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Resumo

Foram testadas duas metodologias para a conservacao de endocarpos
de Butia eriospatha. Na primeira metodologia, os endocarpos foram
congelados a -20°C e descongelados lentamente em temperatura
ambiente (25°C = 2°C) por 5 h. Na segunda metodologia, os
endocarpos foram submetidos ao congelamento rapido a -196°C e

ao descongelamento rapido por imersdo em banho-maria a 39°C por
5 min. O poder de regeneracéao foi avaliado por cultivo in vitro de
embrides zigoticos (e.z.) em meio de cultura WPM acrescido de 3%
de carvao vegetal. Os endocarpos com 7,3% de umidade e 100%

de regeneracao de seus e.z. foram congelados a -20°C e a -196°C,
por 10 meses. A cada dois meses, endocarpos foram descongelados,
e.z. excisados e cultivados em meio WPM. Até o sexto més de
congelamento, ndo houve decréscimo significativo dos percentuais

de regeneracdo (100%) dos e.z. excisados de endocarpos congelados
a -20°C. Para o material criopreservado a -196°C, o percentual de
regeneracao dos e.z. foi de 96% no sexto més, e a partir do oitavo
més houve perda significativa (P<0,05) do percentual de regeneracao.
No décimo més, houve perda significativa (P<0,05) dos percentuais



de regeneracao dos e.z. excisados de endocarpos congelados em
ambas as temperaturas. Os percentuais finais de regeneragcado foram
de 44% (-20°C) e de 64% (-196°C). A temperatura de -196°C
mostrou-se mais favoravel a conservacao de endocarpos de B.
eriospatha. Sugere-se testar diferentes periodos de descongelamento
rapido e o descongelamento lento, apés armazenamento em condicdes
criogénicas.

Palavras-chave: butia, criopreservacao, cultivo in vitro.
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Evaluation of
Methodologies for the
Conservation of Germplasm
of Butia eriospatha

(Mart. ex. Drude) Becc. —
Arecaceae

Abstract

Two methodologies for conservation of Butia eriospatha endocarps
were tested. In the first methodology the endocarps were frozen at
-20°C and thawed slowly at room temperature (25°C + 2°C) for

5 h. In the second methodology the endocarps were subjected to
rapid freezing at -196°C and rapid thawing by immersion in a 39°C/5
min. The regeneration was evaluated by in vitro culture of zygotic
embryos (z.e.) in WPM medium supplemented with 3% charcoal. The
endocarps with 7.3% of moisture content and 100% regeneration

of z.e. were frozen at -20°C and -196°C for 10 months. Every two
months, endocarps were thawed, the z.e. excised and they were
cultured in WPM medium. Up to the sixth month of freezing there
was no significant decrease in percentages of regeneration (100%) of
z.e. excised from frozen endocarps at -20°C. For the cryopreserved
material the percentage of regeneration was 96% in the sixth month
and from the eighth month there was a significant loss (P<0.05)

of the percentage of regeneration of the z.e. excised from frozen
endocarps at -196°C. In the tenth month, there was a significant
loss (P<0.05) of the percentages of regeneration of the z.e. excised



from frozen endocarps at both temperatures. The final regeneration
percentages were 44% (-20°C) and 64% (-196°C). The temperature
at -196°C proved to be more favorable for the conservation of B.
eriospatha endocarps. It is suggested to test different periods of rapid
thawing and slow thawing after storage under cryogenic conditions.

Keywords: Butia, cryopreservation, in vitro culture.
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Introducao

No Brasil, estima-se que haja 40 géneros e mais de 2.000 espécies de
palmeiras distribuidas em todas as regioes, sendo a regidao Amazénica a
que possui a maior diversidade de espécies (MATOS, 2012; FERREIRA,
2017).

