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Resumo

TANIGUCHI, Marisa. PROTOCOLOS PARA CONSERVACAO EX SITU DE
RECURSOS GENETICOS DE BUTIA (ARECACEAE) E SOLANUM
(SOLANACEAE). 2022. 201 f. Tese (Doutorado em Fisiologia Vegetal) -
Programa de Pés-Graduacdo em Fisiologia Vegetal, Instituto de Biologia,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

Buscar alternativas que conservem 0s recursos genéticos nativos e silvestres da
biodiversidade brasileira € extremamente necessario, pela manutencdo da
diversidade vegetal e para garantir o futuro da base alimentar humana. Dessa
forma, o presente estudo visa adaptar protocolos de conservacdo ex situ que
podem atender a conservacado em longo prazo de espécies do género Butia e
espécies de batata silvestre. Para espécies de Butia foram realizados o cultivo
in vitro, a organogénese e metodologias de criopreservacdo. Para o género Butia
obteve-se éxito no cultivo in vitro das trés espécies analisadas, utilizando 4,5 pM
de 2,4-D (4cido 2,4 diclorofendxiacético), alcancando 90% de germinagdo em
Butia odorata (Barb. Rodr.) Noblick, 80% para Butia lallemantii (Deble &
Marchiori) e Butia exilata Deble & Marchiori. Para organogénese o tratamento
com 35,60 uM de silicio, promoveu o desenvolvimento de parte area sendo 96%
para B. odorata, 88% para B. lallemanti e 75% para B. exilata. Na
criopreservacdo os melhores resultados foram obtidos com a adaptacdo da
droplet vitrificagdo, com 80% de germinagcao dos embrides criopreservados de
B. odorata, 65 % para B. lallemantii e 75% para B. exilata. O presente trabalho
permitiu a criopreservacao das trés espécies do género Butia, podendo assim
disponibilizar esse material genético em criobancos, ressaltando que esses
resultados sdo inéditos para as espécies para B. lallemantii e B. exilata. Para as
espécies de batata silvestre realizou-se a micropropagacdo, a producdo de
unidades encapsulaveis e a germinacdo de sementes boténicas e a
criopreservacao, utilizando a metodologia de congelamento rapido, tanto para
material vegetal estabelecido in vitro, como para sementes botanicas. Na
micropropagacao nao houve diferencas significativas para a concentracdo de
sais do meio de cultivo e sem necessidade da utilizagcdo de reguladores de
crescimento, para inducdo de brotacdes ou enraizamento, obtendo-se mais de
90% de aclimatizacao para as plantulas de, S. chacoense, S. malmeanum e S.
calvencens. Para a composicdo da matriz de encapsulamento, o melhor
resultado foi com 50% de sais do meio de cultivo em que houve 96% de
germinacao das capsulas de S. chacoense. Na criopreservacdo ocorreram 82%
de regeneracdo de gemas de S. chacoense, 72% para S. malmeanum na
metodologia de encapsulamento, saturacdo e vitrificardo, enquanto para S.
calvencens houve 96% de regeneracdo das gemas no encapsulamento e
vitrificacdo. Para a germinacdo das sementes botéanicas, indica-se o tratamento
T2 (imersdo em solugéo contendo 250 uM de GAs), em que 92% de germinacao
ocorreu em S. malmeanum, 40% para S.commersonii e S. tuberosum 72%. Na
criopreservacgéo de sementes botanicas com imersdo em PVS2 por 30 minutos,
atingiu-se 68% em S. malmeanum, 28% S. commersonii e 65% S. tuberosum de
germinacao.

Palavras-chave: Criopreservacao; Extingdo; Pampa; Recursos Genéticos.



Abstract

TANIGUCHI, Marisa. PROTOCOLS FOR EX SITU CONSERVATION OF
BUTIA (ARECACEAE) AND SOLANUM (SOLANACEAE) GENETIC
RESOURCES. 2022. 201f. Thesis (Doctorate in Plant Physiology) - Postgraduate
Program in Plant Physiology, Institute of Biology, Federal University of Pelotas,
Pelotas, 2020.

Searching for alternatives that conserve the native and wild genetic resources of
Brazilian biodiversity is extremely necessary, for the maintenance of plant
diversity, and to guarantee the future of the human food base. Thus, the present
study aims to adapt ex situ conservation protocols that can meet the long-term
conservation of species of the Butia genus and wild potato species. For Butia
species, in vitro cultivation, organogenesis and cryopreservation methodologies
were carried out. For the genus Butia, success was achieved in the in vitro
cultivation of the three analyzed species, using 4.5 pM of 2,4-D (2,4-
dichlorophenoxyacetic acid), reaching 90% germination in Butia odorata (Barb.
Rodr.) Noblick, 80% for Butia lallemantii (Deble & Marchiori) and Butia exilata
Deble & Marchiori. For organogenesis, the treatment with 35.60 uM of silicon
promoted the development of part area, being 96% for B. odorata, 88% for B.
lallemantii and 75% for B. exilata. In cryopreservation, the best results were
obtained with the adaptation of droplet vitrification, with 80% germination of
cryopreserved embryos of B. odorata, 65% for B. lallemantii and 75% for B.
exilata. The present work allowed the cryopreservation of the three species of the
genus Butia, thus making this genetic material available in cryobanks,
emphasizing that these results are unprecedented for the species for B.
lallemantii and B. exilata. For wild potato species, micropropagation, production
of encapsulable units and germination of botanical seeds and cryopreservation
were carried out, using the rapid freezing methodology, both for plant material
established in vitro and for botanical seeds. In micropropagation there were no
significant differences for the concentration of salts in the culture medium and
without the need to use growth regulators to induce shoots or rooting, obtaining
more than 90% of acclimatization for the seedlings of S. chacoense, S.
malmeanum and S. calvencens. For the composition of the encapsulation matrix,
the best result was with 50% of salts from the culture medium in which there was
96% germination of S. chacoense capsules. In cryopreservation, 82% of S.
chacoense bud regeneration occurred, 72% for S. malmeanum in the
encapsulation, saturation and vitrification methodology, while for S. calvencens
there was 96% of bud regeneration in encapsulation and vitrification. botanical
seeds, treatment T2 (immersion in a solution containing 250 pM of GA3) is
indicated, in which 92% germination occurred in S. malmeanum, 40% for
S.commersonii and 72% for S. tuberosum. In the cryopreservation of botanical
seeds with immersion in PVS2 for 30 minutes, 68% germination was reached in
S. malmeanum, 28% S. commersonii and 65% S. tuberosum.

Keywords: Cryopreservation, Extinction, Pampa, Genetic Resources.
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Capitulo 1

CONSERVACAO EX SITU E A CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS



1. Introducéo Geral

Atualmente as alteragBes climaticas, observadas na Terra, tais como o
aumento da temperatura, distribuicao irregular de chuvas e elevacéo do nivel do
mar, estdo relacionadas ao efeito estufa e sdo alvo de estudos globais
(CHAPPELKA; GRULKE 2016). Os gases responsaveis por essas mudancas
climéticas, como o dioxido de carbono, o metano, o 6xido nitroso e outros
contaminantes para o ambiente da Terra, aumentaram rapidamente nos ultimos
100 anos (CHAVES et al. 2017). Essa atuacdo dos gases de efeito estufa,
alterando de maneira fisica e quimica o clima, impacta negativamente todos 0s
ciclos biolégicos (CLIMATE CHANGE EVIDENCE; CAUSES, 2020).

Deste modo, os organismos integrantes da biodiversidade vegetal, podem
perder caracteristicas de crescimento, desenvolvimento, aspectos ligados a
constituicdo de flores, frutos e, consequentemente, de reproducdo, essencial
para a perpetuacao destas espécies (LE TREUT et al., 2007; CIDADANIA, MEIO
AMBIENTE E SUSTENTABILIDADE, 2017). Calcula-se que de cada seis
espécies, uma possivelmente sera afetada e poderd ser extinta, devido ao
aquecimento global e, a América do Sul, é considerada uma das regibes do
planeta que tera grande impacto (URBAN, 2015).

Além disso, os biomas enfrentam varias adversidades antropicas e, frente
aos efeitos das mudancas climaticas, apresentardo perdas incalculaveis para os
ecossistemas e os sistemas humanos. Neste contexto, a conservacao ex situ de
recursos genéticos torna-se uma estratégia, que pode reduzir os impactos
negativos, causados a biodiversidade vegetal. Para conservacdo ex situ, a
utilizacdo da biotecnologia destaca-se, com as técnicas de cultura de tecidos
vegetais, que possibilita resguardar as espécies da ameaca de extincao
(PADUA, 2018). Além disso, o estabelecimento de protocolos in vitro, para a
conservacao de espécies selvagens ou nativas, permitem a criacdo de bancos
de dados de referéncia para futuros estudos (CORDEIRO et al., 2012).

A escolha da técnica de conservacao in vitro depende do tipo de cultura e
de condigbes disponiveis no laboratorio (SILVA et al, 2018).
Consequentemente, varios protocolos alternativos sédo desenvolvidos para se

adaptarem as espécies conservadas, sendo importantes o tipo de explante e o



tempo de armazenamento, a fim de manter a capacidade de recuperacdo da
cultura (ENGELMANN 2008; SHIBLI et al., 2006). O processo mais indicado para
conservagao em longo prazo é a criopreservacao, método de conservacao que
permiti 0 acesso imediato ao germoplasma de interesse e mantém a diversidade
genética, sem comprometer sua estabilidade (ENGELMANN 2004; SHIBLI et al.,
2006; RAI et al., 2009).

