UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BOTANICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BOTANICA

Caracterizacéo de diasporos e conservacao ex situ de populacdes de

Butia capitata [Mart. (Becc.) Arecaceae]

Giuliano Carvalho Frugeri

BRASILIA-DF
FEVEREIRO-2016



UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BOTANICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BOTANICA

Caracterizacéo de diasporos e conservacao ex situ de populacdes de

Butia capitata [Mart. (Becc.) Arecaceae]

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pés-
graduacédo em Botanica como exigéncia para

obtencéo do titulo de mestre.

Aluno: Giuliano Carvalho Frugeri
Orientador: Prof. Dr. Jonny Everson Scherwinski-Pereira

Coorientadora: Dra. Gabriela Ferreira Nogueira

BRASILIA-DF
FEVEREIRO-2016



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha familia, pai e mée, por toda a compreensao, auxilio e

companheirismo.

Agradeco a minha tia Francisca e o Gilberto pelo carinho, hospitalidade e

preocupacao.

Agradeco ao professor e orientador Jonny Everson Scherwinski Pereira, por
me aceitar como orientando, pela paciéncia e compreensao e assim me ajudando a

ser um cientista.

Aos colegas de laboratério: Paulo, Emilia, Jenifer, Jaqueline, Inaé, Luciana,
André, Felipe, Patricia, Hugo e Raphael pela companhia e ajuda nos momentos de

davida.

Um obrigado a dupla Gabriela e Zan, pela paciéncia em explicar, quantas
vezes fosse necessario, cada experimento, cada técnica e também pelas conversas

e conselhos.

Obrigado ao professor Luciano e a equipe pedagdgica do IFGoiano Campus
Morrinhos pela compreensdo e auxilio durante minhas auséncias. Também ao

professor Audicir por disponibilizar as sementes para os experimentos.

Obrigado aos colegas da UNB. Foram varias parcerias feitas durante as

matérias que ajudaram de algum modo no meu crescimento cientifico.

Aos amigos: Luiz, Diogo, Bruno e Tadeu, obrigado pelas conversas de

incentivo.

Obrigado Rejane por tudo. Em todos 0s momentos vOocé esteve presente e
de alguma forma ajudando. Obrigado pelo carinho e pela atencdo durante esse

periodo de estudo.
A todos do departamento e secretaria de botanica...

OBRIGADO



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

LISTA DE FIGURAS

Diagrama esquematico de diasporos de B. capitata. A: comprimento
longitudinal; B: diametro equatorial. A seta indica o eixo na qual foram
realizadas as medi¢cdes com trés repeticdes; C: espessura da polpa;
D: pirénio (endocarpo e
ENAOSPEINIA) ...ttt e e et e e e e e e e e e e e e s bbb r e e e e eeeaaeeaeaaas

Aspecto geral do didsporo de Butia capitata. A: Fruto; B: Pirénio
(endocarpo e semente) destaque ao opérculo; C: corte longitudinal
do endocarpo, destaque para a posicdo do embrido; D: semente; E:
corte longitudinal de uma semente, destaque para o embrido............

Etapas da germinacdao in vitro de Butia capitata. A: embrido curvado
10 dias, ap6s a inoculacao; B: protusdo da radicula seguida da
emissao da bainha foliar; C: plantula com 60 dias, apés a inoculacao
com parte aérea desenvolvida (seta: destaque da radicula); D: parte
aérea pigmentada, ap0s exposicao a luz; E: plantula completa aos
200 dias, ap0s a inoculacdo. As etapas de A a C ocorreram na
auséncia de luz e etapas de D a E ocorreram na presenca de luz......

Teor de umidade de embrides zigdticos de populacbes de Butia
capitata em funcdo do tempo de dessecacdo. Equacbes da
regressdo: Arinos y = 0,8817x? - 14,369x + 59,44; R2 = 85,75%;
Mirabela y = 0,9049x? - 15,029x + 64,335; R2 = 90,65%; Serrandpolis
y = 0,9452x2 - 16,035x + 68,878; R2 =
01,260, ettt e e a e e e e an e e e e anes

Germinacédo de embrides zigoticos de populacdes de Butia capitata
em funcdo do tempo de dessecacdo: As médias seguidas pela
mesma letra mailscula ndo diferem estatisticamente entre si para 0s
embrides mergulhados em nitrogénio liquido (+NL) ou nao
mergulhados (-NL) e as meédias seguidas pela mesma letra
minuUscula ndo diferem estatisticamente entre si ao longo do tempo
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Equacdes da
regressdo: Arinos yoni= -0,5357x + 68,4524 R?= 10,44% N.S. e
y#NL= -10,08x2 + 19,46x + 0,8730 R2?= 86,02%**; Mirabela ynL= -
0,5952x + 68,3333 R2=12,02% N.S. e y )n= -1,2259x? + 19,82x +
0,3968 R?= 86,28%**; Serranépolis y on= -0,7436x + 80,11 R?*=
9,22% N.S. e y #)nL= -1,1607x? + 18,27x + 4,528 R?= 88,57% **;
sendo N.S.= ndo significativo e **= altamente significativo..................

11

18

23

28



Figura 6. Aclimatizag&o de plantas provenientes de germinagéo in vitro de Butia
capitata: A; plantas enraizadas antes do processo de aclimatizagao.
B; pré-aclimatizacdo das plantas utilizando copo transparente para
isolamento e prote¢do da planta. C; planta transferida para saco
plastico contendo solo em casa de vegetagao.........cccvvveveeeeeeeeeeeeennennne



LISTA DE TABELA

Tabela 1. Teores de umidade observados na polpa, na semente e no embrido
zigbtico de frutos de Butia capitata coletados em populagbes
localizadas no norte de Minas Gerais, na safra
20L4/2015...cce oot aa e

Tabela 2. Dados morfométricos referentes aos frutos, sementes e embrides de
Butia capitata das populacdes de Arinos, Mirabela e Serranépolis......

Tabela 3. Formacdo de radicula, parte aérea e desenvolvimento de planta
completa a partir de embrides excisados de sementes submetidas
a diferentes temperaturas e tempos de armazenamento, em trés
populacdes de B. Capitata............uueueiiiiieeiieeeeeeeeeeee e

Tabela 4. Formacao de parte aérea e da planta completa a partir de embrides
zigoticos, oriundos de trés populacdes de B. capitata, submetidos a
diferentes tempos de dessecacao, mantidos (+NL) ou ndo mantidos
(-NL) em nitrog@nio liQUIO.........ceeeeiiiiiiiiiiee e

19

20

25



Atm

°C

et al.

mL

MS

NL

RAE

LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Micromolar

Atmosfera

Grau Celsius

Expressao latina que significa “e outros”
Grama (unidade de medida de massa)
Hora (unidade de tempo)

Litro (unidade de medida de volume)
Mililitro (unidade de medida de volume)
Meio de cultura formulado por Murashige e Skoog (1962)
Nitrogénio liquido

Sul (orientacdo geografica)

Oeste (orientacdo geografica)

Equivalente de Atividade de Retinol



SUMARIO

e S 1 11V P I
N = 1 I 2 ¥ S [l
1. INTRODUGAO ..ottt te et eaenn e 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..o, 3
2.1. A espeécie Butia CapItatal .........ccuuvviiiiiiieeee e 3
2.2. Importancia da caracterizacao de frutos e sementes ..........ccccceeeeeeeeeeeeeeeiinnnnnn. 5
JZC T o (0] o =T = (o= Lo TSP 6
2.4. Conservacao de germoplasmMal..........uuuieiieeeeeeieeiiie e e e e e 7
2.5, ACHMALIZAGAOD. ... .. e et 8
3. MATERIAL E METODOS .....oooiitiieieeeeeeeeeee ettt s et saesaesaesae e 10
3.1 Material Vegetal ........oooo o 10
3.2. Caracterizag8o de IASPOrOS .......c.uuuueiiiiieeeeiiiiiiiiee e e e e e e 10
3.3. Material vegetal para os experimentos de CONSEervagao.............cceeeevevvvvnnnnnn. 12
3.4. Conservacédo de sementes a médio-longo prazo em diferentes temperaturas
.............................................................................................................................. 13
3.5. Criopreservacao de embrifes zigOtiCOS.........ccuvviiieieieeeeiiiiiieeeee e 14
3.6. ACHMALIZACAD. ......ccciiieeiieice e 16
4. RESULTADOS E DISCUSSAO ..., 17
4.1. CaracterizaGao de dIASPOrOS .......uuuiiiieeeeeeeeecee e 17
4.2. Conservacédo de sementes a médio-longo prazo em diferentes temperaturas
.............................................................................................................................. 22
4.3. Criopreservacao de embrides ZigOtiCOS........uveeiiieeiiiieiiiiiii e 27
A4, ACHMALIZAGAD. .......eevvuiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e 33
5. CONCLUSOES ...ttt ettt 37

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....coo oottt ettt 38



RESUMO

Popularmente conhecida como butia ou cabecudo o coquinho-azedo
(Butia capitata) € uma espécie de palmeira endémica do Bioma Cerrado, na
regido proxima a divisa dos estados de Goias, Minas Gerais e Bahia. Esta
espécie destaca-se pela utilizagcdo como alimento e pelo comércio de produtos
derivados de frutos, sementes e folhas. Esse estudo teve por objetivo
caracterizar diasporos de trés populacdes de coquinho-azedo (Arinos, Mirabela
e Serranopolis), além de desenvolver estratégias de conservacdo ex situ da
espécie, por meio do armazenamento de sementes e embrides zigoticos a
meédio-longo prazo em varias temperaturas, incluindo subzero. Inicialmente,
frutos, sementes e embrides foram caracterizados quanto suas caracteristicas
morfolégicas. Para a conservacdo, sementes das trés populacdes foram
armazenadas nas temperaturas de 25 °C, 6 °C, -20 °C e -196 °C por até 360
dias. Em outro experimento, embribes zigéticos foram criopreservados com
diferentes teores de umidade. Como resultado, observou-se que a populagao de
Arinos apresentou resultados mais expressivos para a maioria dos caracteres
avaliados, como por exemplo comprimento e largura dos frutos e sementes. A
conservacdo de sementes das trés populacbes mostrou-se viavel em
temperaturas ultrabaixas (-20 e 196 °C), quando armazenadas em periodos de
até 360 dias e com umidade proxima a 5%. A criopreservacdo de embrides
zigoticos mostrou-se eficiente com na conservacao da espécie atingindo taxas
de germinacgédo entre 70 e 86%, quando a umidade dos embrides mergulhados
em nitrogénio liquido estavam entre 10 e 14%. Na fase de aclimatizacdo as
plantas que chegaram até a etapa da casa de vegetacado apresentaram 90% de

sobrevivéncia.

