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Nota Cientifica / Short Communication

Criopreservacao de uma espécie de butia ameacada de extincao
Cryopreservation of a threatened pindo palm species
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Resumo

Butia yatay é uma palmeira nativa do Rio Grande do Sul que encontra-se em risco de extingdo. Sua propagacao
¢ realizada por via sexuada, porém a germinagdo por sementes € baixa, lenta e desuniforme. Objetivou-se
estabelecer um protocolo de criopreservacao visando a conservagio da espécie. Foram testadas concentragdes
de sacarose em pré-tratamento de embrides antes do congelamento. Embrides de Butia yatay podem ser
criopreservados, com subseqiiente retomada do crescimento, quando submetidos ao prévio tratamento com
sacarose a 0,4 M. Neste estudo, os embrides foram congelados por 10 dias, indicando que o pré-tratamento
possibilita a conservagdo de Butia yatay por longo tempo.
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Abstract

Butia yatay is a palm tree native of Rio Grande do Sul that is in danger of extinction. Its propagation is carried
out sexually, however, the seed germination is low, slow and uneven. Thus, a cryopreservation protocol was
established aiming at the conservation of the species. Concentrations of sucrose were tested on embryo pre-
treatment before freezing. Butia yatay embryos can be cryopreserved, with subsequent growth recovery, when
they are submitted to previous treatment with 0.4 M sucrose. In this study, the embryos were frozen for 10
days, indicating that pretreatment allows the conservation of Butia yatay for a long time.
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O género Butia ocorre naturalmente em
paises como Paraguai, Argentina, Uruguai e Brasil
e possui 20 espécies, das quais 19 sdo encontradas
no Brasil. Destas, oito ocorrem no Rio Grande do
Sul, como o Butia yatay (Mart.) Becc. (Hoffmann
et al. 2014), encontrado de forma restrita nos
municipios de Girua e Quarai, e em estado de
perigo (FZB 2016; Eslabao et al. 2016).

Alternativa para a conservacao de espécies
de Butia, a criopreservagao propicia diminui¢ao
ou até mesmo paralisagdo do metabolismo celular
(Meletti et al. 2007; Kaczmarczyk et al. 2011),
redugdo ou eliminagdo de danos causados no

DNA, diminui¢do na necessidade de avaliagdes
periddicas e controle da viabilidade, além do
armazenamento em pequenos volumes e por
periodo ilimitado (Engelmann 2011).

No entanto, a maioria dos explantes utilizados
na criopreservagao contém quantidades elevadas
de 4gua intracelular e sdo extremamente sensiveis
a lesoes de congelamento causadas pela formagao
de cristais de gelo quando expostos a baixas
temperaturas (Reed 2008). Em fun¢ao disso, para
evitar os danos causados pela cristalizagao da agua,
as células devem ser desidratadas artificialmente,
0 que ¢ uma etapa importante para elaboragdo de

' Sagres Agenciamentos Maritimos Ltda., R. Santa Cruz 500, 96015-710, Pelotas, RS, Brasil.
2 Embrapa Clima Temperado, Rod. BR-392, km 78, C.P. 403, 96001-971, Pelotas, RS, Brasil.
* Universidade Federal de Pelotas, Inst. Biologia, Depto. Botanica, Campus Universitario s/n, C.P. 354, 96010-900, Pelotas, RS, Brasil.

* ORCID: <https://orcid.org/0000-0002-8438-8326>

* Autor para correspondéncia: leonardo.dutra@embrapa.br



2de4

protocolos de criopreservacao (Panis et al. 2005;
Gonzalez-Arnao ef al. 2008; Engelmann 2011).

Visando a proteg¢do dos explantes, sdo
realizados pré-tratamentos com substancias
crioprotetoras que, ao mesmo tempo em que
desidratam os tecidos, promovem protegdo extra
e intracelular. Solug¢des supersaturadas com
acUcares possuem alta viscosidade e previnem
lesdes celulares por congelamento de fluidos
via interceptacdo de sais (NaCl). Em razdo da
alta viscosidade, em temperaturas negativas, as
moléculas de agua ficam aprisionadas entre as
moléculas do agucar, inibindo a formacdo de
cristais de gelo (Hubalek 2003; Morgan et al.
20006).