Acdes e pesquisas para conservacdo de populacbes de espécies
vegetais, principalmente aquelas de elevada importancia ambiental,
socioeconbmica e ameacadas de extingdo, sdo extremamente importantes e
urgentes. Portanto, esse trabalho tem como objetivo principal, utilizar as
ferramentas da biotecnologia, para adaptar protocolos de conservacdo em longo
prazo para espécies do género Butia (Arecaceae) e espécies do género Solanum
(Solanaceae).
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2. Revisao de literatura

2.1 Conservacao ex situ de recursos genéticos vegetais

A biodiversidade ou diversidade biol6gica, normalmente é apresentada
como a riqueza de espécies existentes em uma dada regido (GANEN;
DRUMMOND, 2011). Essa riqueza tem sido cada dia mais ameacada, devido ao
aumento das atividades extrativistas, aliado a intensificacdo das atividades
socioeconémicas e as mudancas climéticas, consideradas umas das maiores
preocupacdes mundiais da atualidade (PECL et al., 2017).

Existem estratégias para proteger espécies em perigo de extincdo sob a
forma de conservacdo in situ e ex situ (NASCIMENTO et al., 2015). A
conservacao in situ é a conservagdo de ecossistemas e habitats naturais e a
manutencao e recuperacao de populacdes viaveis de espécies em seu entorno
natural. A conservacdo ex situ é a manutencdo do recurso genético fora do
ambiente natural e utilizada para proteger cole¢des de plantas de uma potencial
ameaca de perda e para armazenar sementes ou materiais vegetais em
condi¢bes artificiais, manter sua viabilidade em longo prazo e disponibilidade
para uso (BOROKINI, 2013; MUTHONI; SHIMELIS; MELIS, 2019).

Iniciativas relacionadas a conservacao in situ e ex situ de espécies nativas
e as parentes silvestres de culturas (CWRs) também foram estabelecidas em
muitos paises (FAO, 2011). Destaca-se a necessidade de salvaguardar
estratégias para garantir a diversidade de plantas comestiveis e promover seu
uso sustentavel (CANTWELL et al., 2022).

Cabe considerar também, que a interferéncia humana intensifica a
necessidade de se utilizar métodos ex situ de conservacao, 0 que permite maior
garantia na sobrevivéncia das espécies e pode ser considerada mais eficiente
entre as formas de conservacéo de bancos de germoplasma de plantas (PINTO
et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2015). No Brasil, esfor¢cos tém se intensificado
na coleta e conservacao ex situ do germoplasma de espécies nativas e silvestres

relacionadas a importantes culturas.
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2.2 Cultura de tecidos vegetais como ferramenta para conservacao

A cultura de tecidos vegetais é amplamente empregada na area da
agricultura, horticultura, silvicultura e melhoramento de plantas. S&o um conjunto
de diferentes técnicas da biotecnologia, utilizadas para propagacdo em massa,
eliminagéo de virus, producdo de metabdlitos secundarios, moléculas projetadas
e clonagem in vitro, obtendo plantas livres de doencas, em larga escala e rapida
multiplicacdo de gendtipos de plantas raras (ALTPETER et al., 2016;
ESPINOSA; GARZA; SARCIA, 2018). Assim, a cultura de tecidos pode ser
indicada, para determinadas espécies quando suas caracteristicas botanicas
impedem ou dificultam a propagacéo convencional (PORTO, 2009).

O principio basico da cultura de tecidos € a totipotencialidade das células,
em que qualquer célula viva no organismo vegetal, contém a informacao
genética necessaria a regeneracdo de uma planta completa, ou seja, uma célula
vegetal j4 diferenciada pode ser induzida a voltar ao estado meristematico,
redefinindo seu padrao de diferenciacéo celular e desenvolvendo novos 6rgaos
e até mesmo individuos inteiros (PASQUAL et al., 1997; FEHER; PASTERNAK;
DUDITS, 2003; TERMIGNONI, 2005).

A cultura de tecidos, também pode ser aplicada para conservacao de
recursos genéticos, com a inclusdo em bancos de germoplasma, aumentando a
facilidade de troca de material genético (PINHAL et al., 2011; KELLER et al.,
2013; JUNGHANS; SOUZA, 2013). Além de possibilitar o armazenamento e
reproducdo de espécies, que apresentam sementes com comportamento
fisiologico intermediario ou recalcitrantes. Portanto, a cultura de tecidos
apresenta maior vantagem sobre os métodos convencionais de conservacao
para esses materiais vegetais (SIDDIQUE, 2003; KELLER, et al., 2013; OJO;
PANDE; NAILWAL,; 2018).

O sucesso da cultura de tecidos depende de varios fatores como o
equilibrio na utilizacdo de reguladores de crescimento, disponibilidade de
nutrientes, fotoperiodo, qualidade de luz e temperatura (PINHAL et al., 2011).
Dentre estes fatores, importante destacar o efeito dos hormoénios vegetais, em
gue uma unica classe hormonal pode influenciar eventos fisiologicos de diversa
natureza (KERBAUY, 2012). Dessa maneira, é possivel intervir na regulacéo

hormonal das plantas por meio dos reguladores de crescimento acrescentados
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ao meio de cultura que, de forma balanceada, permite influenciar na
multiplicacédo e alongamento das células de todos os 6rgaos da planta e de forma
independente, estimulando mudancas no comportamento das raizes, caule e
folhas (CARVALHO et al, 2006).

Para conservacéo a longo prazo, a cultura de tecidos vegetais tem sido
utilizada com foco nas espécies vegetais ameacadas de extingdo, por meio das
metodologias de criopreservacao (DIAS, et al., 2016; OJO; PANDE; NAILWAL,;
2018). Neste sentido, os protocolos para conservacdo ex situ dos recursos
genéticos vegetais, devem garantir, além da manuten¢c&do do material vegetal por
longos periodos, a estabilidade genética durante o armazenamento (BETTONI,
2019).

Portanto, a cultura de tecidos com técnicas e tratamentos adequados,
aliados a capacidade de regeneracado de certos tecidos vegetais é considerada
a ferramenta imprescindivel, para a conservacdo em longo prazo de espécies

vegetais ameacadas de extincao.

2.2.2 Micropropagacéao

A micropropagacédo é uma forma de multiplicacdo assexuada conduzida
in vitro sob condi¢cbes adequadas de assepsia, nutricdo e fatores ambientais,
como fotoperiodo e temperatura (REINHARDT et al., 2018). Nessa técnica,
explantes sao induzidos a multiplicacdo celular in vitro, mediada ou néo, por
fitorreguladores, produzindo grande quantidade de novos individuos, genotipica
e fenotipicamente idénticos (PEREIRA, 2014).

Essa tecnologia a favor dos estudos voltados para a expansao comercial
€ uma alternativa para a propagagdo de espécies vegetais, amplamente
empregada como técnica comercial para fornecer a producdo de plantas todo
ano (GHOSH; IGAMBERDIEC; DEBNTH 2021). Essa ferramenta biotecnoldgica
também permite a producédo de compostos bioativos, que podem contribuir para
utilizacdo consciente da biodiversidade (KARUPPUSAMY, 2009). Em 2002, a
FAO publicou um relatério em associagcdo com a AIEA (International Atomic

Energy Agency—Division of Nuclear Techniques in Food and Agriculture)
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abordando as técnicas de cultura in vitro para a produc¢édo de compostos bioativos
de maior valor (FAO/IAEA, 2002), demonstrando que as ferramentas da

biotecnologia, estdo presentes em diversas areas.

2.2.3 Resgate de embrides zigoticos

O resgate de embrides zigoticos pode ser utilizado como fonte de
explantes para o cultivo in vitro em programas de conservacdo ou melhoramento
genético, pois apresentam baixo indice de contaminacgéo, ja que estédo alojados
em ambiente asséptico dentro da semente (ZHANG; LESPINASSE, 1991; HU;
FERREIRA, 1998). Além disso, embrifes zigoticos sdo considerados uma opcao
como explante para criopreservacao por vitrificacdo. Os tecidos embrionarios
favorecem a penetracdo dos crioprotetores, a desidratacdo, a variabilidade
genética e permitem a germinacao uniforme e rapida quando comparado com
sementes inteiras (SANTANA-BUZZY et al. Al., 2007; BOJORQUEZ-QUINTAL
et al., 2011).

O estadio de desenvolvimento dos embrides zigoéticos utilizados como
fonte de explante é fundamental para a expressdo de seu potencial
morfogenético (CHALUPA, 1999). Em geral, embrides excisados no estadio
maduro ou proximo a este sdo considerados quase autotréficos, dependendo da
espécie, ndo ha necessidade de suplementacao de fonte de energia, podendo
germinar e crescer em um meio inorganico (HU; FERREIRA, 1998).