Palavras-chave: Butia capitata, conservacdo de sementes, criopreservacao,
embrido zigotico, germinacéo in vitro, germoplasma.



ABSTRACT

Popularly known as butia or jelly palm, the “coquinho-azedo” (small
coconut-sour), Butia capitata is an endemic palm species from the Cerrado
biome, especially from the region near the border of the states of Goias, Minas
Gerais and Bahia. This specie stands out by the use as food and by the trade of
products derived from fruits, seeds and leaves. This study aimed to characterize
diaspores from three populations of “coquinho-azedo” (Arinos, Mirabela and
Serranopolis) and to develop strategies for the ex situ conservation of the specie.
These strategies included the mid and long-term storage of seed and zygotic
embryos under many temperatures, including subzero. Initially, fruits, seeds and
embryos were morphologically characterized. For the preservation of the three
populations, seeds were stored at temperatures of 25 ° C, 6 ° C, -20 ° C and -
196 ° C for up to 360 days. In another experiment, zygotic embryos were
cryopreserved with different moisture contents. As a result, it was observed that
the population of Arinos presented better results for most characters, such as
length and width of fruits and seeds. The seed conservation of the three
populations showed to be feasible in ultralow temperatures (-20 to 196 ° C) when
stored for periods up to 360 days and moisture content around 5%.
Cryopreservation of zygotic embryos was efficient allowing the conservation of
the specie, whose germination rates reached from 70 to 86% when the humidity
of embryos conserved in liquid nitrogen were from 10 to 14%, respectively. In the
acclimatization phase, the plants that have reached the appropriate stage to the
greenhouse had 90% survival.

Keywords: Butia capitata, germination in vitro, cryopreservation, zygotic

embryos, seed storage, conservation.



1. INTRODUCAO

As palmeiras sao importantes para a agricultura e economia do Brasil,
principalmente pela produgéo de palmito, frutos, 6leo, cera, madeira e produtos
com fins medicinais (Kalil Filho e Resende, 2001). Entre as palmeiras com
destaque no mercado nacional poderiam ser citadas o0 acaizeiro (Euterpe
oleracea) (Menezes et al., 2008), o dendezeiro (Elaeis guineenses) (Camilo et
al., 2009), a macauba (Acrocomia aculeata) (Bandeira et al., 2013), a pupunheira
(Bactris gasipaes) (Yuyama et al., 2003) e o cocoqueiro (Cocos nucifera) (Lorenzi
et al., 2010).

O género Butia pertence a familia Arecaceae e esta distribuido por varios
paises da Ameérica do Sul, entre eles o Brasil (Soares e Longhi, 2011), com
diversas espécies presentes em territério brasileiro (Lorenzi et al., 2004).

Dentro desse género, a espécie Butia capitata ganha destaque pela
utilizacdo como alimento. Popularmente conhecida como butia, cabecudo ou
coquinho-azedo, a espécie € endémica do Bioma Cerrado, na regido proxima a
divisa dos estados de Goias, Minas Gerais e Bahia (Silva, 2008; Lorenzi, 2010;
Lima, 2011). Quando em fase reprodutiva esta palmeira chega a medir até 5 m
de altura, apresentando estipe recoberta por folhas de cor verde-acinzentada
formando uma grande copa (Lima, 2011).

As folhas dessa palmeira sdo utilizadas na producdo e venda de
artesanatos, como vassouras e cestos. Seus frutos séo aproveitados como fonte
de alimento pelos moradores e pela fauna herbivora (Rossato e Barbieri, 2007;
Faria et al., 2008; Lima, 2010).

Contudo, as populacdes de Butia vém sofrendo com o extrativismo
descontrolado, o desmatamento e o pisoteio provocado pela criacdo extensiva
de gado (Azambuja, 2009; Ribeiro et al., 2011), que também se alimenta de
palmeiras jovens e das partes reprodutivas (Silva e Scariot, 2013).
Adicionalmente, a espécie sofre influéncia mecanica do endocarpo que, devido
a sua rigidez, dificulta a germinagéo (Fior et al., 2011; Lopes et al., 2011) e
impede a formacao de bancos de sementes no solo e a regeneracao de novas

plantas (Silva e Scariot, 2013). Esses fatores em conjunto, limitam a



multiplicacdo para fins agronémicos e dificultam as atividades voltadas para

conservacgao da variabilidade genética da espécie em condigdes de campo.

A variabilidade genética dentro de uma espécie é fundamental para
garantir seu potencial adaptativo frente as adversidades ambientais (Ribeiro e
Rodrigues, 2006). Magalhaes et al. (2015) alertam para a erosdo genética de
populacdes de Butia capitata no Norte do Estado de Minas Gerais. Nesse
sentido, estratégias de conservacdo e manejo de popula¢gBes naturais surgem
como alternativa para a solucdo de problemas de populacdes exploradas,
impedindo que elas desaparecam da natureza, além de fornecer subsidios para
o melhoramento genético, cultivo e propagacdo (Ribeiro e Rodrigues, 2006).
Dentro dessas estratégias, as técnicas de cultura in vitro de tecidos e 6rgaos
vegetais tém sido desenvolvidas e aprimoradas para superar limitacdes
inerentes aos métodos tradicionais de propagacao e conservacao das espécies
(Scherwinski-Pereira e Costa, 2010). A criopreservagao das estruturas vegetais
tem mostrado a maneira mais eficaz de preservagdo a longo prazo por
interromper o0 metabolismo celular e permitir a regeneracdo em qualquer
momento sem risco de variacdo genética (Carvalho e Vidal, 2003).

Visto a importancia social, ambiental e ecoldgica da espécie, aliado a
erosao genética, ao endemismo da espécie e a escassez de trabalhos, esse
estudo tem por objetivo a caracterizacdo de diasporos de trés populacdes de
Butia capitata, além de desenvolver estratégias de conservacdo ex situ da
espécie, por meio do armazenamento de sementes e embribes zigoticos a

médio-longo prazo em temperaturas subzero e criogénicas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A espécie Butia capitata

Butia capitata (Mart.) Becc € uma palmeira com altura variando entre 3
e 5 metros, com foliolos rigidos e peciolo com espinhos nas margens (Silva,
2008; Silva e Scariot, 2013). A espécie € popularmente conhecida como
coquinho azedo, butia ou cabecudo, sendo encontrada nos Estados mais ao

centro do Brasil, como: Goias, Minas Gerais e Bahia (Lima et al., 2011).

Durante a idade reprodutiva da planta, o limbo pode variar em
comprimento entre 81 e 120 cm e as plantas podem conter 25 ou mais folhas
(Rosa et al.,1998). As folhas sdo usadas no artesanato para a confeccdo de
cestos e corddes, e suas fibras sdo exploradas na industria de vassouras (Fior
et al., 2011; Lima et al., 2011). A espécie pode ser explorada também como
elemento de paisagismo em parques e jardins (Neves et al., 2010; Ribeiro et al.,
2011; Fior et al.,, 2011; Ribeiro et al., 2011). Vale ressaltar que, apesar de
apresentar caracteristicas semelhantes, as plantas de B. capitata encontradas
no Centro-Norte brasileiro ndo devem ser confundidas com as de B. odorata
localizadas no Sul e em outros paises, como o Uruguai e Argentina (Lorenzi et
al., 2010; Oliveira et al., 2013; Sant’ana-Santos et al., 2015).

As flores de B. capitata sdo dioicas e estdo fixadas em uma raquila,
formando uma inflorescéncia, com aproximadamente, de 64 raquilas (Rosa et
al., 1998). Estas flores tém coloracdo amarela e as estruturas sexuais estao
distribuidas desproporcionalmente, com o nimero de pistilos maior na base, dois
ou trés estames rodeando cada pistilo na porcdo mediana e somente estames
no apice da inflorescéncia, sendo toda a estrutura floral protegida por uma espata
rigida (Mercadante-Simdes et al., 2006; Fonseca et al., 2007; Lima et al., 2011).
Em uma mesma inflorescéncia, estames atingem o amadurecimento, em média,
14 dias antes dos pistilos, evento conhecido como protandria (Rosa et al., 1998;
Mercadante-Simdes, 2006). O periodo de floragcdo da espécie ocorre entre 0s

meses de marco e setembro (Lima et al., 2011).



Os frutos do coquinho azedo séo do tipo drupa e apresentam coloracao
amarelada, avermelhada ou roxeada. O formato é oval e a polpa é carnosa. Parte
do pericarpo pode ser usada na alimentacédo (Moura et al., 2010). A frutificacéo

ocorre nos meses de junho a dezembro (Lima et al., 2011).

De acordo com Faria et al., 2008, esses frutos apresentam alto valor
nutricional quando comparado com outras espécies frutiferas. O teor de potassio
€ maior no coquinho azedo (462 mg/100g) que no abacate (347 mg/100g) e na
banana (333 mg/100g), que sao frutos considerados ricos neste mineral. A
qguantidade de vitamina C encontrada na polpa de coquinho azedo (53 mg/100g)
€ semelhante a laranja (47 mg/100g) e os valores de pré-vitamina A (146,2
RAE/100g) sdo equivalentes aos encontrados nos frutos de manga (60-215
RAE/100mg) e acerola (42-225 RAE/100mg). Em cada 100 gamas de polpa de
fruto h& quantidade suficiente para nutrir, com doses diarias recomendadas pelo
Instituto Americano de Medicina, uma crianca de 8 anos, com 100% de vitamina
C e 40% de proé-vitamina A.

Com a retirada do epicarpo, geralmente amarelo, e do mesocarpo
carnoso, observa-se uma estrutura resistente formada pelo endocarpo que
envolve normalmente uma ou casualmente até trés sementes (Moura et al.,
2010). A semente também é apreciada como alimento (Faria et al., 2008a; Moura
et al., 2010), possuindo grande quantidade de lipideos (predominancia de acidos
laurico e outros acidos de cadeia média), fibras e minerais como fésforo,
potassio, magnésio e enxofre, sendo indicado para mistura e preparo de doces,
paes e bolos (Faria et al., 2008).

O endocarpo rigido interfere negativamente na germinacdo de B.
capitata, uma vez que, induz dorméncia exdégena mecanica ou fisica em suas
sementes (Fior et al.,, 2011). Estudos tém relatado que a escarificacdo e a
retirada do endocarpo, geralmente, aumentam a percentagem de germinacao e
o indice de velocidade de emergéncia. Além disso, a escarificacdo associada a
adicdo de acido giberélico, diminui o tempo médio do processo germinativo
(Lopes et al., 2011).