Considerando que ndo existem trabalhos
com conserva¢do de longo prazo de B. yatay,
espécie ameacgada de extingdo, objetivou-se
estabelecer um protocolo de criopreservagao.

Frutos de Butia yatay foram coletados em
area experimental da Embrapa Clima Temperado,
Pelotas/RS (31°40°41,29”S, 52°26°22,05”W e
altitude de 70 m). Sementes foram extraidas do
epicarpo, imersas em alcool etilico 70% (v/v) por
60 segundos ¢ em solugdo de NaCl 2,5% contendo
0,5 mL de acido dodecilbenzeno sulfénico por
20 minutos, seguida de triplice lavagem em
agua destilada e autoclavada. Posteriormente, os
opérculos foram removidos e as sementes foram
embebidas por quatro horas em agua destilada
autoclavada para extragdo dos embrides.

Apbs serem excisados, os embrides foram
submetidos aos seguintes tratamentos: (a)
congelamento em nitrogénio liquido sem pré-
tratamento; (b), (c¢) e (d) pré-tratamento por
imersdo em solugdo de sacarose 0,4; 0,75 ¢ 1,2
M, respectivamente, por 60 minutos, seguida
de imersdo em solugdo PVS2 (30% glicerol,
15% etileno glicol, 15% dimetil sulfoxido, 0,4
M sacarose, dissolvidos em sais de MS) por 20
minutos a 25 °C e congelamento em nitrogénio
liquido.

Decorridos 10 dias de congelamento, os
embrides foram descongelados a 37 °C por 2
minutos em banho maria, lavados em solucdo
de sacarose 1,2 M e inoculados em placas de
Petri contendo meio de cultura MS (Murashige
& Skoog 1962) com 1 mg L' de 2,4-D, carvdo
ativado a 1,5% p/v, sacarose a 3% p/v e agar a
0,5%. Posteriormente, foram mantidos em sala
de crescimento sob temperatura de 23 + 2 °C,
densidade de fluxo de fotons de 42 umol.m™s! e
fotoperiodo de 16 horas, durante 30 dias.
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Uma parte dos embrides foi inoculada
diretamente em meio de cultura MS para
avaliacdo da viabilidade, nas mesmas condi¢des
de crescimento dos embrides criopreservados.
Os embrides possuiam teor médio de umidade
de 27,93%.

Decorridos 30 dias, avaliou-se a percentagem
de germinagdo ¢ o comprimento médio da parte
aérea e de raizes.

Utilizou-se delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticdes contendo 10
embrides por tratamento. Foram analisados
o percentual de embrides germinados e os
comprimentos de parte aérea e de raizes. As
analises estatisticas foram realizadas com o
programa SISVAR versdo 5.1 (Ferreira 2014).

Os embrides utilizados para caracterizar
a amostra possuiam alta viabilidade, com 92%
de germinagdo ¢ plantas com 15,57 mm ¢ 17,86
mm de comprimento da parte aérea e de raizes,
respectivamente, apds 30 dias da inoculagdo em
meio de cultura.

Quando submetidos ao congelamento
sem nenhum pré-tratamento, os embrides nao
sobreviveram (Tab. 1). Provavelmente, a auséncia
de solugdes crioprotetoras levou a formagdo de
cristais de gelo intra-celular, promovendo danos
celulares irreversiveis e, conseqiientemente,
a morte celular. Este resultado confirma a
necessidade do pré-tratamento dos explantes
visando a criopreservacao.

Os embrides pré-tratados com solugdo de
sacarose 0,4 M apresentaram maior porcentagem
de germinacdo e comprimentos da parte aérea
e de raizes apos a criopreservacdo (Tab. 1). O
percentual de germinacao obtido neste tratamento
foi igual ao dos embrides utilizados na avaliagao
da viabilidade, ou seja, ndo sofreram nenhum tipo
de tratamento. Isto indica que o pré-tratamento
com o crioprotetor sacarose a 0,4 M foi eficiente
e manteve a viabilidade dos embrides durante o
congelamento em nitrogénio liquido.