Os géneros que se destacam no pais sdao Acrocomia, Aiphanes,
Allagoptera, Astrocaryum, Attalea, Bactris, Butia, Copernicia,
Desmoncus, Elaeis, Euterpe, Geonoma, Leopoldinia, Lytocaryum,
Mauritia, Maximilliana, Oenocarpus, Orbignya, Polyandrococos,
Phytelephas, Raphia, Scheelea, Syagrus, Trithrinax. As espécies desses
géneros, de acordo com suas especificidades, tém usos alimenticio
(fruto, semente, palmito, dleo), industrial (farmacéutico, quimico,
eletrénico e cosmetoldgico), artesanal (biojoias, utensilios domésticos e
de decoracdao), ecolégico, paisagistico e ornamental (MODOLO, 2017;
BUTTOW et al., 2009).

Devido a grande diversidade de palmeiras, as condicbes especificas
tanto para a germinacao quanto para a conservacao de seu
germoplasma devem ser determinadas individualmente (MURPHY et
al., 2016). A diversidade de comportamento fisiolégico para fins de
conservacdo estd apresentada no estudo feito por Dickie et al. (1992),
em que foi avaliada a tolerancia a dessecacao de sementes de 11
espécies de palmeiras: Acoelorraphe wrightii (Griseb. & H. Wendl.) H.
WendlI. Ex Becc.; Attalea crassispatha (Mart.) Burret; Daemonorops
verticillaris (Griff.) Mart., Desmoncusor thacanthos Mart.; Orbignya
cohune (Mart.) Dahlgren ex Standley; Pinanga malaiana (Mart.) Scheff.;
Pinanga polymorpha Becc.; Sabal mexicana Mart.; Schippia concolor
Burret; Zombia antillarum (Desc.) L. H. Bailey; Washingtonia filifera

(L. Linden) H. Wendl. Sementes de W. filifera e S. mexicana toleraram
a desidratacdo a teores de dgua em torno de 5%, e sementes de

A. wrightii foram parcialmente tolerantes a desidratacdo. Sementes
das demais espécies mostraram-se sensiveis ao dessecamento,
inviabilizando sua conservacao em temperaturas subzero.
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O género Butia, natural da América do Sul, ocorre no Leste do
Paraguai, Nordeste da Argentina e no Noroeste e Sudeste do Uruguai
(SGANZERLA, 2010). No Brasil, as 20 espécies desse género estao
distribuidas pelos estados de Goids, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

A espécie Butia eriospatha, conhecida como butia, € uma palmeira
endémica da Floresta Ombrdéfila Mista e dos campos das regides altas
nos estados do Parana, de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul.
Seus individuos apresentam distribuicdo espacial agregada, as vezes
densa e extensa, denominada butiazal (LOPES, 2017; FACHINELLO e
SCHWARTZ, 2017; NAZARENO, 2013).

O fruto de formato globoso, com pericarpo de cor avermelhada

ou amarelada e mesocarpo carnoso e adocicado, tem grande valor
nutricional. A polpa contem B-caroteno, B-criptoxantina, licopeno,
luteina, zeaxantina, lipideos B, y e & - tocoferdis. As sementes, de 1 a
3 por fruto, sdo ricas em compostos fendélicos e carotenoide, contendo
grande quantidade dos acidos prolinico, laurico, caprico e oléico
(FACHINELLO; SCHWARTZ, 2017; HOFFMANN et al., 2014). Os
frutos maduros sao consumidos in natura pela avifauna, pelo homem

e usados na elaboracao de sucos, geleias, licor e vinho. A semente

é comestivel e dela extrai-se um 6leo utilizado na alimentacdo. Seu
estipe, de boa durabilidade, é usado em construcdes rusticas. As
fibras das frondes prestam-se para a construcao de pontes e bueiros

e fabricacdao de chapéus, cestos, cordas, enchimentos de colchées e
estofados. A espécie é ornamental com uso paisagistico (FACHINELLO;
SCHWARTZ, 2017; LOPES, 2017; NAZARENO, 2013).