2.2. Importancia da caracterizacao de frutos e sementes

A caracterizacdo dos frutos e sementes é importante por contribuir para
a diferenciacéo de individuos em um mesmo género ou em géneros diferentes
(Cunha-Silva et al., 2012). Desta forma, os dados podem ser utilizados para fins
industriais ou agrondmicos, 0s quais podem ser baseados na produtividade, no
sabor, no tamanho dos frutos e na percentagem de polpa, além da selecao de

mudas ou matrizes para os mais diversos usos (Silva e Scariot, 2013).

Barbosa et al. (2010) ao observarem uma populacdo de M. flexuosa
(buriti), verificaram variacdes biométricas consideraveis em tamanho, forma e
cor dos frutos, a fim de encontrar matrizes com maior potencial para a producéo
de 6leo. Analise biométrica de frutos de Butia foram utilizados por Rivas e
Barilani (2004) para estimar a capacidade reprodutiva no Uruguai. Reis et al.
(2010) verificaram que em Copernicia prunifera (carnauba), sementes de
tamanho médio e grande apresentam maior velocidade na protusdo do peciolo
cotiledonar. Diferencas morfoldégicas ou variagdes biometrias sao critérios
utilizados na escolha de sementes, com objetivo de producdo de mudas mais
vigorosas (Moura et al., 2010; Silva e Scariot, 2013).

As diferencas na morfologia das estruturas podem indicar se essas
ocorreram devido as variacfes genéticas entre as populacdes (Oliveira et al,
2007) ou a resposta a fatores climaticos (Schwartz et al, 2010). Essas variacfes
servem como ferramenta para estudos da ecologia das espécies (Cunha-Silva
et al, 2012). A biometria pode apresentar-se como uma ferramenta que auxilia
nao s6 na selecdo de caracteristicas industriais e agrondmicas, mas também, no
estudo de recuperacdo de espécies. Sao poucos os estudo que comparam
dados biométricos entre populacdes do género Butia para esses fins, havendo
poucas informagdes sobre as populagdes de Butia capitata no Norte de Minas

Gerais.



2.3. Propagacéo

A propagacao da maioria das espécies da familia Arecaceae é sexuada
(Sudhersan et al., 1993; Scherwinski Pereira et al., 2006) e, com algumas
excecOes, também pode ocorrer por divisdo de touceiras (Lorenzi et al., 2004).
A germinagdo consiste em processos bioldégicos que ocorrem no embrido,
caracterizado por uma sequéncia ordenada de eventos bioquimicos,
morfologicos e fisioldgicos, que resultam na retomada do crescimento que
culmina na protusdo da radicula (Ferreira e Borghetti, 2004; Costa e Marchi,
2008).

Geralmente em palmeiras, a germinacdo, em condicbes de campo, é
lenta e desuniforme. O tempo de germinacao varia entre e até nas mesmas
espécies, podendo ainda assim, variar entre uma safra e outra em um mesmo

individuo (Meerow e Broschat, 2012).

Plantas de coquinho azedo desenvolvem caule solitario e, portanto, ndo
formam touceiras (Lorenzi et al., 2010). A propagacdo é exclusivamente
sexuada, porém, a germinacdo € considerada dificil, devido a dorméncia
mecanica provocada pela interferéncia do endocarpo rigido e do opérculo, que
promove resisténcia as células do embrido para romperem essa regidao (Lopes
et al., 2011; Fior et al., 2011; Dias et al, 2013; Oliveira et al., 2013). Assim,
guando o pirénio é escarificado e 0 opérculo retirado, ha uma melhora nas taxas
e velocidade de germinacéo (Broschat e Donselman, 1987, Fiort et al., 2011;
Lopes et al., 2011).

Vérios autores destacam a necessidade de desenvolver protocolos para
a regeneracéao in vitro de palmeiras, como o coquinho azedo, em virtude dos
meétodos classicos de melhoramento genético dessas espécies serem
complexos e demorados em razdo do lento crescimento (Pereira et al., 2007,
Luis e Scherwinski-Pereira, 2014), da germinacao ser considerada dificil (Lopes
et al., 2011; Fior et al., 2011), por ndo formarem touceiras, 0 que impede 0 uso
de métodos de propagacao vegetativa convencionais (Lorenzi et al., 2010), além
da oportunidade de conservacao da variabilidade genética (Ribeiro e Rodrigues,
2006).



2.4. Conservacao de germoplasma

As populagdes naturais de Butia capitata vém sofrendo em suas areas
de ocorréncia com o extrativismo predatorio, desmatamento e pisoteio

provocado pela criacdo extensiva de gado (Azambuja, 2009; Ribeiro et al., 2011).

A conservagdo ex situ, ou seja, em condi¢bes diferentes as do seu
habitat natural, vem ganhando destaque para a conservagdo de recursos
genéticos de espécies ameacadas de extincdo e/ou com alguma importancia
econdmica. Essa conservacao desdobra-se em métodos convencionais, como
preservacao de plantas em campo, de sementes em camaras de conservacao,
e em tecnologias alternativas, como a conservacao in vitro (Scherwinski-Pereira
e Costa, 2010). A selecao de um ou varios métodos depende das necessidades,
possibilidades e da espécie em foco (Santos e Bettencourt, 2002). Contudo, de
maneira geral, 0 armazenamento de sementes € um dos métodos mais utilizados
(Scherwinski-Pereira e Costa, 2010), por serem a unidade de propagacéo natural
para a maioria das espécies de plantas e, também, por algumas suportarem um
determinado grau de secagem e baixas temperaturas durante o armazenamento
(Costa, 2009).

A conservagcdo de sementes consiste na dessecacdo de sementes
atingindo baixos teores de umidade (3-7%) e o armazenamento em baixas
temperaturas (Santos, 2001). A longevidade de uma semente € condicionada
por caracteristicas genéticas (Costa, 2009) e pelas condicbes de
armazenamento, como umidade relativa, temperatura, tipo de embalagem,
disponibilidade de oxigénio e periodo de armazenamento (Carvalho e
Nakagawa, 2000).

Em geral, as sementes séo classificadas como ortodoxas, recalcitrantes
ou intermediarias. Sementes que toleram dessecacéo entre 5% e 7%, baixas
temperaturas e apresentam maior tempo de tolerancia de armazenamento séo
classificadas como ortodoxas. Sementes que, geralmente, ndo toleram
dessecacdo e/ou baixas temperaturas sédo geralmente classificadas como

recalcitrantes e sementes que toleram dessecacdo e suportam o0



armazenamento em baixas temperaturas apenas por pequenos periodos de

tempo séo classificadas como intermediarias (Costa, 2009).

Os estudos de conservacdo de sementes, particularmente sob
temperaturas criogénicas, séo recentes e quando aplicados a palmeiras ainda
sao incipientes (Luis, 2013). As sementes de palmeiras sao oleaginosas e
quando armazenadas por longos periodos de tempo, normalmente, tem sua
viabilidade reduzida, tornando um desafio para os pesquisadores desenvolver
métodos de conservacgdo para estas espécies (Peres et al., 2004).

Em um estudo previamente realizado com Butia capitata, Dias (2012)
verificou que as sementes foram sensiveis ao armazenamento a -18°C por 90
dias, o que ndo ocorreu em temperatura ultrabaixa do nitrogénio liquido (-196
°C) que manteve a viabilidade das mesmas. Neste trabalho os autores néo
apresentam justificativa para tal comportamento, demonstrando que estudos
adicionais com a espécie devem ser realizados a fim de avaliar a influéncia de
diferentes umidades das sementes durante o armazenamento, estrutura e
estabilidade de membranas, temperatura de descongelamento e o
comportamento dessas durante o armazenamento a medio-longo prazo, uma

vez que o referido trabalho foi realizado por apenas 90 dias.

2.5. Aclimatizacéo

O processo de aclimatizacdo consiste em submeter uma planta que
desenvolveu em ambiente controlado as condi¢des de campo de forma gradual,
permitindo sua sobrevivéncia e crescimento (Ledo et al., 2007; Santos et al.,
2007). Nas condi¢6es impostas durante o periodo in vitro, as plantas encontram
dificuldades para a transicdo do mecanismo heterotrofo para o autétrofo
(Bezerra, Aloufa e Lichston, 2009), devido a aspectos estruturais anatdmicos,
como espacos intercelulares, sistema vascular pouco desenvolvido, baixa
capacidade de sustentacdo pela pouca quantidade de tecidos, como
esclerénquima e colénquima, e estdmatos nao funcionais (Campostrini e Otoni,
1996).



As plantas cultivadas in vitro desenvolvem em meio de cultura, o qual
difere tanto em aspectos fisicos como quimicos do solo. Ledo et al. (2007), em
estudos com Cocos nucifera, obtiveram germinacéo de embrides in vitro e, apos
210 dias, as plantas foram transferidas para substrato contendo areia durante a
etapa de aclimatizacdo e, em seguida, transferidas para campo, onde
conseguiram atingir idade adulta e a fase reprodutiva. Angelo et al. (2011)
trabalhando com Elaeis guineenses e Elaeis oleifera apds germinar in vitro
embrides zigoticos de ambas as espécies conseguiram melhores resultados na
aclimatizacdo de plantas que apresentavam sistema radicular mais
desenvolvido. Em seus trabalhos com E. guineenses, Padua (2012) verificou que
esta palmeira apresenta melhor taxa de aclimatizagdo, quando apresentam
melhor desenvolvimento radicular no momento da transferéncia do meio de
cultura para o substrato. Além de fatores ligados ao vegetal, o sucesso da
aclimatizacao também esta relacionado com o recipiente (Santos, 2007; Couto
et al. 2010), o sombreamento (Sousa e Silva, 1999), o substrato (Silva et al.,
2006; Ledo et al., 2007) e comprimento da raiz (Bandeira et al., 2013).

Para aumentar o sucesso na etapa de aclimatizacéo o vegetal deve ser
gradualmente exposto em contato com as condi¢des externas. Esse processo €
conhecido como pré-aclimatizagdo. Em trabalhos com Acrocomia aculeata,
Borcioni e Negelle (2012) e Luis (2013) transferiram plantas germinadas em meio
de cultura para um recipiente contendo substrato vedado com saco plastico
transparente para evitar a dessecacgao excessiva, porém permitir a passagem de
luz. Nesses casos, a retirada do saco plastico foi feita de forma gradual por meio
de cortes nas extremidades, em intervalo de uma semana, até retirada completa

da cobertura

Até o momento, os trabalhos com Butia capitata in vitro ndo relatam
detalhes sobre a etapa de aclimatizacdo, evidenciando assim, a importancia do

estudo com a espécie.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Os experimentos descritos nesse estudo foram realizados no
Laboratério de Cultura de Tecidos Il (LCTIl) da Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia, localizado na cidade de Brasilia, Distrito Federal.

