacdo e de polinizacao
aleatdria, tém sido desenvolvidos por Crossa e Vencovsky (1994); Crossa e Vencovsky (1997)
e Vencovsky e Crossa (1999), respectivamente.

De acordo com Crossa e Vencovsly (1994) e Vencovsky e Crossa (1999), a melhor estratégia
para a manutencdo de elevados N_ é recolher um numero igual de sementes do maior
numero possivel de plantas maternas. E mais dificil recolher sementes de espécies de auto-
polinizacao do que de polinizacao cruzada. Se existirem diferencas de maturidade durante

1 Apercentagem de germinagao e de estabelecimento no campo devem ser expressas em decimais: por exemplo
95% expresso como 0.95.

2 Oestabelecimento de plantas em mds condicées é geralmente 5% menos que a percentagem de germinagéo e
em boas condicbes é 1% menos.



a floracao e de maturidade entre plantas dentro do mesmo acesso, é melhor colher as
plantas individualmente e misturar uma proporcao igual de sementes das diversas plantas
maternas, para evitar efeitos de influéncia maternos.

Em culturas de propagacao vegetativa, a dimensdo da populacdao nao é tao importante
porque as plantas dentro de um acesso sdao geralmente geneticamente idénticas. No
entanto, muitas culturas propagadas vegetativamente, t¢ém uma quantidade significativa de
heterozigose devido a algum nivel de cruzamento natural externo e posterior perpetuacao
por meios vegetativos, que se pode reflectir na variacdo entre plantas de um acesso (Vasil
et al. 1994; Lebot e Aradhya 1992). Portanto, sdao recomendados 5-10 plantas por acesso.
Quando houver provas de que os materiais sao geneticamente idénticos, é mais importante
seleccionar materiais de algumas plantas maternas sauddveis e vigorosas do que a partir
de um grande numero de plantas de inferior qualidade. O nimero plantado ira, portanto,
depender do nivel de heterozigose, da diversidade intra especifica, bem como dos custos
de conservacéo e da necessidade de caracterizacdo e avaliacéo.

Escolha do local

Os acessos de germoplasma devem ser regenerados quando possivel, na mesma regido
ecolégica de onde tenham originado. Alternativamente, seleccionar um local que minimize
as pressoes sobre a seleccao dos gendtipos ou populacdes. Se ndo forem encontrados locais
adequados, colabore com outras instituicdes que possam fornecer locais adequados ou
instalagbes para regeneracao. Tome cuidado durante a regeneragao e no tratamento das
sementes ou propagulos de plantas para evitar a contaminagao proveniente de terrenos
adjacentes, para minimizar o fluxo de genes e para impedir a introducdo inadvertida de
transgénicos. Plantas que possam ser claramente identificadas como contaminantes e que
nao pertencam a populacao devem ser removidas. Os acessos nao devem ser plantados
em areas onde a mesma cultura tenha sido previamente cultivada para reduzir o risco de
plantas voluntarias, assim como a acumula¢ao de pragas e doencas no solo.

As parcelas de regeneracdao devem ser tdao uniformes quanto possivel e o campo deve
ser bem drenado. Boa irrigacdo deverd estar disponivel até mesmo para as culturas de
sequeiro, a fim de evitar qualquer seleccao exercida pela seca, assim como para garantir
bons rendimentos de sementes. E também aconselhével fazer uma analise dos nutrientes
do solo para determinar que fertilizantes sao necessarios.

Isolamento

O sistema reprodutivo das culturas é particularmente importante. No caso das espécies
de polinizacao cruzada, usar correctamente as distancias de isolamento, o isolamento
temporal, o isolamento das inflorescéncias, as gaiolas e outros mecanismos. Uma vez que
o grau de cruzamento numa série de espécies vegetais esta relacionada com a localizacao,
é uma boa pratica estimar a taxa de polinizacao cruzada no local onde plantas estao a
ser regeneradas a fim de que se possa usar a técnica de polinizacdo apropriada para o
cruzamento adequado.

Maneio da cultura

E uma boa pratica manter as parcelas de regeneracéo o mais limpas possiveis de sementes
ou plantas estranhas. A monda deve ser realizada periodicamente para eliminar a
concorréncia. Durante a preparacgao das parcelas de regeneracdo, as ervas daninhas, pragas
do solo e doencas devem ser eliminadas com um tratamento adequado, por exemplo,
herbicidas sprays, esterilizacao do solo, cultivo seguido pelo herbicida e / ou lavra profunda
para matar ervas daninhas emergentes.



Monitorar a identidade dos acessos

Identificar individualmente todos os acessos com rétulos de longa duracdo ou tinta
permanente e manter mapas de campo de modo a que a identidade dos acessos possa ser
monitorada durante o ciclo cultural. Para as culturas propagadas por sementes, recomenda-
semanterumaamostrainicial de sementes comoreferéncianumsaco plasticonumambiente
seco a 15 ° C. Sempre que os acessos forem regenerados, as sementes recém-colhidas
podem ser comparadas com a amostra inicial de sementes para verificar que o acesso seja
do mesmo tipo. A identidade das sementes ou propagulos de acessos regenerados pode
também ser confirmada através da comparacao de dados de caracterizacdo com tracos
especificos dos acessos, se estiverem disponiveis.

Colheita

Em geral, a colheita é feita na altura de maturidade 6ptima (que é depois do ponto de
maturacao fisioldgica) da planta, quando os niumeros maximos de sementes estdo maduros,
tolerantes a dissecacao e podem ser debulhados mecanicamente com minimas lesdes
mecanicas e antes dos graos se deteriorarem e dispersarem naturalmente. [Ver Rao et al.
(2006) para mais informacoes].

No caso das culturas propagadas por clones, a maturacao fisioldgica da planta mae é o critério
mais importante para a recolha de propagulos para uma regeneracao bem sucedida ou para a sua
conservacao a curto prazo. A maturidade da parte comestivel da planta é geralmente irrelevante nos
casos em que este nao coincide com a parte da planta para ser propagada.

Pragas e doencas comuns

Os guias fornecem uma lista de pragas e doencas comuns a cada cultura, mas nem
todos os sintomas ou medidas de controlo estdao detalhados. Durante a regeneracao
(incluindo a colheita e pds-colheita), as culturas devem ser inspeccionados por servicos
fitossanitarios, especialmente em relacdo a doencas transmitidas por sementes ou
transmitidas vegetativamente, a fim de garantir a madxima sanidade e viabilidade do
material regenerado.
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