Como para a maioria das palmeiras, a propagacao de B. eriospatha é
sexuada e sua germinacao é lenta e desuniforme devido a dorméncia
tegumentar (MEEROW; BROSCHAT, 2017; WALDOW et al., 2013). O
longo processo germinativo de endocarpos de B. eriospatha deve-se a
resisténcia mecanica do endocarpo e a impermeabilidade a dgua e as
trocas gasosas, fatores que contribuem para intensificar sua dorméncia
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(HOFFMANN et al., 2014). Na literatura, tem-se que o tempo requerido
para que a germinacao ocorra é de até oito meses e de cerca de

dois anos para que haja a emersao da plantula (SGANZERLA, 2010;
WALDOW et al., 2013). Tais caracteristicas germinativas sdo um
empecilho a producao de mudas, a formacao de plantios e a avaliacao
de germoplasma semente (BEUGRE et al., 2009). Sendo assim, o uso
de cultura in vitro de embrido zigético tem sido indicado tanto para

a germinacao quanto para a avaliacao da qualidade de sementes de
palmeiras (OLIVEIRA et al., 2016).

Estudos feitos com Butia capitata indicaram que suas sementes
apresentam comportamento intermedidrio para fins de conservacao
(DIAS et al., 2015). Dentre as técnicas de conservacao, a
criopreservacao mostrou-se a mais promissora para a espécie
(FRUGERI, 2016; DIAS et al., 2015). Entretanto, tém sido observadas
variacoes intra e interespecificas quanto aos requerimentos basicos
para a conservacdo ex situ (SALOMAO et al., 2015).

Visando incrementar o uso de B. eriospatha, é necessério que sementes
de qualidade estejam disponiveis, assim como indicacoes das melhores
condicoes de conservacao de seu germoplasma, uma vez que a espécie
é endémica. As espécies endémicas sdao mais vulnerdveis a extincao
pelos efeitos da deriva genética e endogamia (VANDEPITTE et al.,
2013; SOLORZANO et al., 2016). Portanto, as acdes de conservacio
devem priorizar as espécies endémicas. O objetivo deste trabalho

foi avaliar duas metodologias para a conservacao em longo prazo de
germoplasma de B. eriospatha.

Material e Métodos
Material

Os frutos de B. eriospatha foram obtidos na Area de Aproveitamento
da Hidrelétrica de Barra Grande, SC, localizada no Rio Pelotas, a

11
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27°51" 06’' de latitude S e 051°13'07"" de longitude O. O material foi
acondicionado em caixas plasticas e transportado para o Laboratdrio de
Sementes da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, localizado
em Brasilia, DF.

Beneficiamento dos frutos e determinacao do teor de
agua dos endocarpos

Os frutos foram lavados com solucao de detergente neutro (5 mL
detergente/100 mL agua) e enxaguados em agua corrente. A remocao
do pericarpo e do mesocarpo dos frutos foi feita manualmente,
friccionando-os em peneira sob dgua. Os endocarpos foram lavados
com solucao de detergente neutro e deixados em temperatura ambiente
(25 + 2°C) por 24 h. Apds esse periodo, foi determinado o teor de
agua dos endocarpos pelo método de estufa, 105+ 3°C/24 h (BRASIL,
2009) e o poder inicial de regeneracao de seus e.z., conforme descrito
no item Descontaminacdo e regeneracao in vitro de embrides zigdticos.

Metodologias de congelamento e descongelamento

Optou-se pelo uso do didsporo de B. eriospatha porque a extragao
da semente, quando nao a danifica totalmente, causa injurias em
seus tecidos, contribuindo, assim, para a perda de sua viabilidade,
prontamente.

Foram testadas duas metodologias para a conservacao de endocarpos
de B. eriospatha: congelamento a -20°C e a -196°C.

Dez subamostras, contendo 50 endocarpos cada, foram
acondicionadas em sacos aluminizados e vedados com parafilme.
Cinco subamostras foram congeladas em freezer a -20°C por 10
meses. A cada dois meses, uma subamostra foi retirada do freezer e
descongelada lentamente em temperatura ambiente (25 + 2°C) por 5
h.
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As outras cinco subamostras foram congeladas rapidamente,

por imersao direta em nitrogénio liquido (-196°C), a uma taxa

de congelamento =200°C.min”", determinada com termémetro
Thermocouple Delta OHM TP 956. A cada dois meses, durante 10
meses, uma subamostra foi retirada e descongelada rapidamente por
imersdo em banho-maria a 39°C por 5 min.