As coletas das amostras de B. capitata ocorreram entre os meses de
novembro e janeiro, durante as safras de 2013/2014 para os experimentos de
conservacao de sementes; 2014/2015 para a caracterizacdo morfométrica dos
diasporos, além de 2015/2016 para os experimentos de criopreservacdo de
embrides zigoéticos. No total foram estudadas trés populacdes, encontradas nos
municipios de Arinos (15° 55' 01"S e 46° 06' 20" W) de Mirabela, em uma
propriedade particular chamada Fazenda Baixa (16° 16’ 2.31"S e 44° 11
45.14’W), além da de Serranépolis, préxima a comunidade rural de Campos (15°
53’ 59”S e 42° 49’ 22.88"W).

3.2. Caracterizacao de diasporos

Para estimar a variabilidade biométrica entre as popula¢cdes de Arinos,
Mirabela e Serrandpolis, sessenta frutos frescos com consisténcia firme e
superficie lisa, que caracterizava aspecto saudavel e estadio maduro, foram

selecionados aleatoriamente.

Inicialmente, realizou-se a limpeza superficial dos frutos com &agua
corrente e, ap0s a secagem, avaliou-se o diametro equatorial (mm) e o
comprimento longitudinal (mm) de cada um deles (Figura 1). Ressalta-se que,
pela irregularidade do formato do fruto, o didmetro equatorial foi medido em trés
vezes, seguindo a sua rotacdo. As medi¢des das demais partes do fruto foram
realizadas a partir da dissecacdo dos mesmos, com auxilio de um bisturi

cirdrgico.
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Figura 1. Diagrama esquematico de didsporos de B. capitata. A: comprimento
longitudinal; B: diametro equatorial. A seta indica o eixo na qual foram
realizadas as medicdes com trés repeticdes; C: espessura da polpa;
D: pirénio (endocarpo e endosperma).

Parte da polpa foi retirada na por¢cao media equatorial para possibilitar a
medicdo da sua espessura em trés regides distintas. Em seguida, a polpa foi
retirada por completo para a afericdo da massa e o teor de umidade. A massa
fresca do fruto foi calculada a partir da soma da massa da fresca polpa e massa

fresca do pirénio.

Com a exposicao do pirénio, 0 mesmo teve sua massa fresca calculada
antes de ser quebrado para verificacdo da espessura do endocarpo e separacéo
do endosperma. Posteriormente, determinou-se o teor de umidade do endocarpo
e endosperma separadamente. Com o fruto fresco, o endosperma ainda se
encontrava preso ao endocarpo, 0 que nao permitiu a sua retirada sem provocar
injurias e/ou quebra, o que inviabilizou as medi¢des (comprimento longitudinal e
comprimento transversal). Para tanto, cada populacédo foi separada em dois
lotes, sendo cada lote composto por trés repeticoes de dez frutos.

Para a continuagao das medi¢Ges novos frutos foram despolpados para
extracao dos pirénios (sementes e endocarpo rigido). Nessa etapa utilizou-se um

liquidificador industrial (Bermar BM-31) colocando, aproximadamente, % do
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volume total do copo do liquidificador com frutos e outro ¥ completado com agua.
A retirada total da polpa ocorreu entre 30 a 45 segundos de beneficiamento.
Apés esse periodo, o processado foi colocado em uma peneira de tela em aco
de 70 cm de didametro para separacéo dos pirénios. Os pirénios separados foram
entdo secos a sombra e em local ventilado durante 14 dias para facilitar a
extracdo das sementes sem causar injarias ao endosperma.

Com a separacéo do endosperma intacto, o comprimento longitudinal e
o diametro equatorial na porcdo média foram medidos. O embrido, desta mesma
semente, foi excisado para a medicdo do comprimento longitudinal e diametro
equatorial (mm).

Com os dados coletados foi possivel calcular a proporcdo de polpa pela
razdo entre a massa da polpa pela massa do fruto fresco, e a proporcdo do

pirénio, por meio da razéo entre a massa do pirénio e a massa do fruto fresco.

As medi¢des de comprimento, largura dos frutos, pirénios e embrides
foram realizadas com auxilio de um paquimetro digital (MITUTOYO Digital
Calipter). Para a determinacdo dos teores de umidade da polpa, semente e
embrido foi utilizada uma balanca de precisédo analitica unibloc (SHIMADZU AUY
200) e estufa com circulacéo de ar (NOVA ETICA 400 HX420-ID).

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado sendo trés
repeticdes com dez individuos para cada populagéo estudada e os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o programa estatistico
SISVAR (Ferreira, 2011).

3.3. Material vegetal para os experimentos de conservacgao

Frutos maduros de B. capitata, caracterizados pela coloracdo amarelada
do epicarpo, foram coletados nos municipios de Mirabela, Serran6polis e Arinos
localizados na Regido Norte do Estado de Minas Gerais. Os frutos foram
armazenados em sacos plasticos durante o transporte até o local da realizacéo

dos experimentos.
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Os procedimentos de despolpa, extracdo, separacdo e secagem dos
pirénio para a extracao das sementes foram feitos conforme descrito no item 3.2.

Para a separacdo da semente e do endocarpo foi utilizado uma morsa
(numero 3) a fim de evitar injurias nas sementes durante a quebra do endocarpo
rigido que, possivelmente, comprometeriam o embrido por ocasido da
desinfestacéo.

Para o processo de desinfestacao, as sementes foram imersas em alcool
70% por 3 minutos e solucdo de hipoclorito de sédio a (2 - 2,5% de cloro ativo)
por 30 minutos, seguido por trés enxagues com agua destilada e esterilizada.

As sementes obtidas foram usadas como fonte de explantes para os

experimentos de conservacao de germoplasma de B. capitata.

3.4. Conservacdo de sementes a meédio-longo prazo em diferentes
temperaturas

Para a conservacao a médio-longo prazo, sementes de B. capitata das
populacdes de Arinos, Mirabela e Serrandpolis, com teor de umidade de
aproximadamente 5% foram utilizadas. A umidade foi calculada pela formula:
U%-=[(Pi-Pf)/Pi]*100, sendo: Pi = massa inicial da amostra (g), Pf = massa final

da amostra (g), U = teor de &gua em percentagem de base Umida (%).

Uma vez obtidas, as sementes foram acondicionadas em envelopes tipo
aluminizados trifoliados (polietileno-aluminio-polietileno) e impermeéaveis, 0s
quais foram lacrados com seladora elétrica e armazenadas por periodos de
tempo de 0, 90, 180 e 360 dias sob diferentes temperaturas: 25°, 6°, -20° e -
196°C (nitrogénio liquido). As sementes foram armazenadas a 25°C foi em sala
de crescimento do laboratério de cultura de tecidos. A 6°C em freezer e a 196°C
mergulhadas em nitrogénio liquido. As sementes armazenadas a -20°C foram
abrigadas no interior da camara fria do banco de sementes, todos localizados na
EMBRAPA Cenargen.

As amostras armazenadas em temperatura de -196 °C foram
acondicionadas em “canisters” de aluminio e colocadas em botijdes contendo o
nitrogénio liquido.

Apoés cada periodo de conservagao, as amostras foram retiradas das

respectivas temperaturas e, para as sementes armazenadas em -20°C e -196°C,
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o descongelamento foi feito de forma rapida. Nesse caso, as embalagens com
as sementes foram imersas em banho-maria a 40 °C por cerca de 90 segundos.

Posteriormente, as sementes foram desinfestadas conforme descrito no
item 3.3, os embrides excisados e inoculados em meio de cultura MS (Murashige
e Skoog, 1962), suplementado com 30 gL de sacarose e 2,5 gL! de Phytagel
(Sigma). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da
autoclavagem a 121°C e 1,5 atm de pressdo por 20 minutos. A incubacao dos
embrides ocorreu no escuro por 21 dias e, posteriormente, sob luminosidade de
52 umm2s, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2 °C.

As avaliacbes foram realizadas mensalmente, por meio da verificacéo
da taxa de germinacdo com base na formacao de radicula. Para este estudo, a
germinacao foi compreendida como processo bioldgico que resulta na retomada
do crescimento e que culmina na protusdo da radicula (Ferreira e Borguetti,
2004). A formagdo da radicula e parte aérea foi compreendida como
desenvolvimento.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 4 x 4 (periodos de
armazenamento x temperaturas de conservacao), totalizando 16 tratamentos.
Cada tratamento foi composto por trés repeticoes de 10 sementes. Os dados
obtidos foram submetidos & analise de variancia, e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico
SISVAR (Ferreira, 2011). Os dados expressos em percentagem foram

previamente transformados segundo arco-seno (x/100)%5.

3.5. Criopreservacao de embrides zigoticos

Para o experimento de criopreservacdo, embribes zigoticos foram
excisados das sementes de B. capitata desinfestadas (item 3.3) com auxilio de
pincas, bisturis e alicates odontoldgicos das trés populacdes estudadas: Arinos,
Mirabela e Serrandpolis.

Inicialmente, os embrides zigoéticos foram hidratados em meio agar-agua
e mantidos em condicdo de escuro e temperatura de 25+2 °C por 16 horas, a fim
de uniformizar a umidade dos mesmos. Nessa etapa, a massa fresca (g) dos

embrides foi medida antes e ap0s a hidratacao.
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Em seguida, os embribes zigoéticos ficaram expostos ao fluxo de ar
fornecido por capela de fluxo laminar para a dessecacéao por periodos de: 0, 2,
4, 6, 8, 10 e 12 horas. Apos cada tempo de dessecacdo, 30 embrides foram
inoculados diretamente em meio de germinacéo, caracterizando o tratamento
controle e 30, foram colocados em criotubos (2 mL) estéreis e imersos
diretamente em nitrogénio liquido (NL) por 48 horas. Outros 30 embrifes foram
levados a estufa a 104°C para medicdo da umidade calculada pela férmula:
U%-=[(Pi-Pf)/Pi]*100, sendo: Pi = massa inicial da amostra (g), Pf = massa final
da amostra (g), U = teor de &gua em percentagem de base umida (%).

Para o descongelamento, os criotubos foram retirados do NL e
rapidamente mergulhados em banho-maria a 40°C por 90 segundos. Em
seguida, os embrides foram retirados dos criotubos e inoculados assepticamente
em tubos de ensaio (25 x 150 mm), contendo 10 mL de meio de germinacao.

O meio de germinagao foi composto de sais e vitaminas do meio de MS,
acrescido com 30 g L de sacarose e gelificado com 2,5 gL de Phytagel. O pH
foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da autoclavagem a 121 °C e 1,5 atm de pressao
por 20 minutos. A incubacdo dos embrides ocorreu no escuro por 21 dias e,
posteriormente, sob luminosidade de 52 umm=2s?, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25 + 2°C. Ap6s 60 dias de cultivo foi avaliado a germinacao dos
embribes zigoticos. Para este estudo, a germinacdo foi compreendida como
processo bioldgico que resulta na retomada do crescimento e que culmina na
protusdo da radicula (Ferreira e Borguetti, 2004). A formacao da radicula e parte
aérea foi compreendida como desenvolvimento.