No entanto, quando ha variagdo no estadio de desenvolvimento dos
embrides zigoticos utilizados, a escolha de meio de cultura adequado para o
desenvolvimento é importante. Assim como, condi¢ces de luminosidade e
temperatura, utilizacdo de reguladores de crescimento, condicbes da planta
matriz e a qualidade dos frutos, sdo considerados fatores essenciais na cultura
de embrides (GEORGE, 1996; PERIK, 1997). A técnica de cultivo in vitro de
embrides zigodticos tem sido utilizada com sucesso em varias plantas, inclusive
para algumas espécies de palmeiras como o Cocos nucifera (LEDO et al.; 2007,
FOGACA et al.; 2008, SOUZA et al.; 2011, EBERT et al.2014), permitindo a
superacéo de barreiras genéticas a germinacao (HU; FERREIRA, 1998).
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2.2.4 Unidades encapsulaveis

O desenvolvimento de unidades encapsulaveis € uma técnica de cultura
de tecidos de plantas, que consiste em encapsular propagulos como embrides
somaticos, embrides zigodticos, apices caulinares, gemas axilares e microbrotos
(CID, 2004; AHMED et al., 2015). Estes propagulos quando encapsulados
também sado chamados de “sementes sintéticas” e sdo usados para facilitar o
armazenamento de curto prazo, para troca de germoplasma e inclusive para
semeadura tardia e conversdo em plantas (GUERRA et al., 1999; GANTAIT;
KUNDU, 2017; GANTAIT; VIJAYAN; MAJEE, 2017).

Considera-se que a unidade encapsulavel, possua a capacidade de imitar
uma semente e converter-se a uma planta normal em condi¢des in vitro ou ex
vitro, sendo o sucesso desse método de propagacao altamente influenciado pela
composicdo na formacgéo da cdpsula, que além da protecdo, é responsavel pela
disponibilizacdo de nutrientes para o explante, facilitando o crescimento, a
sobrevivéncia e germinacao do explante (SINGH et al., 2010).

Como agente encapsulante, o alginato de sédio tem sido o mais
empregado, fato atribuido a sua solubilidade a temperatura ambiente, habilidade
de gel permeavel com o cloreto de célcio, boa propriedade geleificante, baixo
custo, facilidade de uso e auséncia de toxicidade (GUERRA et al., 1999). Tanto
o alginato de sodio quanto o cloreto de célcio desempenham um importante
papel na complexacdo e na qualidade da capsula, mas com a finalidade de
melhorar a conversdo das unidades encapsulaveis, tem sido introduzido, na
matriz de encapsulamento, o carvao ativado, osmorreguladores como sorbitol e
manitol, e reguladores de crescimento (PEREIRA et al., 2008; TAHA et al., 2012).

Contudo, fatores como porcentagem de alginato, constituicdo da matriz e
tempos de exposicdo ao cloreto de célcio, devem ser estudados, uma vez que
todos esses fatores exercem influéncia na taxa de emergéncia das unidades
encapsulaveis (CASTILLO et al., 1998; PATEL et al., 2000).

As unidades encapsulaveis para a criopreservacdo, técnica de
encapsulamento-desidratacao foi proposta pela primeira vez por Febre e
Dereuddre (1990). Desde entdo, muitos estudos utilizaram a osmoprotecéao,
proporcionada pelo encapsulamento, para garantir a estabilidade do material

durante a criopreservacdo. O encapsulamento-desidratacdo aliado a
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criopreservacdo € indicado para a conservacdo de espécies tropicais com
sementes recalcitrantes, por reduzir os danos causados aos tecidos vegetais
diante das solucdes crioprotetoras e as ultrabaixas temperaturas (SHIBLI et al.,
2016).

2.2.5 Criopreservacao

A criopreservacdo consiste no processo de resfriamento e
armazenamento da estrutura vegetal como células, tecidos ou 6rgéos vegetais
em nitrogénio, (LN; -196 °C) ou vapor LN (-160 °C), para que as atividades
celulares sejam reduzidas, evitando a degradacdo do material genético,
resultando na diminui¢do ou até mesmo na paralisacdo do metabolismo celular
(MELETTI et al., 2007; REED, 2008; KACZMARCZYK et al., 2011; BENELLI,
2021). Esse método de conservacdo demonstra vantagens como a reducao ou
eliminacdo de danos causados no DNA, diminuicdo na necessidade de
avaliacbes periodicas e controle da viabilidade. A criopreservacdo pode
contornar problemas como doencas e danos ambientais capazes de afetar
materiais conservados por outros métodos, além disso, o material € armazenado
em pequenos volumes e, teoricamente, pode-se armazena-lo por periodo
ilimitado (ENGELMANN, 2011; PENCE, 2011; SKUBITZ, 2017).

A maioria dos materiais utilizados na criopreservacédo (suspensdes de
células, calos, meristemas, embrides) contém quantidades elevadas de agua
intracelular e séo, portanto, extremamente sensiveis a lesdes de congelamento,
causadas pela formacao de cristais de gelo intracelulares, quando expostos a
ultra-baixas temperaturas, que podem causar a morte celular durante o processo
de congelamento (REED, 2008; BENELLI, 2021).

A técnica de criopreservagdo baseia-se na remoc¢do de toda a agua
congelavel dos tecidos por desidratagdo fisica ou osmotica e posterior
congelamento ultrarrdpido (BENELLI, 2021). Assim, as células devem ser
desidratadas artificialmente para que fiquem protegidas dos danos causados
pela cristalizagdo da agua. Portanto, a desidratacéo é uma etapa importante para
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elaboracdo de protocolos eficazes de criopreservacdo (PANIS; PIETTE;
SWENNEN, 2005; GONZALEZ-ARNAO, et al., 2008; ENGELMANN, 2011).

Uma vez que a temperatura ultrabaixa interrompe as reac6es metabolicas
e bioquimicas na célula, fatores como adicdo de crioprotetores no meio de pré-
cultivo, definicdo do tempo de exposicdo do explante a solugdes crioprotetoras
e 0 melhor meio de regeneracao depois da imersdo em nitrogénio liquido, devem
ser testados anteriormente para cada espécie e cada tipo de explante (CASTRO
et al., 2011), sendo estes cuidados, imprescindiveis para a escolha da técnica
(PANIS; LAMBARDI, 2005).

As técnicas de criopreservacao que apresentam como base a vitrificacao,
a agua sofre uma transicdo da fase liquida para um estado solido amorfo e
metaestavel. Nesse processo, as células ao serem desidratadas atingem estado
vitreo e, a viscosidade obtida, restringe a difusdo de substratos e produtos dentro
das células, promovendo diminuicdo da atividade metabdlica e estabilidade ao
longo do tempo (SAKAI; ENGELMANN, 2007; GOMES-COPELAND et al., 2012;
FALTUS; BILAVCIK; ZAMECNIK, 2021).

Assim, podemos considerar que a vitrificacdo envolve a remocao total ou
parcial da agua passivel de congelamento para evitar a formacdo de cristais.
Sendo realizado o congelamento ultrarrapido em nitrogénio liquido, com uma
prévia desidratacao fisica ou osmética dos explantes e, constantemente atingem
bons resultados de regeneracdo do material vegetal (KAVIANI, 2011; BENELLI
et. al., 2013).

Na Droplet vitrification, os explantes passam por um pré-tratamento antes
da exposicdo a uma gota de solucao de vitrificacdo vegetal (PVS2) em papel
aluminio e posterior imersdo no nitrogénio liquido (ENGELMANN, 2011). O
interesse principal é a obtencdo de taxas de congelamento/descongelamento
muito elevadas, devido ao pequeno volume de crioprotetor utilizado e pelas
propriedades de alta transferéncia de calor do aluminio (SAKAI; ELGENMANN,
2007).

A criopreservacdo € atualmente a abordagem biotecnolégica mais
inovadora que permite a conservagao segura em longo prazo da biodiversidade
vegetal, sem risco de modificacbes genéticas (BENELLI, 2021). Aléem disso, a
manutencao dos bancos de genes de campo sao caros e a cultura esta exposta

a muitos perigos, portanto, a criopreservacdo é um meétodo viavel para
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conservacgao e que pode ser auxiliados por estudos anatdomicos, ultraestruturais,
moleculares, fisioldgicos e procedimentos de cultura in vitro. A criopreservacao
€ um processo reversivel, desde que seja eficaz o suficiente para formar tecidos
vegetais vitrificados (ZAMECNIK, FALTUS, BILAVCIK, 2021) e que possam ser

regenerados formando uma planta completa.
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Capitulo 2
ESTRATEGIAS PARA CONSERVACAO DO GENERO

Butia (Arecaceae)



1 Introducéo

As palmeiras pertencem a Arecaceae, terceira familia botanica mais
importante, amplamente distribuida e cultivada em todo o mundo,
compreendendo cerca de 2600 espécies, das quais 48 sao nativas do Brasil
(LORENZI et al., 2010; BASU et al., 2014; SOUZA et al., 2020). Além disso,
apresentam importancia socioetnobotanica e ecologica para 0S povos
tradicionais, devido a utilizacdo como fonte de alimento, remédios populares,
fiboras e artesanato tradicional (SOUZA, 2020; NERI-NUMA et al., 2018;
CAMPOS et al., 2019).