Descontaminacao e regeneracao in vitro de embrides
zigoticos

Os endocarpos foram lavados com solucao de detergente neutro,
enxaguados varias vezes com agua destilada esterilizada, imersos em
solucdo de hipoclorito de sédio (2,5% de cloro ativo) e mantido sem
agitacao por 15 min. Em condicoes assépticas de cabine de fluxo
laminar, os endocarpos foram enxaguados por trés vezes com agua
destilada esterilizada e deixados por 24 h em agua esterilizada para
amolecer suas estruturas e, por conseguinte, facilitar a remocéao dos
e.z. Com o auxilio de uma morsa, os endocarpos foram quebrados e os
e.z. excisados foram transferidos para frascos de vidro contendo meio
de cultura WPM - Wood Plant Medium — (LLOYD; MCCOWN, 1981)
suplementado com 3% de carvao ativado.

Os frascos foram mantidos em camara de crescimento sob temperatura
constante de 25°C e fotoperiodo de 12 h de luz com intensidade de 50
umol/m?/s, obtida por meio de lampadas brancas e 12 h de escuro.

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticoes de 10 e.z. por temperatura e periodo de congelamento.

Os dados de regeneracao foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), seguida da comparacao das médias pelo teste de Bonferroni
(P>0,05). O programa utilizado para a andlise estatistica foi GraphPad
Prism (@2017 GraphPad Software Inc.).

13
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Resultados e Discussao

Antes do congelamento (controle), o percentual de regeneracao

dos e.z. excisados dos endocarpos foi de 100%. Para endocarpos
congelados a -20°C, a regeneracdo maxima de 100% foi obtida para
e.z. excisados de endocarpos armazenados por 2, 4 e 8 meses. No
sexto més, o percentual de regeneracao foi de 96%, porém esse valor
nao diferiu estatisticamente (P>0,05) dos demais valores até o oitavo
més. Para os explantes obtidos de endocarpos congelados a -196°C, a
regeneracdao maxima ocorreu até o sexto més (Figuras 1 e 2).

O uso de cultura in vitro de e.z. tem sido indicada tanto para a
germinacao quanto para a avaliacdo da qualidade de sementes de
palmeiras (OLIVEIRA et al., 20186). Isso porque os e.z. possuem suas
estruturas bem definidas morfologicamente, podendo regenerar uma
plantula com sistemas aéreo e radicular normais (ENGELMANN, 1992).
Resultados promissores foram obtidos com e.z. de B. eriospatha,

que atingiram 80% de germinacdo em quatro semanas, quando
cultivados em meio de cultura MS acrescido de acido giberélico (GA3)
a concentracédo de 8 mg.L' (WALDOW et al., 2013). No entanto, na
presente pesquisa, ndo houve necessidade de suplementar o meio de
cultura com reguladores de crescimento para estimular o crescimento e
desenvolvimento dos e.z. de B. eriospatha (Figura 1).

O bom desenvolvimento dos e.z. in vitro pode ser atribuido a
composicao do meio de cultura, que disponibilizou de forma balanceada
nutrientes necessarios ao crescimento dos explantes. Outro fator que
pode ter igualmente contribuido para o crescimento dos explantes foi
seu reduzido tamanho, de 1 a 6 mm de comprimento (HOFFMANN

et al., 2014). Segundo Engelmann (1992), quanto menor o tamanho
do explante maior é a chance de regeneracdo apds a exposicao a
temperatura criogénica. Esses fatores, eficiéncia do meio de cultura e
tamanho do explante, prevaleceram para e.z. excisados de endocarpos
congelados em ambas as temperaturas (Figura 2).
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Foto: Antonieta Nassif Salomé&o

Figura 1. Plantulas de Butia eriospatha (Mart. ex. Drude) Becc. - Arecaceae desenvolvidas

a partir de embrides zigéticos cultivados em meio de cultura WPM.