O experimento foi montado em esquema fatorial 7 x 2 (periodos de
dessecacdo x criopreservacdo) totalizando 14 tratamentos, sendo cada
tratamento formado por 3 repeticdes de 10 embrides zigoticos, para cada
populacdo. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o
programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2011). Os dados expressos em

percentagem foram previamente transformados segundo arco-seno (x/100)2.
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3.6. Aclimatizacéo

Apés os periodos de conservacdo, as plantas obtidas foram
aclimatizadas em casa-de-vegetacdo. Nessa etapa, somente as plantas que
apresentavam comprimento de raiz e parte aérea superior a 2,0 cm foram
utilizadas. Neste estadio, as plantas estavam com aproximadamente 200 dias

apos a germinacao.

Para evitar a perda de plantas, realizou-se um procedimento de pré-
aclimatizacao das plantas anteriormente a passagem destas para condi¢cfes de
casa-de-vegetacdo. As plantas foram retiradas do meio de cultura e lavadas em
agua corrente para retirada do excesso de meio. Apés a limpeza, cada planta foi
transplantada para copos plasticos transparentes de 200 mL de capacidade
contendo substrato formado por areia e Bioplant® na proporcédo de 1:1 (v/v).
Cada recipiente foi devidamente acomodado com outro acima, os quais foram
fixados com fita crepe nas bordas e incubados em camara de germinacao
(Percival) com temperatura controlada de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas.
As plantas foram irrigadas manualmente todos os dias durante 30 dias.

Na primeira fase, que correspondeu as duas semanas iniciais, as plantas
ficaram totalmente isoladas por outro copo plastico. Na segunda fase, ou seja,
nas duas semanas finais, o copo da parte superior foi retirado permitindo o
contato da planta com o ambiente, embora as plantas tenham continuado no
interior da camara de germinacdo. ApoOs esse periodo as plantas foram

conduzidas para casa de vegetacdo para melhor desenvolvimento.

Em casa-de-vegetacdo, as mudas foram transferidas para sacos
plasticos contendo substrato constituido de solo vermelho, areia lavada e esterco
bovino (3:1:1 v/v), em sacos plasticos pretos com 17 cm x 11 cm. Nestas
condicbes, as plantas foram irrigadas diariamente, evitando-se jatos diretos na

muda para nao provocar henhum tipo de dano fisico.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagdo de diasporos

De maneira geral verificaram-se resultados bastante homogéneos com
relacdo ao estado de desenvolvimento dos didsporos, uma vez que em todas
populacées, os frutos selecionados para as andlises apresentavam coloracéo
amarelada, consisténcia firme e com superficie lisa, caracteristica do estadio
maduro.

Os frutos do coquinho azedo s&o do tipo drupa com formato ovalado
(Figura 2A) e muitos apresentavam o diametro equatorial irregular,
provavelmente devido a varios frutos desenvolverem proximos em um mesmo
cacho. O epicarpo e 0 mesocarpo apresentam consisténcia carnosa e fibrosa,
compondo a polpa que é a parte mais explorada comercialmente (Faria et al.,
2008; Moura et al., 2010). O endocarpo rigido apresenta uma cor marrom e trés
cicatrizes longitudinais, com um opérculo entre cada cicatriz (Figura 2B). A
semente possui superficie marrom e repleta de reentrancias e com um apéndice
voltado para um dos opérculos (Figura 2C). Ainda em relacdo a semente, a
mesma possui simetria bilateral e, na superficie, uma cicatriz longitudinal na
porcdo do opérculo (Figura 2D). O endosperma € branco com uma cavidade no
centro formando um eixo por onde o haustério se desenvolve (Oliveira et al.,
2013). Em uma das extremidades da porcdo polar posicionada préxima ao

opérculo esta acomodado o embrido zig6tico (Figura 2E).

Frutos coletados para os experimentos de morfometria, foram
dissecados para a medicdo da umidade da polpa, semente e embrido. Os frutos
provenientes de Serrandpolis alcancaram média 86,6% para o teor de umidade
da polpa sendo significativo em relagcdo as outras populacdes. Nado houve
diferenca estatistica entre as popula¢gfes quanto aos teores de umidade para
sementes. Para os teores de umidade do embrido as populagdes de Arinos e
Serrandpolis diferem estatisticamente de Mirabela sendo o maior valor

observado para Arinos (Tabela 1).
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Nas avaliacbes biométricas realizadas em frutos e sementes das
populacdes de B. capitata verificou-se, de modo geral, uma superioridade dos
nameros para a populacéo de Arinos (Tabela 2).

Figura 2. Aspecto geral do diasporo de Butia capitata. A: Fruto; B: Pirénio
(endocarpo e semente) destaque ao opérculo; C: corte longitudinal do
endocarpo, destaque para a posi¢cao do embrido; D: semente; E: corte
longitudinal de uma semente, destaque para o embrido.
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E observado diferenca estatistica para as variaveis como comprimento
do fruto, largura do fruto, massa fresca do fruto, massa fresca e seca da polpa,
comprimento, largura e massa fresca do pirénio, massa e comprimento da
semente. Todas essas variaveis apresentaram maiores meédias para a

populacao de Arinos (Tabela 2).

Tabela 1. Teores de umidade observados na polpa, na semente e no embrido
zigotico de frutos de Butia capitata coletados em populacdes
localizadas no norte de Minas Gerais, na safra 2014/2015

Teores de umidade

Populacdes
Polpa Semente Embrido
Arinos 79,020 c 6,2+9,0 a 18,4+8,0 a
Mirabela 82,4+10Db 53t2,0a 7,5£8,0b
Serranépolis 86,2+2,0a 6,748,0 a 14,448,0 a
CV(%) 2,46 18,9 30,39

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Para as variaveis espessura do endocarpo, e largura do embrido, houve
diferenca estatistica onde a populagédo de Serrandpolis apresentou as melhores

médias.

Arinos e Mirabela apresentaram percentagens menores, de 12 e 17,8%,
em relacéo a espessura do endocarpo, 10 e 5%, em relacdo ao comprimento do
embrido e 11 e 12,5%, respectivamente, em relacdo a largura do embrido,

quando comparadas com a populacdo de Serranopolis.

As Unicas variaveis que nao apresentaram diferencas significativas entre

as populacdes foram a espessura da popa e a largura da semente.

Estudos realizados por Moura et al. (2010) concluiram que, quando
maior os frutos, melhor a producgéo de polpa. Os dados obtidos pela populacao
de Arinos estdo de acordo com esse trabalho ja que apresentou as melhores
meédias para as caracteristicas maior comprimento longitudinal com 34,29 mm,

maior massa fresca do fruto 8,22 g, maior massa fresca da polpa 6,21 g.
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Tabela 2. Dados morfométricos referentes aos frutos, sementes e embrides de
Butia capitata das populac6es de Arinos, Mirabela e Serrandpolis

Variaveis Populacdes CV% F
analisadas - - —

Arinos Mirabela Serranépolis
Comprimento do 34,3+0,2 A 26,310,1 C 28,4+0,2 B 4,7 269,1**
fruto (mm)
Largura do fruto 22,7+0,2 A 21,6+0,2 B 21,6%0,2 B 6,1 6,9 **
(mm)
Massa fresca do 8,2+1,6 A 6,5+0+0,1 B 6,6+1,6 B 14,9 24,78**
fruto ()
Espessura da 4,8+0,07 A 4,7+0,1 A 4,8+0,1 A 12,2 0,3ns
polpa (mm)
Massa fresca da 6,2+0,1 A 5,1+0,1 B 49+0,1B 15,3 20,2**
polpa (g)
Massa seca da 1,3+0,03 A 0,8+0,02 B 0,6+0,03 C 18,9 91,7**
polpa (g)
Comprimento do 26,4+0,2 A 21,7+0,2C 23,0+0,2 B 5,5 100,5**
pirénio (mm)
Largura do pirénio 11,4+0.2 A 10,840,1 B 11,31+0,1 AB 7,8 4,5*
(mm)
Massa fresca do 2,005 A 1,3+0,2C 1,6+0,4 B 215 24,5**
pirénio (g)
Espessura do 2,1+ 0,07 B 1,9+0,06 B 2,4+0,05 A 15,6 11,8*
endocarpo (mm)
Massa da semente 0,3+0,1 A 0,3+0,1 B 0,3+0,1 B 21,9 11,5
9)
Comprimento das 16,0+0,2 A 12,4+0,1 C 13,8+0,05 B 7,7 83,2
sementes (mm)
Largura da 6,2+0,1 A 6,3+0,1 A 59+0,1 A 10,2 2,9
semente (mm)
Comprimento do 3,1+0,07 B 3,3+0,1 AB 3.5+0,7 A 13,6 4,5*
embrido (mm)
Largura do 0,9+0,02 B 0,8+0,03 B 0,9+0,03 A 15,3 6,5**

embrido (mm)

As médias seguidas pela mesma letra na linha nao diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O comprimento do fruto ou comprimento longitudinal diferiu
estatisticamente para as trés populacdes, sendo a de Arinos a que apresentou
maior valor, com 34,29 mm, em relacdo a Mirabela que foi de 26,25 mm e
Serranopolis com 28,37 mm. A diferenca entre a maior e a menor média é de
8,04 mm, o que representa 23,45%. Esses valores estdo proximos aos
observados por Silva e Scariot (2013) que, durante 2006 e 2007, verificaram para
o comprimento longitudinal de frutos médias de 25,2 mm para Mirabela, 25,4 mm

para Serranopolis e por Moura et al. (2010) foi observado média de 26,87 mm.
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Pedron et al. (2004) ao analisarem a massa fresca de frutos de populagées de
B. odorata em Santa Maria, RS, verificaram uma variacdo de 5,6 a 26,4 g entre

eles.

A largura do fruto ou diametro equatorial foi superior para Arinos, com
meédia 22,74 mm, diferindo estatisticamente das demais popula¢des. Moura et
al. (2010) verificaram diametro equatorial de 21,1 mm em populacdes do
municipio de Montes Claros e Silva e Scariot (2013) descreveram valores de

22,4 mm e 23,1 mm para populacdes de Mirabela e Serranépolis.