O género Butia (Becc.) Becc. destaca-se por apresentar espécies
endémicas do Brasil, com interesse agroindustrial, potencial ornamental,
medicinal e alimenticio (MARTINS, 2003; MOURA, 2008; ESLABAO et al., 2017;
TANIGUCHI et al.,, 2020). Os frutos tém sabor &cido adocicado, e sao
amplamente utilizados na fabricacdo de sucos, sorvetes, picolés e licores,
enguanto o tronco e a inflorescéncia liberam seiva que € utilizada para problemas
respiratérios, demonstrando a importancia cultural e econémica do butia para as
populacdes regionais (MARTINS, 2003; ROSSATO, 2007; MOURA, 2008;
BUTTOW et al., 2010).

A propagacdo é sexuada e as sementes apresentam dorméncia
morfolégica ou morfofisiolégica relacionada com as limitacdes impostas pelos
envoltérios, com embrides subdesenvolvidos, ocorrendo germinacao
desuniforme e lenta. De modo geral, o tempo requerido para que a germinacao
ocorra é de oito meses a dois anos (FIOR et al.,, 2011; LOPES et al., 2011,
WALDOW et al., 2013; JAGANATHAN et al., 2021). Apesar do alto potencial de
uso, 0 género encontra-se ameacado de extingdo, consequéncia da constante
devastacdo do habitat natural, sendo as espécies listadas como parte da flora
ameacada de extingdo na Unido Internacional para Conservacédo da Natureza
(IUCN, 2016). Portanto, a busca por técnicas alternativas de conservagéo,
proporcionando a inclusdo e a manutencdo de espécies em bancos de
germoplasma in vitro é de extrema importancia (KELLER et al., 2013; VARGAS
et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996920307158?casa_token=GSbRVyoN3nIAAAAA:3DUXQi2Oebq6aJWNxHKPPqImHANixui2FyvhEBQYr6J7dHUxQsTrzmcNd1105nWYuyNETQO1md8#b0425
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996920307158?casa_token=GSbRVyoN3nIAAAAA:3DUXQi2Oebq6aJWNxHKPPqImHANixui2FyvhEBQYr6J7dHUxQsTrzmcNd1105nWYuyNETQO1md8#b0115

Nesse contexto, a cultura de tecidos assegura a exploracao sustentavel,
principalmente em ecossistemas ameacados, garantindo a conservacao de
espécies de interesse econdmico (GEORGE; HALL; KLERK, 2008; PINHAL et
al., 2011; MORAES et al., 2012). Essas estratégias permitem que um Unico
explante seja multiplicado em periodo de tempo relativamente curto e espaco
reduzido, sob condi¢cdes controladas, independentemente da estacdo e clima
(AKIN-IDOWU et al., 2009; SINGH, 2018; OSENI; PANDE; NAILWAL, 2018).

A escolha das espécies baseou-se em revisdo bibliografica, inferindo
espécies ameacadas de extingdo com interesse para conservagdo da
biodiversidade do estado do Rio Grande do Sul (SOARES; LONGHI, 2011; FIOR,;
SOUZA; SCHWAR, 2012; HERINGER et al, 2013; VARGAS et al. 2014,
ESLABAO et al., 2017). As pesquisas com cultura de tecidos para Butia sp. ainda
sao incipientes, relatando alguns estudos sobre germinacdo em casa de
vegetacdo, cultivo in vitro e criopreservacdo (FIOR, 2011; SALOMAO et al.,
2017; TANIGUCHI et al., 2020; VARGAS et al., 2020). No entanto, ndo ha relatos
de estudos in vitro para B. exilata Deble & Marchiori. J4 para B. lallemanti Deble
& Marchiori e B. odorata (Barb.Rodr.) Noblick e os Unicos estudos voltados para
conservacao em longo prazo foram reportados por Taniguchi et al. (2020).

Considerando a escassez de estudos, a necessidade de implementar
protocolos para criopreservacdo e a ameaca de extingdo de espécies do género
Butia, no estado do Rio Grande do Sul, o presente trabalho objetivou adaptar

protocolos da cultura de tecidos, para otimizar a conservacao ex situ.
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2 Referencial teérico

2.1 Género Butia

O género Butia (Becc.) Becc. (Arecaceae) apresenta espécies nativas do
Brasil com alto potencial agroindustrial, pertencendo a subtribo Buttinae, tribo
Cocoeae, representado por palmeiras com disposi¢cado ascendente dos foliolos,
formando uma letra “V” em corte transversal, e pela presenga de poros no
endocarpo (MARCATO, 2004). Compreende 23 espécies encontradas na
América do Sul em éareas das regides Nordeste (BA), Centro-Oeste (GO, MS),
Sudeste (MG, SP) e Sul (PR, SC, RS) do Brasil, no leste do Paraguai, no
nordeste da Argentina e no Uruguai (MARCATO, 2004; LORENZI et al., 2010;
ELLERT-PEREIRA et al,, 201;6 ESLABAO et al., 2016; ESLABAO, 2017,
HEIDEN et al., 2022; SANT'ANNA-SANTOS, 2021).

O butiazeiro pode ocorrer em areas abertas, desde campos e cerrados
até dunas e restingas, sendo comum encontrar 0s butiazais ou palmares, como
populacdes agregadas, densas e extensas (REITZ, 1974; MARCATO, 2004). Os
frutos podem ser utilizados na fabricacdo de sucos, sorvetes e picolés, e devido
as suas caracteristicas ornamentais o butiazeiro tem ampla procura (MARTINS,
2003; MOURA, 2008; GEYMONAT; ROCHA, 2009).

O uso dos frutos ocorre principalmente pelos grupos de extrativistas e
artesdos para a elaboracéo de produtos a base de frutos e folhas de butia, que
sdo comercializados por pequenas agroindustrias locais. As caracteristicas
ornamentais aliadas a resisténcia a baixas temperaturas fazem com que
algumas espécies sejam utilizadas na composicéo de jardins, parques, pracas,
ruas e avenidas tanto na area urbana como rural (ZAMBRANA et al. 2007; RIVAS
et al., 2014).

No entanto, tanto o emprego paisagistico e 0 uso medicinal, quanto a
constituicdo de pomares sao limitados pela dificuldade de produgcéo comercial
de mudas, pois a maioria das palmeiras apresenta a reproducao sexuada como
Unica forma de propagacdo (LORENZI, 2004; GEYMONAT; ROCHA, 2009).

Além disso, a germinacdo das sementes € lenta, baixa e desuniforme. afetando
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cerca de 25% das espécies de palmeiras. O periodo para germinagéo € superior
a 100 dias, podendo alcancar um ano e, a germinacéao total, menor que 20%
(TOMLINSON, 1990; FERNANDES, 2008; MOURA, 2008).

Algumas espécies apresentam dorméncia, mecanismo que impede a
germinacdo de sementes vidveis mesmo quando colocadas em condi¢des
favoraveis (MARCOS FILHO, 2005). Os butias decompdem-se em poucos dias
apresentando dificuldade para sua comercializacdo in natura. Esta alta
perecibilidade dos frutos € caracterizada pelas elevadas taxas respiratorias,
sendo necessério o imediato resfriamento a 0°C de frutos colhidos no estadio de
maturacdo verde-amarelo, visando preservar a sua qualidade pds-colheita
(BUENO et al. 2002; MEGGUER, 2006).

Em geral, as espécies de Butia possuem alto potencial medicinal devido
aos compostos bioativos e propriedades antioxidantes, aumentando o interesse
pelos frutos nativos. Esse interesse incentiva a propagacdo em larga escala
estimulando o consumo in natura, pesquisas sobre composicdo quimica,
caracteristicas dos frutos e a conservacao dessas espécies (TONIETTO et al.,
2008).

Atualmente, no estado do Rio Grande do Sul ocorrem oito espécies do
género Butia, sendo que trés espécies (B. exilata Deble & Marchiori, B.
eriospatha Becc. e B. yatay (Mart.) Becc.) ocorrem no Bioma Mata Atlantica e
seis espécies (B. catarinenses Noblick & Lorenzi, B. lallemantii Deble &
Marchiori, B. odorata (Barb. Rodr.) Noblick, B. paraguayensis (Barb. Rodr.)
L.H.Bailey , B. witeckii K. Soares & S. J. Longhi e B. yatay) ocorrem no Bioma
Pampa (ESLABAO et al., 2015) (Figura 1).
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Espécie
A B. catarinensis
A B. eriospatha

A B. exilata
A B. lallemantii
Bioma A B. odorata
[ = Mata Atlantica A B. paraguayensis
= Pampa A B. witeckii

2 1 A B.yatay

kiometers

Figura 1: Distribuicdo geogréfica das espécies de Butia nos Biomas Mata Atlantica e
Pampa no Rio Grande do Sul.
Fonte: ESLABAO et al., 2015.

Cabe evidenciar que as espécies deste género encontram-se
constantemente ameacadas devido a degradacdo do seu habitat natural pela
agricultura intensiva, desmatamento, extrativismo predatério e formacdo de
pastagens, o0 que limita o estabelecimento de bancos de sementes, sendo que
butiazais vastos se tornam cada dia mais raros (MERCADANTE et al., 2006;
BARBIERI et al., 2015).