Dias et al. (2015) e Frugeri (2016), obtiveram
percentuais de 70% ¢ 86% de germinacgao
de embrides de Butia capitata. A estratégia
utilizada por estes autores foi a promog¢do da
desidratagdo dos embrides por dessecacdo. Em
contrapartida, Salomao et al. (2017) observaram
100% de germinacdo em embrides de Butia
eriospatha criopreservados sem qualquer pré-
tratamento antes da criopreservacdo. Por outro
lado, neste trabalho, a preserva¢ao da integridade
das estruturas celulares foi obtida pelo uso de
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Tabela 1 — Porcentagem de germinagao, comprimento da parte aérea e de raizes de embrides zigdticos de butiazeiro
pré-tratados com diferentes concentragdes de sacarose e criopreservados em nitrogénio liquido. Embrapa Clima

Temperado, Pelotas, RS, 2018.

Table 1— Percentage of germination, shoot and root length of cryopreserved zygotic embryos of pindo palm in liquid nitrogen pretreated
at different concentrations of sucrose. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2018.

Tratamentos Germinagao (%) Parte aérea (mm) Raizes (mm)
Controle (sem pré-tratamento) Oc Oc 0b
Sacarose 0,4 M 92 a 10,25 ab 8,37 ab
Sacarose 0,75 M 28Db 6,33 be 5,01b
Sacarose 1,2 M 4c Oc 0b

pr > fc: 0,0000 0,0000 0,0004
c.v. (%): 21,71 67,30 91,12

* Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5 % de probabilidade de erro.

crioprotetor, promovendo tanto a desidratagdo
quanto a osmoprote¢ao dos embrides de B. yatay.

De acordo com Castro et al. (2011), pré-
tratamentos com crioprotetores devem ser testados
em fungdo da espécie e tipo de explante, o que
¢ imprescindivel para a escolha da técnica de
criopreservagdo a ser utilizada (Panis & Lambardi
2005).

O alto percentual de germinacgdo dos
embrides criopreservados provavelmente se deu
em fungdo da protecdo extracelular promovida pelo
pré-tratamento com sacarose 0,4 M e intracelular
pelo uso do PVS2, evitando a formacdo de
cristais de gelo e a conseqiiente morte dos
embrides. De acordo com Pereira & Marques
(2008), os crioprotetores impermeaveis, como
a sacarose, devem ser utilizados em associagdo
com aqueles permeaveis, como o PVS2, para
que possam penetrar em maior quantidade nas
células, prevenindo a formagao de cristais de gelo
e diminuindo a toxicidade em fung¢do da menor
concentragdo necessaria.

A sacarose tem sido utilizada durante a
fase de pré-cultivo dos explantes previamente a
imersdo em solugdes crioprotetoras (Shatnawi
& Johnson 2004). Este dissacarideo promove
a estabilidade da membrana plasmatica; tem a
capacidade de preservar as proteinas da membrana
por meio da substituicdo da agua presente entre
as cadeias de aminoacidos, mantendo a proteina
estavel e evitando sua desnaturagdo (Leslie ef al.
1995); retira por efeito osmoético a agua livre e
leva a célula a desidrata¢do (Vajta 2000; Pereira
& Marques 2008).
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Por outro lado, os embrides pré-tratados com
sacarose 0,75 e 1,2 M tiveram significativa reducao
na porcentagem de germinagdo e tendéncia de
redugdo nos comprimentos da parte aérea e de raizes
em relagdo ao pré-tratamento com 0,4 M (Tab. 1),
possivelmente em fungdo de choque osmético em
suas células, ocasionando acentuada desidrata¢ao
e rompimento das membranas plasmaticas quando
submetidos ao congelamento. De acordo com Caldas
et al. (1998), embora a sacarose seja determinante
no crescimento e desenvolvimento das plantulas, sua
elevada concentragdo pode provocar efeito negativo
no crescimento e estresse osmotico.

O protocolo de criopreservacao definido no
presente estudo € o primeiro a ser realizado com
B. yatay, uma espécie de ocorréncia restrita ¢ em
risco de extingdo, sendo importante alternativa para
garantir a conservacdo desta espéciec ameacada.
Embora as respostas sejam variaveis em fungéo do
gendtipo, espera-se que a metodologia estabelecida
possa ser empregada para outras espécies de Butia.

Embrides de Butia yatay podem ser
criopreservados, com subseqiiente retomada do
crescimento, quando submetidos ao pré-tratamento
com sacarose a 0,4 M.
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