A massa fresca do fruto, a massa fresca da polpa e a massa fresca do
pirénio também foram maiores para a populacéo de Arinos, com valores de 8,22
mm, 6,21 mm e 2,01 mm, respectivamente. Contudo, observou-se que as demais
populacbes apresentaram médias semelhantes aquelas descritas por Silva e
Scariot (2013), sendo para a massa fresca da polpa 5,83 mm e 6,35 mm; para
massa fresca dos frutos de 6,94 g e 7,6 g; para a massa fresca da polpa de 5,83
g e 6,35 g, respectivamente para Mirabela e Serrandpolis. Moura et al. (2010)
descreveu para a massa fresca do fruto média de 8,02 g e para a massa fresca
da polpa média de 6,4 g. Rivas e Barilani (2004) encontraram uma variacao
menor ao analisarem massa fresca de frutos de Butia odorata em populac¢des no

Uruguai com médias variando de 5,7 a 8,1 g.

A massa fresca do pirénio apresentou diferencas significativas entre as
populacdes estudadas, sendo Arinos a maior entre as populacfes, com 2,01 g,
seguido de Serranépolis com 1,67 g e Mirabela com 1,36 g. Moura et al. (2010)
verificaram para a massa fresca do pirénio média de 1,62 g e Silva e Scariot

(2013) verificaram 1,1 g e 1,25 g para Mirabela e Serrandpolis, respectivamente.

Barbosa et al. (2010) verificaram em M. flexuosa (buriti) variacdes
biométricas consideraveis em uma populacdo ao observar tamanho, forma e cor
dos frutos. Silva e Scariot (2013) concluem que parametros biométricos diferem
entre populacdes de Butia capitata no Cerrado e que frutos podem ser usados
como critério para a escolha de sementes quando se tem objetivo de producéo
de mudas. Reis et al. (2010) verificaram que em Copernicia prunifera (carnauba)
sementes de tamanho médio e grande apresentam maior velocidade na protuséo

do peciolo cotiledonar. Analises biométricas de frutos de Butia foram utilizadas
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por Rivas e Barilani (2004) para estimar a capacidade reprodutiva e produtiva de

palmeiras no Uruguai

A exploracdo da polpa € um critério agrondbmico com capacidade de
melhoramento. Nunes et al. (2010) compararam varios genotipos de Butia
provenientes de uma populagédo de Santa Vitdria dos Palmares-RS, separando
alguns individuos a fim de explorar o aproveitamento de polpa para consumo in
natura. A produtividade da polpa pode ser utilizada na sele¢cdo agronémica dos
melhores individuos de B. capitata para a extracao de frutos (Silva e Scariot,
2013). Neste estudo, pOde-se verificar que os frutos da populacdo de Arinos
apresentam as melhores caracteristicas para o uso da polpa pela industria, como

exemplo, comprimento e massa fresca do fruto (Tabela 2).

4.2. Conservacdo de sementes a meédio-longo prazo em diferentes
temperaturas

Em meio de cultura para germinacédo, a primeira alteracdo morfolégica
observada no embrido zigético excisado das sementes de B. capitata foi o
intumescimento, caracterizado pelo aumento do seu tamanho. A segunda
alteracdo morfologica foi o alongamento do haustério, acompanhado de uma
curvatura (Figura 3 A). Apés estas duas etapas, ocorreu a protusao da radicula
seguida da emissao da bainha foliar (Figura 3 B). Aos sessenta dias de cultivo,
as plantulas aclorofiladas (Figura 3 C) foram transferidas para sala de
crescimento e expostas a radiacdo luminosa, quando passaram a produzir
pigmentos fotossintetizantes (Figura D). Apés 200 dias da inoculacao, verificou-
se o desenvolvimento de plantulas completas e a formacéo dos eofilos (Figura 3
E).
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Figura 3. Etapas da germinacao in vitro de Butia capitata. A: embrido curvado 10
dias, apés a inoculacao; B: protusdo da radicula seguida da emissao da
bainha foliar; C: plantula com 60 dias, apds a inoculagéo com parte aérea
desenvolvida (seta: destaque da radicula); D: parte aérea pigmentada,
apos exposicdo a luz; E: plantula completa aos 200 dias, apos a
inoculacdo. As etapas de A a C ocorreram na auséncia de luz e etapas
de D a E ocorreram na presenca de luz.

Para a conservacdo de sementes de Butia capitata verificou-se que, de
maneira geral, para cada tempo, as médias foram significativas entre as
diferentes temperaturas de conservacao. Na Tabela 3 podem ser observados 0s
resultados obtidos para a protuséo de radicula e formacao da bainha foliar apos
0 (controle), 90, 180 e 360 dias de conservacéo das sementes em temperaturas
de 25°, 6°, -20° e nitrogénio liquido (-196 °C).
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As sementes de Arinos apresentaram indice de germinacao de 73% no
tratamento controle (0 dias). Nas temperaturas de 25° e 6°C a percentagem de
protusdo da radicula sofreu uma diminuicdo ao longo dos tempos de
armazenamento, diferindo ja no tempo de 90 dias. Na temperatura de -20°C as
meédias de germinacdo ndo foram observadas diferencas ao longo dos tempos,
mesmo diminuindo de 73 para 40% apods 360 dias de armazenamento. Em
temperatura de -196°C as médias diferiram estatisticamente apos 360 dias de
armazenamento. As melhores médias para o desenvolvimento de plantas
completas foram nas temperaturas de -20 e -196°C. As duas temperaturas
diferiram estatisticamente somente na passagem do tempo de 0 para 90 dias e

se mantiveram nos tempos posteriores.

As sementes da populacdo de Mirabela apresentaram média inicial de
germinacdo de 73%. A percentagem de protusdo da radicula ndo diferiu
estatisticamente ao longo dos tempos de armazenamento em temperaturas
subzero. Em temperaturas de 25° e 6°C as médias diminuiram ao longo do
tempo de armazenamento, diferindo estatisticamente ja em 180 dias. As
temperaturas de -20° e -196°C se mostraram melhores ao longo de 360 dias,
com indice de protusdo da radicula superior ao controle com 77 e 83%,
respectivamente. Quando observado o desenvolvimento das plantas, os
resultados diferiram apenas em temperatura de 25°C apresentando menor
percentagem de desenvolvimento de plantas a partr de 90 dias de
armazenamento das sementes. A melhor média foi obtida em temperatura de -

196°C com 76,6% de plantas completas.

Pode ser observado visualmente que Serrandpolis apresentou o0s
menores valores para as médias de germinacdo das sementes entre as trés
populacdes. Antes mesmo do armazenamento, a média de germinacao foi de
apenas 23%. Em temperatura de 25°C a taxa de protusdo de radicula foi

decrescente ao longo do tempo chegando a 0%.
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Tabela 3. Formacéo de radicula, parte aérea e desenvolvimento de planta
completa a partir de embrides excisados de sementes submetidas a
diferentes temperaturas e tempos de armazenamento, em trés
populacdes de B. capitata

Temperatura (°C)

Populacéo Tempo

25 6 -20 -196
Radicula (%)

0 73,0+7,0 aA 73,0+7,0 aA 73,0+7,0 aA 50,049,0 aA
90 40,049,0 bA 53,014,0 abA 60,0+6,0 aA 47,0£9,0 abA
180 23,016,0 bB 30,0+8,0 bB 63,0£8,0 aA 63,0£8,0 abA
360 23,0 bA 40,049,0 bA 53,049,0 aA 37,048,0 bA

Parte aérea (%)
0 73,0+7,0 aA 73,0+7,0 aA 73,0+7,0 aA 73,0£7,0 aA
Arinos 90 47,0+9,0 abA 43,3+9,0 abA 40,049,0 bA 33,0+8,0 bA
180 20,0+6,0 bcB 23,3+6,0 bB 60,0+9,0 abA 40,0+9,0 bAB
360 0,0cB 30,0+8,0 bAB 40,049,0 bA 43,0+9,0 abA
Planta completa (%)

0 73,0£7,0 aA 73,0+7,0 aA 73,0+7,0 aA 73,0+7,0 aA
90 23,0+0,6 bA 33,048,0 bA 37,049,0 bA 33,048,0 bA
180 20,0+0,6bB 23,3+0,6 bB 60,0+9,0 abA 40,0+9,0 bAB
360 0,0 bB 30,047,0 bA 40,049,0 bA 30,047,0 bA

Radicula (%)

0 73,0£7,0 aA 73,0+7,0 abA 73,0+7,0 aA 73,0+7,0 aA
90 50,0+9,0 abB 87,0+4,0 aA 87,0+4,0 aA 83,045,0 aA
180 27,0+7,0 bcB 57,0+9,0 bA 80,0+5,0 aA 60,0£8,0 aA
360 16,045,0 cB 67,0+8,0 abA 77,0+6,0 aA 83,0+5,0 aA

Parte aérea (%)
0 73,0£7,0 aA 73,0+7,0 aA 73,0+7,0 aA 73,0+7,0 abA
Mirabela 90 47,049,0 aA 53,049,0 aA 53,049,0 aA 73,0+7,0 abA
180 10,0+3,0 bB 53,049,0 aA 73,0+7,0 aA 47,0+9,0 bA
360 7,0+2,0 bB 70,0+7,0 aA 63,0+8,0 aA 83,045,0 aA
Planta completa (%)

0 73,0+7,0 aA 73,0+7,0 aA 73,0+7,0 aA 73,0+7,0 aA
90 40,0+8,0 bA 53,0+9,0 aA 53,0+9,0 aA 66,0+8,0 aA
180 10,0+3,0 bcB 53,049,0 aA 73,0+7,0 aA 47,0+9,0 aA
360 7,0£2,0 cB 67,0+8,0 aA 63,0+8,0 aA 76,616,0 aA

Radicula (%)

0 23,016,0 aA 23,016,0 aA 23,016,0 aA 23,046,0 aA
90 23,0+6,0 aAB 6,0+2,0 aB 10,04+3,0 aB 37,0+8,0 aA
180 3,0+1,0 aB 27,0+7,0 aAB 30,04+7,0 aA 23,016,0 aAB
360 0,0 aB 20,0+6,0 aAB 27,0+7,0 aA 20,0+6,0 aAB

Parte aérea (%)
0 23,016,0 aA 23,016,0 aA 23,016,0 aA 23,046,0 aA
Serranopolis 90 17,045,0 aA 7,0£2,0 aA 7,0£2,0 aA 23,0+6,0 aA
180 3,3+t1,0 aB 16,0+5,0 aAB 30,04£7,0 aA 23,016,0 aAB
360 0,0 aB 20,046,0 aAB 27,0£7,0 aA 17,0+5,0 aAB
Planta completa (%)

0 23,016,0 aA 23,016,0 aA 23,016,0 aA 23,046,0 aA
90 17,045,0 aA 6,0£2,0 aA 6,0£2,0 aA 23,0+6,0 aA
180 3,0£1,0 aA 23,0+6,0 aAB 30,0+7,0 aA 23,0+6,0 aAB
360 0,0 aB 20,046,0 aAB 27,0+7,0 aA 17,0+5,0 aAB

As médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e as médias seguidas pela mesma
letra mindscula na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Em baixas temperaturas, a taxa de protusédo da radicula foi superior ao
controle em -20°C nos tempos de armazenamento de 180 e 360 dias com 30 e
27%, respectivamente, e em -196°C aos 90 dias com 37% de protuséo, porém
retornando a valores proximo ao inicial. Pode ser observado na formacéo de
plantas completas que as médias ndo diferem para todos os tempos durante os
360 dias de armazenamento. A em temperatura de -20°C, onde iniciou-se com
23% e finalizou com 27% de plantas completas. A formacdo de plantas
completas na temperatura de 25°C diminuiu ao longo dos tempos de

armazenamento, chegando a 0%.