Algumas espécies estao listadas entre as ameacadas de extin¢édo da flora
silvestre do Rio Grande do Sul, como é o caso de B. odorata (Barb. Rodr.)
Noblick, B. lallemantii (Deble & Marchiori.) e B. exilata Deble & Marchiori, (SEMA,
2016; ESLABAO et al., 2016) sendo de interesse para estudos de manutencao
e conservacdo da biodiversidade do estado do Rio Grande do Sul, além de
producdo em larga escala, seja para uso paisagistico, consumo in natura ou
mesmo comercializa¢do de produtos derivados dos frutos.
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2.1.1 Butia lallemantii (Deble & Marchiori)

B. lallemantii, conhecida como buitd-ando ou butiazeiro-ando, ja foi
considerada um ecotipo de B. paraguayensis (Barb. Rodr.) L.H. Bailey e, apenas
no ano de 2006, foi apresentado como nova espécie. Endémica do Rio Grande
do Sul mostra-se importante para os campos gauchos que séo prejudicados pelo
fenbmeno da arenizacédo, ja que B. lallemantii integra elevada quantidade de
matéria organica no solo, o que auxilia a colonizacdo dessas areas por outras
plantas mais exigentes (FREITAS; RIBEIRO; ALVES, 2010). Atualmente sua
ocorréncia se restringe a pequenos palmares isolados.

E uma palmeira de porte pequeno, cespitosa, com o estipe com até 1 m
de comprimento, 25 cm de diametro. Possui folhas pinadas e apresenta flores
amarelas ou arroxeadas; estaminadas. Seus frutos sdo alongados, amarelos,
alaranjados ou vermelhos quando maduros, com 2,5-3,5 cm de comprimento,
tendo um mesocarpo suculento e carnoso. Frutifica durante todo ano, porém, é
mais abundante no verdo (SOARES et. al, 2014). Atualmente, € uma espécie
ameacada pela expansdo das lavouras de soja e monocultura de arvores
exoticas (SOARES et. al., 2014), (Figuras 2 e 3).

Figura 2: Butia lallemantii Deble & Marchiori — a. hébito; b. detalhe dos
perfilhos em individuo jovem; c. espata glabra; d. frutos; e. endocarpo. (K.
Soares & Witeck 37, g —K. Soares)

Fonte: SOARES et. al., 2014
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Figura 3: Butia lallemantii Deble & Marchiori, Rio Grande do Sul, Brasil

Fonte: Marisa Taniguchi

2.1.2 Butia odorata (Barb. Rodr.) Noblick

B. odorata apresenta se com grande interesse alimenticio e potencial
comercial. Com porte de oito a dez metros, podendo atingir até 20 metros, possui
estipe simples, as folhas séo pinadas, acinzentadas. O fruto é uma drupa
carnosa, com uma a trés sementes. Esta variacdo geralmente é diretamente
proporcional ao didametro do endocarpo (PEDRON; MENESES; MENESES,
2004; GEYMONAT; ROCHA, 2009; LORENZI et al., 2010). Dentre as espécies
ocorrentes no Pampa, B. odorata é a mais amplamente distribuida (ESLABAO
et al., 2015).

Sua floragé@o ocorre nos meses de primavera e verao e a maturacéo dos
frutos no verdo e outono. E uma espécie monoica e apresenta inflorescéncias
interfoliares e uma bractea peduncular com &pice agudo, com flores
unissexuadas amarelas, esverdeadas ou arroxeadas. Os frutos com tamanho

variaveis, geralmente mais largos do que compridos, mesocarpos doce-
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acidulados, sendo o epicarpo amarelo, alaranjado, avermelhado ou purpura
quando maduro (PEDRON; MENESES, 2004; GEYMONAT; ROCHA, 2009;
LORENZI et al., 2010; SOARES et al, 2014), (Figuras 4 e 5).

Figura 4: Butia odorata (Barb. Rodr.) Noblick — a. frutos; b. habito; c. formato da espata
fechada; (K. Soares 38 -2.5 HDCF; Lorenzi et al. -6837 HPL).
Fonte: SOARES et. al., 2014
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Figura 5. Butia odorata (Barb. Rodr.), Rio Grande do Sul, Brasil.

Fonte: Marisa Taniguchi

2.1.3 Butia exilata Deble & Marchiori

A espécie é endémica do estado do Rio Grande do Sul e restrita a uma
pequena area, o niumero de populacdes é baixo e o nimero de individuos adultos
é reduzido (ESLABAO et al., 2016), o que dificulta a obtencdo de material
vegetal. Além disso, os poucos individuos remanescentes encontram-se em
areas de faixa de dominio sob forte influéncia de herbicidas, utilizados na cultura
da soja, a espécie é avaliada como criticamente ameacada de extincao
(ESLABAO et al., 2016). O tamanho da populagio esta estimado em menos de
250 individuos maduros e com um declinio continuo observado, projetado ou
inferido, no nimero de individuos maduros e pela estrutura populacional com
nenhuma subpopulacdo com mais de 50 individuos maduros (IUCN, 2013)

(Figuras 6 e 7).
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Figura 6 —. Butia exilata Deble & Marchiori — a. Habito com folhas parcialmente
removidas mostrando a espata com indumento externo; b. endocarpo
Fonte: SOARES et. al., 2014

Figura 7. Butia exilata Deble & Marchiori —, Rio Grande do Sul, Brasil.

Fonte: Marisa Taniguchi.
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3 Materiais e métodos

3.1 Material vegetal

Sementes e espatas de Butia oriundas de trés espécies forma utilizadas:
Butia odorata (Fazenda Sao Miguel - Tapes/RS), armazenados por 12 meses em
camara fria, Butia lallemantii (Alegrete/RS) e Butia exilata (Ronda Alta/RS),
armazenados por seis meses em camera fria. A coleta dos frutos foi realizada

com tesoura de poda ou podéo de acordo com a espécie (Figura 8).

Figura 8 Coleta de Butia odorata (Barb.Rodr.) Noblick (Areaceae),
Fazenda Sao Miguel - Tapes/RS, area de conservagéo in situ da espécie.
Fonte: Marisa Taniguchi.
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Os cachos de frutos foram ensacados, etiquetados e beneficiados no
Laboratério de Cultura de Tecidos, da Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS
(Figura 9 A e B).

Figura 9 (A e B): Frutos de Butia sp. (Arecaceae), Embrapa Clima Temperado -
Pelotas/RS.
Fonte: Marisa Taniguchi.

Os frutos foram selecionados de acordo com o estadio de maturagao.
Posteriormente, despolpados manualmente, lavados em &gua corrente, 0s
diasporos foram colocados em bandejas com papéis toalha e em ambiente
fresco por 24 horas. ApoOs esse periodo, permaneceram em estufa a 30°C, por
uma semana. Os diasporos foram armazenados em camara fria, a 5°C até a

realizacdo dos experimentos (Figuras 10, 11, 12).
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Flgura 10: A - Frutos; B - sementes de Butia odorata (Barb. Rodr) Nobllck (Areaceae) Embrapa

Clima Temperado - Pelotas/RS.

Fonte: Marisa Taniguchi.
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Figura 11: A - Frutos; B - sementes de Butia lallemantii Deble & Marchiori (Arecaceae), Embrapa
Clima Temperado - Pelotas/RS.

Fonte: Marisa Taniguchi.
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Flgura 12: A - Frutos; B - sementes de Butia eX|Iata Deble & Marchiori (Arecaceae) Embrapa
Clima Temperado - Pelotas/RS.

Fonte: Marisa Taniguchi.
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Para testar as estratégias de conservacdo ex situ escolhidas nesse

trabalho, os experimentos foram divididos de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1: Experimentos para validacdo das estratégias de conservacdo do género Butia
(Arecaceae).

Experimento Espécie Material vegetal
(Técnicas adaptadas) (Propégulo)
Germinacéo: Butia exilata Embrides zigoéticos
Via o resgate de embrides; Butia lallemanti

Butia odorata

Organogénese: Butia exilata Finas camadas de células
Via TCLs; Butia lallemanti do conjunto de tecidos da
Butia odorata ligula;
Folhas
Criopreservacao: Butia exilata Embrides
Vitrificacao; Butia lallemanti Sementes
Droplet vitrificatio; Butia odorata Diasporos

Encapsulamento e vitrificagao;

3.2 Cultivo in vitro de embrides
3.2.1 Assepsia das sementes

Os diasporos foram quebrados com torno manual de bancada para

retirada das sementes (Figuras 13 e 14).
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Figura 13: Procedimento de quebra de didsporos de Butia sp. (Arecaceae). A - Diasporos de
Butia sendo quebrados em torno manual indicagdo com as setas; B- Diasporo aberto apés
quebrar, semente indicada com a seta - Embrapa Clima Temperado- Pelotas/RS.

Fonte: Marisa Taniguchi.

Figura 14: Diasporos (ponta da seta) e sementes (seta) de Butia sp. (Arecaceae). A - Butia
odorata; B - Butia lallemantii e C - Butia exilata. Embrapa Clima Temperado - Pelotas/RS.
Fotos: Marisa Taniguchi.