No oitavo més de congelamento, os e.z. isolados de endocarpos
congelados a -20°C mantiveram 100% de regeneracéo. Por outro lado,
aqueles isolados de endocarpos congelados a -196°C apresentaram
perda significativa (P<0,05) do percentual de regeneracao, que foi

de 76% (Figura 2, Tabela 1). Apés 10 meses de congelamento,
observou-se alto indice de contaminacédo do material por bactérias,
principalmente para aqueles congelados a -20°C. Isso resultou em
decréscimo significativo (P<0,05) dos valores de regeneracao dos
explantes, que foram de 44% (-20°C) e de 64% (-196°C) [Figura 2,
Tabela 1].

O principio fundamental que garante a integridade do germoplasma
durante a conservacao é sua tolerancia a desidratacao e as
temperaturas subzero de armazenamento (KAVIANI, 2011).

15
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Figura 2. Percentuais de regeneracdo em meio de cultura WPM de eixos embrionérios
de Butia eriospatha (Mart. ex. Drude) Becc. - Arecaceae excisados de endocarpos

congelados a -20°C e a -196°C por diferentes periodos.

Tabela 1. Comparacdo de médias de regeneracao obtidas por embrides
zigbticos de Butia eriospatha (Mart. ex. Drude) Becc. - Arecaceae pelo pds-
teste de Boferroni.

Periodo de Diferenca entre Significancia
congelamento médias por
(meses) temperatura de
congelamento
2 0,0 0,0 P > 0,05 ns
4 0,0 0,0 P > 0,05 ns
6 4,000 0,8771 P > 0,05 ns
8 -24,00 5,262 P<0,001 *xx
10 20,00 4,385 P<0,001 *xE
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Em sementes de palmeiras, as caracteristicas fisiolégicas para fins de
conservacao sao variaveis. Ha espécies que dispdem de mecanismos
de reparo aos estresses causados tanto pela retirada de agua de
tecidos e células quanto pelo congelamento e descongelamento do
germoplasma. Um exemplo disso sdo as sementes da palmeira Attalea
vitrivir Zona, que tém comportamento ortodoxo sendo bastante
tolerantes ao armazenamento devido a estabilidade de seus 6leos
(OLIVEIRA et al., 2016).

Ha espécies de palmeiras que dispéem de mecanismos parcialmente
eficazes de tolerdncia a dessecacao e a exposicdo a temperaturas
subzero, como as sementes de Chamaerops humilis (L.) que sdo
sensiveis a dessecacdo e ha maior decréscimo de percentual
germinativo para sementes armazenadas por 85 dias a 5°C, -18°C

e -80°C que para sementes armazenadas em -196°C (GONZALEZ-
BENITO et al., 2006). Ha, ainda, espécies em que os mecanismos de
reparo sao inexistentes ou quase inexistentes, como em sementes de
Archontophoenix alexandrae (Wendl. & Drude), que sdo recalcitrantes
e muito sensiveis a desidratacao a teores de agua abaixo de 31,5%,
sendo o teor de 4gua de 17,8% letal, ou seja, ha perda total da
capacidade germinativa (MARTINS et al., 2003).

Os endocarpos de B. eriospatha nao foram submetidos a diferentes
periodos de dessecacao. Esses foram congelados, em ambas as
temperaturas, com teor de dgua de 7,3%, valor esse obtido apds
despolpe dos frutos e permanéncia dos endocarpos em temperatura
ambiente de 25 = 2°C por 24 h. O poder de regeneracao inicial
dos e.z. foi de 100%. E provavel que esse teor de dgua ndo tenha
interferido na integridade do material durante o congelamento.

A complexa interacao entre outros fatores, como as taxas de
congelamento e descongelamento, pode ter comprometido a
integridade do material de B. eriospatha durante o processo de
congelamento e descongelamento.

As caracteristicas intrinsecas de cada espécie determinam as
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velocidades nas quais elas devem ser congeladas e descongeladas.
Sementes de B. eriosphata tém de 26% a 50% de éleo composto

por acidos graxos, como os acidos prolinico, laurico, céaprico e

oléico (HOFFMANN et al., 2014). Em geral, sementes lipidicas sao
tolerantes a dessecacao, mas podem ser sensiveis as temperaturas
subzero, sobretudo a de -196°C (BHOWMIK et al., 2011). Durante o
congelamento em condicdes criogénicas, pode ocorrer em sementes
oleaginosas a transicao de fase liquida ndo para a fase vitrea e sim
para a sélida, acarretando danos estruturais ao material (CHMIELARZ,
2009). Em temperatura de -20°C, a deterioracdo das sementes ocorre,
sobretudo, porque nessa temperatura o metabolismo basal ndo é nulo,
0 que acelera o processo de rancificacdo dos acidos graxos.