A conservacdo de sementes ndo foi viavel para nenhuma das
populacdes a temperatura de 25°C. A germinagdo para Arinos e Mirabela
diminuiu ao longo do experimento e tornou-se significativa jA no tempo de 180
dias. Serrandpolis permaneceu com médias ndo significativas estatisticamente
em todos os tempos, embora tenham diminuido ao longo do experimento e em

360 dias chegou a 0% (morte total dos explantes).

Esses dados corroboram com Lima et al. (2009) que observaram que a
espécie B. capitata é incapaz de manter bancos de sementes por longos
periodos em ambientes naturais devido a baixa taxa de germinacao atribuido a
perda de viabilidade. Essa dificuldade de regenerar e a sazonalidade na
producdo podem tornar estas espécies vulneraveis a acgbBes antropicas e,
consequentemente, suscetivel ao processo de extincao (Sarmento e Villela,
2010). Diferente ao que ocorre com B. capitata, Ribeiro et al. (2012) verificou que
a espécie A. aculeata (macauba) ndo perdeu a capacidade germinativa das
sementes ao serem armazenadas durante 90 dias em temperaturas diferentes
de 10, -20 e -196°C. Os autores ainda concluem que é possivel formar bancos
dessas para a espécie A. aculeata devido a capacidade de sementes manterem

0 vigor por até trés anos.

De modo geral, na comparacao entre as diferentes temperaturas de
armazenamento de sementes, a de -20°C e -196°C foram as que apresentaram
melhores resultados de germinacdo para conservacdo a médio-longo prazo de
Butia capitata. Dessa forma, a espécie demonstra ser tolerante quando

armazenada em temperaturas negativas com teor de umidade proximo a 5%.
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Dias et al. (2015) armazenou sementes de B. capitata da populacdo de
Mirabela a 5% de umidade durante 90 dias em temperaturas diferentes de -196°,
-18°,10 e 25°C e verificou que a melhor temperatura para armazenamento de
sementes foi de -196°C. No presente estudo, as médias das populacdes
mantiveram significativas altas ao longo dos tempos estudados nas
temperaturas de -196°, -20° e 6°C.

A taxa de germinacéo no periodo de tempo de armazenamento de 0 dias
foi de 73% para Arinos e Mirabela e 23% para Serranépolis. Pivetta et al. (2005),
ao compararem a germinacao de trés espécies de Arecaceae, concluiram que a
maturidade fisiolégica apds a colheita dos frutos influencia consideravelmente a
taxa de germinacéo das sementes. Teixeira et al. (2011) verificaram que para a
palmeira Archontophoenix alexandrae a germinagdo sofre influéncia de
tratamentos realizados antes do armazenamento. A fermentacdo dos frutos por
trés dias e o despolpamento apos a coleta, influenciaram negativamente na
germinacdo de sementes armazenadas por 120 dias. Penariol (2007)
trabalhando com Roystonea regia e Luz et al. (2014) com Sabal mauritiiformis,
descrevem a influéncia do estadio de maturacdo na germinacdo de sementes de
Arecaceae ap6s armazenadas. Assim, é possivel que o comportamento
observado entre as altas taxas de germinacdo de Arinos e Mirabela para com
Serrandpolis pode ser devido a sazonalidade e o periodo de coleta dos frutos,
ndo podendo excluir também possiveis efeitos do manejo dos frutos, desde o

momento da coleta até o processamento.

4.3. Criopreservacao de embrides zigoticos

A curva do teor de umidade dos embrides zigoticos em funcao do tempo
de dessecacéo pode ser visualizada na Figura 4. Apos o periodo de hidratacéo,
o teor de umidade inicial dos embrides zigoticos nas trés populacdes foi de
69,6% para Arinos, 72,9% para Mirabela e 77,8% para Serranépolis. Nas duas
primeiras horas de dessecacgéo, em camara de fluxo laminar, a umidade caiu
expressivamente em todas as populacdes estudadas, embora tenha sido gradual

e estabilizado com o passar do tempo.
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Figura 4. Teor de umidade de embrides zigoticos de populacdes de Butia capitata
(a: Arinos, b: Mirabela e c: Serranopolis) em funcdo do tempo de
dessecacdo. Equacbes da regressdo: Arinos y = 0,8817x? - 14,369x +
59,44; R2 = 85,75%; Mirabela y = 0,9049x? - 15,029x + 64,335; R2 =
90,65%; Serrandpolis y = 0,9452x2 - 16,035x + 68,878; R2 = 91,26%.

Os embrides excisados da populacdo de Arinos apos duas horas de

exposicdo ao fluxo apresentaram teor de umidade de 18,9%, 13,6% apos 4
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horas, 7,7% ap0s 6 horas, mostrando estabilizacdo ap6s 8 horas de dessecacao,

guando apresentou 6,9% de umidade.

Para os embrides excisados de Mirabela, apds duas horas de exposi¢cao
ao fluxo, a umidade diminui para 25,9%. Apos 4 horas de exposicéo ao fluxo a
umidade reduziu para 14,2%, 10,4% apdés 6 horas e atingindo a estabilidade em

8 horas de dessecacéao com 8,5% de umidade.

Para os embrides excisados da populacdo de Serrandpolis, apos duas
horas de exposicao ao fluxo, o teor de umidade diminui para 26%. Apo6s 4 e 6
horas, para 18% e 9%, respectivamente, com valores estabilizados apés 8 horas,

com teor de umidade de 5,1%.

Pode ser observado neste experimento (Figura 5) que, de modo geral,
embribes das populacdes de Arinos, Mirabela e Serrandpolis, que ndo foram
submetidos ao nitrogénio liquido (tratamento controle) apresentaram meédias de
germinacao que nao diferiram ao longo dos periodos de dessecacao. A menor
valor obtido foi de 56,6% de germinacdo para as populacbes de Arinos e
Mirabela, ap0s 2 horas de dessecacéo, e 86% de germinacgéo para Serranépolis,

apos 8 horas de dessecacéo.

A taxa de germinacao inicial observada para o tratamento controle foi de
76% para a populacao Arinos, 76% para Mirabela e 86% para Serranopolis, ou
seja, quando os embrides ndo foram mergulhados em nitrogénio liquido.
Contudo, para os embrides criopreservados no tempo 0 horas (sem dessecacéo
em fluxo de ar), por causa da alta umidade, ndo houve germinacédo dos mesmos,

0 que diferenciou estatisticamente os tratamentos (-NL e +NL).

Os embrides da populacdo de Arinos, apés 2 horas de dessecacéo e
mergulhados em nitrogénio liquido, apresentaram 23% de germinacao, diferindo
estatisticamente dos embrides que nao foram submetidos ao nitrogénio durante
o mesmo periodo (média de aproximadamente 57%). Pdde-se observar que a
partir de 4 horas de dessecacédo, as médias de germinacédo relativas aos
embrides criopreservados néo diferiram entre si, mantendo uma taxa superior a
76% (Figura 5).
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Figura 5. Germinacao de embrides zigoticos de populacdes de Butia capitata (a:
Arinos, b: Mirabela e c: Serranopolis) em funcdo do tempo de
dessecacdo: As médias seguidas pela mesma letra mailscula néao
diferem entre si para os embrides mergulhados em nitrogénio liquido
(+NL) ou ndo mergulhados (-NL) e as médias seguidas pela mesma letra
minuscula nédo diferem entre si ao longo do tempo pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. Equac¢fes da regressao: Arinos y-nL=
-0,5357x + 68,4524 R?=10,44% N.S. e y+nL=-10,08x? + 19,46x + 0,8730
R?= 86,02%**; Mirabela yn.=-0,5952x + 68,3333 R?=12,02% N.S. e y
#NL= -1,2259%2 + 19,82x + 0,3968 R?= 86,28%**; Serrandpolis y (nL= -
0,7436x + 80,11 R2=9,22% N.S. e y (#nL= -1,1607x2 + 18,27x + 4,528
R?= 88,57% **; sendo N.S.= ndo significativo e **= altamente
significativo.
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Estes valores sdo semelhantes aos observados pelos embrides nao
mergulhados em nitrogénio, exceto para o periodo de 12 horas, onde a
germinacao dos embrides expostos a temperatura ultrabaixa se sobressaiu em

relacdo ao controle (-NL) (Figura 5).

Embrides excisados da populacdo de Mirabela e mergulhados em
nitrogénio liquido, entre os periodos de 2 e 4 horas, apresentaram as menores
meédias para a germinacdo, com média de 40 e 43%, respectivamente, ndo
diferindo estatisticamente entre si. A maior média para germinacao foi alcancada
no periodo de 6 horas, onde os embrides, com aproximadamente 10% de
umidade, atingiram 93% de emissdo de radicula (germinacdo) e diferiram
estatisticamente dos embrides ndo mergulhados em nitrogénio liquido. Nos
periodos de dessecacao superiores a 6 horas, as médias de germinacao se
mantiveram estaveis em relacdo aos embrides criopreservados ou nao (Figura
5).

Para Serrandpolis, os embrides excisados e mergulhados em nitrogénio
liguido apresentaram média de 36% de germinacdo ap6s 2 horas de
dessecacdao, sendo significativamente inferior aos demais tempos. Apés 4 horas,
verificou-se um aumento para 76% na taxa de germinacdao, valor que se manteve
nos periodos seguintes. A diferenca estatistica entre os embrides mergulhados
e ndo mergulhados ocorreu somente nos periodos de 2 e 6 horas de
dessecacao. A taxa de germinacao foi 70% e 36,6% em 2 horas e 83,3% e 60%
em 6 horas de exposicdo ao fluxo laminar, respectivamente, para embriées néo

mergulhados e mergulhados em nitrogénio liquido (Figura 5).

Nos experimentos de criopreservacdo de Butia capitata, as melhores
taxas de germinacdo foram obtidas a partir de 4 horas de dessecacdo dos
embrides zigdticos, onde o teor de umidade foi inferior a 18% nas trés
populacdes. Esse resultado indica que a espécie tolera a dessecacao a baixos
niveis (x 5%) e o armazenamento em temperaturas ultra-baixas, estas que sao
caracteristica de plantas produtoras de sementes com comportamento ortodoxo
(Bonner, 2008).