Em seguida, as sementes foram imersas em alcool 70% (v/v) por 60
segundos e em solucao de hipoclorito de soédio (NaOCI) com 2,5 % de cloro ativo
e acido dodecilbenzenosulfénico por 20 minutos em capela de fluxo laminar.
Apds, foram imersas em Tecsa-Clor® (Dioxido de Cloro), durante 5 minutos e
submetidas a triplice lavagem em &gua destilada autoclavada, adaptado de
Vargas et al. (2020).
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3.2.2 Resgate de embrides zigoticos

Apbs a assepsia das sementes os opérculos foram removidos com auxilio
de lamina e bisturi em camara de fluxo laminar. As sementes foram embebidas
por 30 minutos em agua destilada autoclavada, contendo PPM 1mL™ para o
resgate dos embrides (Figuras 15 e 16). Os embrides zigoéticos foram excisados
e, posteriormente, inoculados em MS 75% (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
adicionado 40 g L de sacarose e solidificado com Phytagel (2,5%), acrescido
de carvéo ativado 2,0 gL' e PVP 1 gL, mais 0,1 gL de inositol, 1 miL* de PPM,
suplementado com concentra¢des variadas de 2,4-D (0,0; 2,25; 4,5; 6,75 e 9,00
uM L) e o pH do meio foi ajustado para 5,8+1 antes da autoclavagem a 120 °C,

durante 20 minutos.

\ A

Figura 15: Sementes de Butia odorata, com o
embrido exposto (seta)
Fotos: Marisa Taniguchi.

................

Figura 16: Sementes e embrides exraidos (seta) de Butia. A - Butia odorata; B - Butia lallemantii
e C - Butia exilata. Embrapa Clima Temperado - Pelotas/RS.
Fonte: Marisa Taniguchi.
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Os embrides foram cultivados sete dias no escuro e, posteriormente,
mantidos sob luz em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 25+2°C com irradiancia de fétons de 36 pmol m2st. Foram
utilizadas cinco repeti¢cdes por tratamento, cada repeticdo constituida por trés
tubos, contendo um embrido em cada tubo. Aos 30 dias, avaliou-se a
porcentagem de germinacéo, comprimento de parte area e de raiz.

Para o percentual de germinacédo realizou-se a contagem de plantulas
normais observadas conforme recomendacées para monocotiledbneas
(BRASIL, 2009). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
parcelas subdivididas segundo fatorial 1 x 5 (1 espécie x 5 tratamentos,

concentracfes de 2,4-D).

Tabela 2: Tratamentos para germinacdo do embrido zigdtico.
Tratamento uso de 2,4-D no meio de cultura

T1 - Controle - 2,4-D (0,0)
T2-2,4-D (2,25 uM L?)
T3- 2,4-D (4,50 uM L)
T4 -2,4-D (6,75 uM L)
T5 - 2,4-D (9,00 uM L)

3.3 Organogénese via Thin Cell Layer (TCL)

Foram utilizados explantes foliares com aproximadamente 1 mm e
explantes do conjunto de tecidos da ligula com aproximadamente 0,5 mm
(originados de plantulas germinadas in vitro a partir de sementes).Para o
explante da ligula, foram retiradas as folhas, raizes, tecido haustorial e a bainha
foliar verde mais externa das plantas. O tecido remanescente foi seccionado
transversalmente em fatias de 0,25-0,5 mm para obter diferentes camadas
histogénicas. Assim, aproximadamente 10 cortes transversais, foram obtidos de
uma plantula e inoculados em placa de Petri, sendo os explantes divididos

aleatoriamente, para cada tratamento. Foram quatro repeticbes, constando de
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uma placa cada, cada placa contendo 10 explantes. A orientacdo original do
explante foi mantida (Figura 17 e 18).

Figura 17: Finas camadas de células TCLs com 0,5 mm da ligula
de Butia sp.(Arecaceae).
Fonte: Marisa Taniguchi.

Figura 18: Explantes foliares com 3 mm de Butia sp. (Arecaceae).
Fonte: Marisa Taniguchi.

As TCLs de B. odorata, B. lallemanti e B. exilata foram inoculadas em
placas de Petri descartaveis contendo 25 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido com 30 gL sacarose; 1,0 gL* de PVP,
gelificado com 2,5 gL* de Phytagel, adicionado 0,1 gL de Inositol, 2,0 gL de
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carvdo ativado; 250 uM L' de 2,4-D; 0,5 gL! de glutamina e diferentes
concentragées de silicio (0,0; 35, 60; 71,20 e 106,80 uM L1). Ap6s a inoculacéo,
as placas foram mantidas em BOD por sete dias na temperatura de 35°C, e
depois, transferidas para sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C,
fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de fétons de 36 ymol m2s.

As observacdes foram realizadas a cada trés dias nos tratamentos T1, T2,
T3 e T4 (Tabela 3). Aos 20 dias foi avaliada a formacéo de parte area, formacéo
de raizes e entumecimento. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, por espécie, em parcelas subdivididas, segundo fatorial 2 x 5 (2

explantes x 4 tratamentos, 1 controle e 3 concentracfes de silicio).

Tabela 3: Tratamentos para organogénese via TCLs
Tratamento: Uso de silicio no meio de cultura

T1 - Controle - silicio (0,0)
T2 - Silicio (35,60 uML™1)

T3- Silicio (71,20 uM L)
T4 - Silicio (106,80 uM L)

Para os experimentos com finas camadas de células (TCLs), os cortes
foram distribuidos aleatoriamente pelos tratamentos. Assim, cada propagulo teve
seus explantes divididos para todos os tratamentos. As condi¢cdes de luz, em
prateleiras e camaras de crescimento com iluminagcao e temperatura controlada
(BODs) foram também observadas, sendo o material distribuido aleatoriamente
e com posicionamento trocado, semanalmente para evitar influéncia desses

fatores.
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3.3.1 Analises anatbmicas dos explantes da organogénese via TCLs

Os propagulos cultivados in vitro foram coletados a cada trés dias e
fixados em solucdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), modificado com a
utilizacdo de tampéo fosfato pH 7,2, desidratadas em série etilica ascendente e
infiltradas em resina plastica segundo as instru¢des do fabricante. As amostras
foram seccionadas em microtomo rotativo (ANCAP), com navalha descartavel.
As secgdes com 5 uym de espessura foram coradas com azul de toluidina 0,05%
(SAKAI, 1973) em tampéo fosfato e citrato (MCILVAINE, 1921) pH 45 e
montadas em resina sintética “Entellan” (Merck®).

A documentacdo dos resultados foi realizada através da captura de
imagens a partir de laminas usando camera Leica® DC 300F acoplada ao
microscépio Leica®DM LB. E para captura das imagens provenientes das
amostras de cultivo in vitro aspecto da morfologia externa foi utilizado
estereomicroscopio ZEISS-AXIO com camera acoplada AXIOCam. As andlises
anatébmicas e morfoldgicas foram realizadas no Laboratério de Anatomia Vegetal
- Departamento de Botanica, Instituto de Biologia (UFPel) e no Laboratério de
Zoologia de Invertebrados - Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética,
Instituto de Biologia (UFPel).

3.4 Criopreservacao

3.4.1 Assepsia das sementes

Os diasporos foram quebrados com torno manual de bancada para
retirada das sementes. Em seguida, dentro da camara de fluxo laminar, as
sementes foram imersas em alcool 70% (v/v) por 60 segundos e em solugéo de
hipoclorito de sé6dio (NaOCIl) com 25 % de cloro ativo e acido
dodecilbenzenosulfénico por 20 minutos. Apds, foram imersas em Tecsa-clor®
(Diéxido de Cloro), durante 5 minutos e submetidas a triplice lavagem em agua
destilada autoclavada, adaptado de Vargas et al. (2020) e Taniguchi et al. (2020).
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3.4.2 Resgate de embrides e pré-cultivo

Apbs a assepsia, as sementes ficaram por 30 minutos embebidas em
agua destilada autoclavada, posteriormente os opérculos das sementes foram
removidos com auxilio de lamina e bisturi em capela de fluxo laminar, para o
resgate dos embrifes. Os embrides resgatados foram pré-cultivados em meio de
cultivo (MS 75% com carvéo ativado, 2 gL; 1 gL de PVP; 1 mIL* de PPM; 0,1
gL de Inositol; 3 M de sacarose; 4,5 uM de 2,4-D e Phytagel 2,5 gL-!) por 20

horas.

3.4.3 Adaptacéo da Droplet vitrification

Os embrides foram retirados do meio de pré-cultivo (item 3.4.2) e tratados
com solucéo de carregamento (LS: 4, 4g MS + Vitaminas MS, 1379 sacarose e
146 ml de glicerol) por 20 minutos, antes da imersdo nos tratamentos com
solugdes crioprotetoras (PVS2; PVS2+1% Floroglucinol; PVS3 e PVS3+1%
Floroglucinol) a 0° C, 40 minutos. Todas as solugdes foram dissolvidas em meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e o pH foi ajustado para 5,8t1 antes da

microfiltragem (Figura 19).

5 . AN S

Figura 19: Solucdes crioprotetoras; A - Filtragem manual com filtro milipore; B - Filtro
descartavel estéril e solugédo de crioprote¢do; C — Bomba a vacuo.