Protocolos testados para sementes dicotiledéneas e oleaginosas,

como as de Gossypium hirsutum L. e Jatropha curcas L., indicaram
que as taxas de congelamento e descongelamento mais favoraveis
foram congelamento rapido e descongelamento lento em temperatura
ambiente (GONZALEZ-BENITO et al., 1998: SALOMAO et al., 2016).
Entretanto, Engelmann (2004) propde que o descongelamento deve
ser o mais rapido possivel para evitar que haja a recristalizacdo do

gelo em condi¢cdes termodindmicas favoraveis, o que aumenta a
dimensao do gelo causando efeito deletério ao material. Grout (2017),
referindo-se as sementes lipidicas, argumenta que existe o risco de que
pequenas quantidades de cristais de gelo possam se formar durante

o descongelamento devido as alteracdes de fase lipidica, permitindo
que esses cristais coalescam, formando estruturas maiores que
causam injdrias as sementes. Resultados favoraveis foram obtidos para
sementes de Butia capitata utilizando-se o descongelamento rapido

em banho-maria a 40°C por cerca de 90 segundos (FRUGERI, 2016).
Embora tenha-se adotado o descongelamento rapido (banho-maria a
39°C) para os endocarpos de B. eriospatha, provavelmente o tempo
de exposicdo a essa temperatura (5 min.) pode ter comprometido sua
integridade.

Para o material congelado a -196°C, os percentuais de regeneracao
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foram decrescendo gradativamente do oitavo para o décimo més

de congelamento, 76% e 64 %, respectivamente; enquanto para o
material congelado a -20°C esse decréscimo foi abrupto, de 100% no
oitavo més para 44% no décimo més. Esse decréscimo significativo da
capacidade de regeneracao de B. eriospatha foi igualmente observado
em sementes de palmeira real australiana, Archontophoenix alexandrae
(Wendl. & Drude), em que o processo deteriorativo foi progressivo e
culminou com a total perda da capacidade germinativa (MARTINS et
al., 2003). Além disso, sementes oleaginosas sdo mais susceptiveis
ao ataque de patégenos durante o armazenamento e estdo sujeitas a
rancificacdo dos &acidos graxos que compdem seu 6leo (GOLDFARB et
al., 2010). Portanto, a interacao entre injldrias causadas pelo tempo de
exposicado a temperatura de descongelamento, a provavel rancificacao
dos 6leos por hidrélise, oxidacdo ou fermentacao e a deterioracdo
causada por bactérias podem ter contribuido para os baixos valores

de regeneracao dos e.z. obtidos de endocarpos de B. eriospatha
congelados em temperaturas subzero. Entretanto, em temperatura
criogénica a perda do poder de regeneracao de B. eriospatha foi
gradual. Conforme observado, a criopreservacao foi indicada como
técnica potencial para a conservacao de germoplasma de distintas
procedéncias de B. capitata (FRUGERI, 2016; DIAS et al., 2015).

Conclusoes

A perda da capacidade de regeneracao foi mais abrupta para e.z.

de B. eriospatha obtidos de endocarpos congelados a -20°C do que
a-196°C. Sob temperatura de -20°C por oito meses, o material
manteve-se com 100% de seu poder de regeneracdo. Em contraste,
ap6s 10 meses de exposicado a -20°C, o poder de regeneracao foi de
44%, enquanto para o material submetido a temperatura de -196°C
a regeneracao foi de 64%. Para a melhor adequacédo do protocolo de
conservacao ex situ da espécie, sugere-se testar diferentes periodos
de descongelamento rapido e de descongelamento lento, apds
armazenamento em condicdes criogénicas.
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