Outras palmeiras também apresentaram tolerdncia a dessecacgdo e

armazenamento em nitrogénio liquido. N’Nan et al. (2012) concluiram que a
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criopreservacao de embrides de Cocos nucifera, apos dessecacgdo em silica-gel,
é viavel, além de possibilitar o controle fitossanitario para o estabelecimento de
colecdes de germoplasma. Ainda para esta espécie, Sisunandar (2014)
observaram que a maturidade do embrido tem relacdo com a taxa de germinacao
e formacdo de plantas completas para os embrides que foram ao nitrogénio
liquido. A exposicao ao nitrogénio liquido de sementes de Elaeis guineenses com
tegumento mostrou-se eficaz, sugerindo ndo ser necessario o resgate dos

embrides zigbticos e nem o uso de crioprotetores (Camilo et al. 2009).

De acordo com Dickie et al. (1992), o comportamento que as sementes
de palmeiras possuem ao armazenamento em temperaturas ultra-baixa,
associado ao teor umidade podem estar relacionadas a fatores fisicos locais
onde a espécie se desenvolve. Estes autores sugerem que espécies ortodoxas
normalmente sao pertencentes a habitats secos, onde naturalmente suas
sementes ficam expostas a baixa umidade e que as espécies recalcitrantes e
intermediarias sdo encontradas em ambientes onde ndo ha variacfes
significativas na umidade. O comportamento observado da espécie B. capitata
corrobora com o descrito por esses autores, ja que encontram-se em uma area

de Cerrado que apresenta uma longa estacéo seca (Faleiro e Neto, 2008).

O desenvolvimento de plantas inteiras esta associado a emissao inicial
da bainha foliar e, posteriormente, a formacao do edfilo. Na Tabela 4 pode ser
observado que as percentagens de formacdo de parte aérea sdo préximas
daquelas que indicam a formacao de plantas completas para todas populacdes
estudadas. As taxas de germinacdo foram maiores que as percentagens de
desenvolvimento da parte aérea e plantas inteiras, em todos os tempos e para
todas as populacdes, sugerindo que para desenvolver plantas completas é
necessario a formacéao de edfilos. Martins-Corder e Saldanha (2006) observaram
que para a espécie Euterpe edulis 0 sucesso na sobrevivéncia de mudas esta
relacionado com o melhor desenvolvimento da parte aérea e do diametro do colo.

Esses resultados demonstram que a técnica de criopreservacao é viavel
para a manutencéo ex situ de germoplasma de diversas espécies, como € 0 caso
das palmeiras. No presente estudo foi possivel definir a faixa de umidade ideal

para exposicdo dos embrides zigoticos ao nitrogénio liquido que promovesse
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altas taxas de germinacao, sugerindo ter-se obtido um protocolo a ser aplicado

para a conservacao da espécie.

Tabela 4. Formacéo de parte aérea e da planta completa a partir de embrifes
zigoticos, oriundos de trés populacdes de B. capitata, submetidos a
diferentes tempos de dessecacdo, mantidos (+NL) ou ndo mantidos
(-NL) em nitrogénio liquido.

Tempo de Formacéo de parte aérea (%) Planta completa (%)
Populacéo dessecacéo
(h) () NL (+) NL () NL (+) NL
0 46,6+9,0 aA 0,0cB 46,6+9,0 aA 0,0 cB
2 30,0+8,0 aA 16,6+5,0 bcA 30,0+8,0 aA 13,3+4,0 bcA
4 50,0+9,0 aA 50,0+9,0 abA 40,049,0 aA 50,0+9,0 aA
Arinos 6 33,3+8,0 aB 60,0£9,0 aA 33,0+8,0 aB 60,0+9,0 aA
8 26,6+7,0 aA 46,6+9,0 abA 26,0+7,0 aA 46,049,0 abA
10 46,649,0 aA 60,0£9,0 aA 46,6+9,0 aA 60,0+9,0 aA
12 30,0+8,0 Aa 63,3+9,0 Aa 26,0+9,0 aA 60,0+9,0 aA
0 46,6+9,0 aA 0,00 cB 46,6+9,0 aA 0,0+0 cB
2 30,0+7,0 aA 10,03,0 cA 30£7,0 aA 10+3,0 cB
4 50,0+9,0 aA 26,6+7,0 cbB 43,3+9,0 aA 23,3+6,0 bcA
Mirabela 6 33,3+8,0 aB 66,68,0 aA 30+8,0 aB 63,3+8,0 aA
8 26,6+7,0 aB 53,3+9,0 abA 26,6+7,0 aB 53,3+9,0 abA
10 46,629,0 aA 46,6+9,0 abA 43,3+9,0 aA 46,649,0 abA
12 30,0+7,0 aA 26,6+7,0 chA 26,6+7,0 aA 23,3+7,0 bcA
0 73,3x7,0 aA 0,0+0 cB 70+7,0 aA 0,0+0 cB
2 56,6+9,0 aA 16,6%5,0 cbB 56,6+9,0 aA 16,645,0 bcB
4 56,6£9,0 aA 56,6+8,0 aA 53,349,0 aA 56,6+8,0 aA
Serranopolis 6 60,0+9,0 aA 5049,0 abA 56,6+9,0 aA 43,3+8,0 abA
8 76,67,0 aA 66,68,0 aA 73,37,0 aA 63,38,0 aA
10 50,0£9,0 aA 63,318,0 aA 46,618,0 aA 63,318,0 aA
12 66,618,0 aA 66,619,0 aA 66,6+9,0 aA 50+9,0 abA

As médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e as médias seguidas pela mesma
letra mindscula na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

4.4. Aclimatizacéo

Das plantas provenientes dos experimentos de conservagdo de
sementes e criopreservacdo de embribes zigoticos, observou-se taxas de
sobrevivéncia de 71% e 82%, respectivamente, durante os dias iniciais de pré-

aclimatizacdo em camara de germinacéao (Figuras 5 A e B). Uma das alternativas
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para aumentar o sucesso na etapa de aclimatizacao € gradualmente exp6-lo em
contato com as condigBes externas. Esse processo é conhecido como pré-
aclimatizacado. Em trabalhos com A. aculeata, Borcioni e Negrelle (2012) e Luis
(2013) transferiram plantas germinadas em meio de cultura para um recipiente
contendo substrato vedado com saco plastico transparente para evitar a
dessecacao excessiva, porém permitindo a passagem de luz. Nesses casos, a
retirada do saco plastico foi feita de forma gradual, por meio de cortes nas
extremidades, em intervalo de 24 horas, até retirada completa da cobertura apos

72 horas.

Apés 40 dias em céamara de crescimento (Percival), as plantas
sobreviventes foram transferidas para casa de vegetacao para o seu completo
desenvolvimento e finalizacdo do processo de aclimatizacdo. Nessa segunda
fase, de maneira geral, as plantas foram tolerantes as novas condi¢fes de
cultivo, tendo em vista a taxa de sobrevivéncia ter sido superior a 90% (Figura
5C).

O processo de aclimatizacdo consiste em submeter uma planta que
desenvolveu em ambiente controlado as condi¢cdes de campo de forma gradual,
permitindo condi¢gbes para sua sobrevivéncia e crescimento (Ledo et al., 2007;
Santos et al.,, 2007). Nas condi¢Bes impostas durante o periodo in vitro, as
plantas encontram dificuldades para a transicdo do mecanismo heterétrofo para
o autétrofo (Bezerra, Aloufa e Lichston, 2009), devido a aspectos estruturais
anatdbmicos, como espacos intercelulares, sistema vascular pouco desenvolvido,
baixa capacidade de sustentacdo pela pouca quantidade de tecidos, como
esclerénquima e colénquima e estbmatos nao ou pouco funcionais (Campostrini
e Otoni, 1996).

As plantas cultivadas in vitro desenvolvem em meio de cultura no qual
difere tanto em aspectos fisicos quanto em aspectos quimicos do solo. Ledo et
al. (2007) em trabalhos com a espécie C. nucifera germinaram embrides in vitro
e, apos 210 dias, as plantas foram transferidas para substrato contendo areia
para a aclimatizacéo e, em seguida, transferidas para casa de vegetacao. Angelo
et al. (2011) trabalhando com Elaeis guineenses e E. oleifera apds germinar in
vitro embrides zigéticos de ambas as espécies, conseguiram melhores
resultados na aclimatizagdo de plantas que apresentavam maior sistema
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radicular. Em trabalho com E. guineenses, Padua (2012) verificou que esta
palmeira tem uma melhor taxa de aclimatizacdo quando apresentam melhor
desenvolvimento radicular no momento da transferéncia do meio de cultura para

0 substrato.

Além de fatores ligados ao vegetal, o sucesso da aclimatizagdo também
esta relacionado com o recipiente (Santos, 2007; Couto et al. 2010), o
sombreamento (Sousa e Silva, 1999), o substrato utilizado (Silva et al., 2006;
Ledo et al., 2007) e comprimento da raiz (Bandeira et al., 2013). Neste trabalho,
fatores como a sele¢cédo de plantas com raiz acima de 2 cm de comprimento e
parte aérea com 2 ou mais folhas e uma etapa de pré-aclimatizacdo em camaras
de germinacdo, podem ter diretamente contribuido para que as taxas de
sobrevivéncia durante essa complexa fase de transicdo do meio in vitro para o

ex vitro fossem observadas.
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Figura 6.

Aclimatizagéo de plantas provenientes de germinacgao in vitro de Butia
capitata: A; plantas enraizadas antes do processo de aclimatizacéo. B;
pré-aclimatizacdo das plantas utilizando copo transparente para
isolamento e protecdo da planta. C; planta transferida para saco
plastico contendo solo em casa de vegetacéo.
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5. CONCLUSOES

e Frutos de B. capitata coletados da populacdo de Arinos apresentam
valores morfométricos, tais como comprimento, largura e massa fresca
do fruto e massa fresca da polpa de maneira geral, superiores aos
frutos coletados de populacfes de Mirabela e Serranépolis;

e Sementes de B. capitata com umidade préxima a 5% apresentaram 0s
melhores valores de germinagdo, apds serem conservadas em
temperaturas negativas de -20°C e de nitrogénio liquido (-196°C) por
360 dias.

e Embrides zigoticos de B. capitata sdo tolerantes a conservacdo em
nitrogénio liquido, podendo assim serem criopreservados em
temperaturas ultra-baixas, desde que se encontrem dentro de uma
faixa 6tima de umidade, preferencialmente entre 10 e 14%.

e Plantas oriundas da conservacao de sementes e criopreservacao de
embrides zigodticos apresentam taxa de sobrevivéncia superior a 90%

durante o processo de aclimatizacao.
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