Fonte: Marisa Taniguchi.
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ApoOs o tratamento em solucbes crioprotetoras, os embrides foram
dispostos em tiras de papel aluminio (0,5 x 2,0 cm) contendo uma gota de
solugédo crioprotetora, acondicionados em criotubos, antes da imersdo em
nitrogénio liquido, onde permaneceram por 2 horas. ApOGs esse periodo, 0
reaquecimento foi realizado em banho-maria e temperatura de 38 °C por trés
minutos (Figura 20) e foram reaquecidos por 15 minutos em solucdo de
descarregamento (RS: 4,4 g MS + Vitaminas MS, 410, 6 g sacarose) a
temperatura ambiente, adaptado de (PANIS;PIETTE; SWENNEN, 2005;
TANIGUCHI et al., 2020)

cepe W i AV B

Figura 20: Etapa de descongelamento. A - Criotubos e solucdo crioprotera PVS2; B - Banho
Maria; C - Criotubos separados por tratamento; D — Descongelamento. Embrapa Clima
Temperado /RS, 2019.

Fonte: Marisa Taniguchi.

Apbs o descongelamento, os embrides foram inoculados em meio de pés-
cultivo (MS + 0,3 M de sacarose) e mantidos por aproximadamente 20 horas no

escuro e, posteriormente, inoculados em meio de cultivo para germinacdo e
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foram transferidos para fotoperiodo de 16 horas de luz, sob irradiancia de 36

umol m2s?t e temperatura de 27 + 2° C.

A porcentagem de germinacéo foi avaliada aos 30 dias de cultivo.

Tabela 5: Composi¢éo das solucdes crioprotetoras.

Identificacdo Tratamento Composicéao

T1 Controle Sem solucgéao.

T2 PVS2 Composto de 30% de glicerol,
15% de etileno glicol, 15%
dimetil sulféxido e 0,4 M de
sacarose.

T3 PVS2 modificado PVS2 + 1% de floroglucinol.

T4 PVS3 Composto de 50% de glicerol,
50 % de sacarose, diluido em
agua destilada.

T5 PVS3 modificado PVS3 + 1% de floroglucinol

Foram utilizadas 3 repeti¢cbes, cada repeticdo constituida por uma placa

contendo 10 embribes cada (Figura 21). As espécies ndo foram comparadas

entre si e, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em

parcelas subdivididas segundo Fatorial 1 x 5 (1 espécie x 5 tratamentos; 1

controle e 4 solugdes crioprotetoras — (PVS2; PVS2+1% Floroglucinol; PVS3 e
PVS3+1% Floroglucinol).
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Figura 21: Placas com meio de cultura. Embrapa Clima Temperado /RS, 2019
Fonte: Marisa Taniguchi.

3.4.4 Adaptacao do Encapsulamento-Vitrificagao

Os embrides foram retirados do meio de pré-cultivo, adicionadas a matriz
de alginato de sédio 3,5% (w/v), para a confeccdo das unidades encapsuladas.
A composicdo da matriz de encapsulamento foi constituida por alginato de sédio,
dissolvida em &agua destilada MS 75% (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
complementado com 2,4-D (2,25 pML™1), acrescido de sacarose (40,0 gL™),
inositol (0,1 gL?); 1 mIL* de PPM e PVP - polivinilpirrolidona (0,5 gL*) e 1 gL*
de carvéo ativado. Em seguida, os embrides foram resgatados individualmente
e gotejados em solucdo de cloreto de calcio (100 mM) por 20 minutos para
complexacado, imersos em agua destilada autoclavada para retirada do excesso
de cloreto de calcio e descomplexadas em solucdo de nitrato de potassio (100
mM) por 15 minutos, lavados em triplicata com agua destilada autoclavada,
desidratados em silica gel de acordo com os tratamentos da Tabela 6. As
capsulas foram imersas em solucdo de carregamento por 20 minutos (LS: 4, 4g
MS + Vitaminas MS, 1379 sacarose e 146 ml de glicerol), antes da imerséo em
PVS2 (Solugéo 2 de vitrificagdo, que consiste em 0,4 mol L de sacarose, 30%
de glicerol, 15% de DMSO e 15% de etileno glicol, em meio contendo os sais

minerais do MS), pH 5,8, a 0 °C, por 40 minutos.
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Apbs o tratamento com PVS2, as capsulas foram inseridas em tubos de
criopreservacao de 10 mL e imersas em nitrogénio liquido, onde permaneceram
de 7 dias. O reaguecimento foi realizado em banho-maria e temperatura de 38 °C
por trés minutos e, em seguida, as capsulas foram, imersas em solugédo de
descarregamento a 25 °C por 15 minutos. As capsulas foram mantidas em sala
de crescimento com fotoperiodo de 16 horas sob irradiancia de 36 pmol m2s? e
temperatura de 25 + 2°C adaptado (TANIGUCHI et al. 2020). Foram utilizados
para cada tratamento 4 parcelas, compostas por 4 placas de Petri contendo 10
embrides encapsulados. Apds 30 dias avaliou-se a porcentagem de germinagao

dos embrides encapsulados

Tabela 6: Desidratacdo para adaptacdo do protocolo de encapsulamento-vitrificacdo

Tratamento: diferentes tempos de desidratagdo em silica gel

T1 — Controle - Embrides, encapsulados e inoculados no meio de cultivo

T2 — Embrides encapsulados —  criopreservados

T3 - Embrides encapsulados - desidratados em silica 15 mn - criopreservados
T4 - Embrides encapsulados — desidratados em silica 30 mn - criopreservados

T5 - Embrides encapsulados — desidratados em silica 60 mn - criopreservados

3.4.5 Adaptacao da Vitrificagao

Diasporos de B. odorata e B. lallemantii armazenados por 12 e 6 meses,
respectivamente, em camara fria, foram divididos em 4 tratamentos (Tabela 7).
O experimento foi adaptado de acordo com Salomao et al., (2017), Vargas et al.
(2020) e Taniguchi et al. (2020).

Tabela 7: Tratamentos para adaptacdo do protocolo de vitrificacdo para criopreservacgao.

Tratamento: De acordo com o tipo de propagulo para criopreservar

T1 — Controle- Os embribes foram resgatados e inoculados no meio de cultivo

T2 - Embrides foram resgatados, colocados em crio tubo e criopreservados em NL
T3 - Sementes embaladas e criopreservadas em NL

T4 - Didsporos embalados e criopreservados em NL
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No tratamento T1, as sementes foram embebidas por trinta minutos em
agua destilada autoclavada e os embrides resgatados e inoculados em meio de
cultivo (MS 75% (Murashige; Skoog, 1962), suplementado com 2,4-D (4,5 pML-
1); sacarose (40 gL1)); inositol (0,1 gL™?); PPM (1mIL™?); carvéo ativado (2,0 gL™);
PVP (1 gL?) e solidificado com Phytagel (2,5 g L-1)).

No tratamento T2, as sementes foram embebidas por trinta minutos em
agua destilada autoclavada e os embrides resgatados e colocados em criotubos
de 10 ml, com posterior resfriamento por imerséo direta em nitrogénio liquido (-
196 °C).

Nos tratamentos T3 e T4, as sementes e diasporos passaram uma breve
assepsia, com agua destilada e autoclavada em Twim 20°, secos com papel filtro
em temperatura ambiente por 20 horas, posteriormente, acondicionados em
sacos plasticos aluminizados, vedados com Parafilm, foram congelados
rapidamente por imerséo direta em nitrogénio liquido (-196 °C). Aos 30 dias de
criopreservacao, as amostras T2, T3 e T4 foram retiradas do nitrogénio liquido,
descongeladas rapidamente por imersdo em banho-maria a aproximadamente
38°C por 3 minutos e permaneceram em fluxo laminar em temperatura ambiente
por 1 hora.

ApoOs criopreservacao, os embrides (Tratamento 2) foram inoculados
diretamente em meio de cultivo para germinagéo; as sementes (Tratamento 3),
foram embebidas por 30 minutos em agua destilada autoclavada, com 1 miL! de
PPM, com os embrides excisados e inoculados em meio de cultivo para
germinacao; os diasporos (Tratamento 4) foram rompidos em torno manual, as
sementes removidas e desinfestadas conforme protocolo citado anteriormente
para resgate de embrides. Apds a assepsia, as sementes foram embebidas por
30 min. em agua destilada autoclavada, com 1 miL* de PPM. Posteriormente,
os embrides foram excisados e inoculados em meio de cultivo para germinacao.
Os cultivos ficaram no escuro por 7 dias e foram transferidos para fotoperiodo
de 16 horas de luz, sob irradiancia de 36 ymol m-s! e temperatura de 27+2 ° C.
Aos 30 dias, a porcentagem de germinacéo dos embrides foi avaliada.

Os tratamentos foram organizados com 5 repeticdes constituidas cada
uma, por um frasco, contendo cinco embrides cada frasco. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado e os dados obtidos submetidos a

andlise de variancia utilizando-se o software estatistico SISVAR® (Ferreira,
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2011), comparando as frequéncias pelo teste de Tukey com probabilidade de
5%.

3.4.6 Aclimatizacao

As plantulas enraizadas, obtidas da criopreservacéo, foram transferidas
para bandejas de isopor, preenchido com substrato comercial Plantmax® e
acondicionadas sobre estrutura coberta com plastico transparente durante 30
dias, quando foi retirada a cobertura plastica. Foram utilizadas 30 repeticdes para
cada espécie. A taxa de sobrevivéncia foi avaliada aos 45 dias, a partir de 30

repeticdes para cada espécie.

4. Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas por espécie e por experimento,
nao houve comparacdo entre as espécies. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado. Os dados nado paramétricos foram submetidos a
andlise de variancia utilizando-se o software estatistico SISVAR® comparando
as frequéncias pelo teste exato de Tukei com probabilidade de 5%. Ja os dados
paramétricos, foram submetidos a andlise de variancia utilizando-se o software
estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2011), comparando as frequéncias pelo teste
de Skott-knott com probabilidade de 5%.
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5 Resultados e discusséao
5.1 Germinacéo e cultivo in vitro

O cultivo in vitro dos embriGes das trés espécies de Butia apresentaram

desenvolvimento ndo homogéneo (Figura 22).

Figura 22: Embribes de B. odorata, inoculados no mesmo dia e coletados aos 30 dias cultivo in
vitro, evidenciando que ndo houve homogeneidade no desenvolvimento
Fonte: Marisa Taniguchi.

O desenvolvimento das plantulas de Butia, assim como a germinacéo néo
homogénea (TANIGUCHI et al., 2020), é relatado para embrides de palmeiras,
caracteristica relacionada ao estadio de maturagéo dos embrides. Cada embrido
€ um individuo Unico, apresentando assim uma resposta fisiologica diferente,
mesmo diante da acao dos reguladores de crescimento, como as auxinas.

O resgate do embrido das espécies do género Butia, rompe barreiras
fisicas que influenciam a dorméncia e retarda a germinacdo. Ao inocular o
embrido em meio de cultivo, contendo fontes de carbono, auxina, sais minerais
e vitaminas, permite-se o desenvolvimento e amadurecimento dos embrides em
menor tempo. No meio de cultura utilizado, fez se o uso de concentracdes de
auxina, o que possivelmente induziu o alongamento celular e, portanto, pode ter
auxiliado desenvolvimento do eixo embrionario. (ALMEIDA et al., 2015). Além
disso, as auxinas por serem relacionadas com a permeabilidade das
membranas, o que envolve o crescimento de plantulas, podem auxiliar também,
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na biossintese de giberelinas em alguns estadios de desenvolvimento, como na
ativacao do crescimento vegetativo do embrido e no enfraquecimento da camada
do endosperma que envolve o embrido (CASTRO; VIEIRA, 2001).

Nesse trabalho verificou-se que entre os nove e 18 dias ocorreu a
protrusdo da radicula, assim como a formacao da parte area. No entanto, houve
diferencas entre as espécies de Butia, que podem estar relacionadas ao estadio
de maturacdo dos embrides. O tratamento T3 (4,5 uM de 2,4-D) mostrou o
melhor resultado de germinacédo nas trés espécies, sendo 93% para B. odorata
e 80% tanto para B. lallemantii e B. exilata (Tabelas 8, 9 e 10).

Tabela 8: Porcentagem de germinagdo, comprimento de parte area (CPA) e comprimento de
raizes (CR) de embrides de B. odorata inoculados em meio de cultivo MS, com diferentes
concentracdes de 2,4-D.

2,4-D CPA CR
Germinagao (%)

(UM) (cm) (cm)

0,0 47% b 0,78 n* 2,20b

2,25 33% b 0,88 5,64 a

4,50 93% a 0,36 0,72b

6,75 33% b 0,67 2,68 ab

9,00 33% b 0,70 3,00 ab

CV (%) 21,94 77,46 59,33

C.V. (%) Coeficiente de Variagcao. Médias seguidas por letras distintas diferem
entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. n* ndo significativo
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Tabela 9: Porcentagem de germinagéo, comprimento de parte area (CPA) e comprimento de
raizes (CR) de embrides de B. lallemantii, inoculados em meio de cultivo MS, com diferentes

concentracdes de 2,4-D.

2,4-D CPA CR
Germinagéo (%)

(um) (cm) (cm)
0,0 33%b 0,16 b 1,34 n*
2,25 33%b 0,92 a 0,46
4,50 80% a 0,64 ab 0,12
6,75 40% b 0,32 ab 1,10
9,00 6% b 0,16 b 0,20
CV (%) 50,27 74,20 163,42

C.V. (%) Coeficiente de Variacao. Médias seguidas por letras distintas diferem
entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. n* ndo significativo

Tabela 10: Porcentagem de germinacdo, comprimento de parte area (CPA) e comprimento de
raizes (CR) de embrides de B. exilata, inoculados em meio de cultivo MS, com diferentes
concentracdes de 2,4-D. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2020.

2,4-D CPA CR
Germinagao (%)

(um) (cm) (cm)

0,0 33%b 0,72 ab 0,90 n*

2,25 33% b 0,36 b 0,42

4,50 80% a 1,26 a 2,50

6,75 20% b 0,50 b 0,76

9,00 20% b 0,15b 1,62

CV (%) 55,04 52,24 95,57

C.V. (%) Coeficiente de Variagdo. Médias seguidas por letras distintas diferem
entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. n* ndo significativo

A germinacgao in vitro dos embrides de B. odorata ocorreu em menor

tempo em torno de 12 a 16 dias, e o desenvolvimento da parte aérea,

sobrevivéncia e resisténcia na aclimatizacdo foram mais homogéneos (Figuras

23, 24 e 25).
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Figura 23: Desenvolvimento de embries B. odorata. (A), B. lallemantii (B)

e B. exilata (C), com 3, 6 e 9 dias de cultivo.
Fonte: Marisa Taniguchi.

(

Figura 24: Diferencas no desenvolvimento de embrides B. odorata de 0 a 24 dias
Fonte: Marisa Taniguchi.
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Figura 25: Desenvolvimento de embrides B. odorata aos 40 dias de cultivo in vitro
Fonte: Marisa Taniguchi.

Os maiores porcentuais de germinagdo para as trés espécies foram
obtidos quando se utilizou 4,5 uM de 2,4-D. Para B. odorata ndo houve diferenca
significativa no tamanho da parte aérea e, para comprimento de raiz, o
tratamento T2 (2,25 uM de 2,4-D) foi satisfatorio. Para o desenvolvimento da
parte aérea em B. lallemantii, o tratamento T2 (2,25 uM de 2,4-D) foi melhor,
porém ndo houve diferenga significativa na formacéo de raizes. Para B. exilata
o tratamento T3 (4,5 uM de 2,4-D) apresentou melhor desenvolvimento de parte
area e néo houve diferenca significativa para raizes.

A utilizacdo de 1 mg L* de 2,4-D por Ferreira et al. (2017) induziu a
germinacao de 62% dos embrides de Butia odorata, porém 38% dos explantes
oxidaram, o que pode ter limitado a germinacdo. No presente trabalho, os
embrides ndo apresentaram oxidacdo, sugerindo-se que a concentragdo do
carvao ativado adicionado ao meio de cultivo, adsorveu as substancias
indesejaveis, como compostos fenodlicos. Sabe-se que a oxidacdo dos
compostos fendlicos pelas enzimas polifenases podem produzir substancias

toxicas, inibindo o desenvolvimento e causar a inviabilidade do material vegetal
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(COSTA, 2006; NUNES et al., 2008). A presenca de auxina no meio de cultura
também promoveu alto indice de germinacéo (80%) em Butia eriospatha e, nos
tratamentos em que foi adicionado carvao ativado ao meio de cultivo, houve
resultados satisfatorios quanto a taxa de germinacéo dos embriées (MINARDI et
al., 2011).

O aumento do comprimento da parte area de Butia sp. esta relacionado a
adicdo de auxina ao meio de cultura observando-se que, neste trabalho, a
respostas sdo genotipo especificas, ressaltando que, a adicdo deste
fitorregulador, em baixas concentracdes, induz o0 crescimento, O
desenvolvimento e a expansdo dos tecidos vegetais (DARIO et al., 2004). Além
disso, a interacdo da auxina com as vitaminas adicionadas ao meio de cultura
influencia diretamente no crescimento e desenvolvimento dos embrides, fato
atribuido as suas func¢@es cataliticas.

Importante evidenciar que, para a cultura de embrides, nos estadios
iniciais de desenvolvimento, suplementacdo adicional de sacarose pode ser
requerida (MENEZES et al., 2010) e, no presente estudo essa adaptacdo do
protocolo foi necessaria, para que a acado da sacarose como reguladora do
potencial osmético do meio de cultura, permitisse maior ou menor difusdo de
agua e nutrientes para o embrido, participando também do fornecimento de
energia ou como fonte de carboidrato para os processos de diferenciagéo celular
(SOARES et al., 2011; SOUZA et al., 2021). Esse controle homeostatico faz se
necessario para o processo de germinacéo, pois a difusdo da dgua no meio de
cultura é decisiva para a ativacdo enzimatica (COSTA; MARCHI, 2008) nos
embrides. Ledo et al. (2007) alcangou maiores resultados no cultivo in vitro de
embrides zig6ticos de Cocos nucifera L. (Arecaceae) em meios contendo
elevadas concentracdes de sacarose.

A maturidade dos embrides pode também influenciar na germinacao
(SILVA et al., 1999; COSTA; MARCHI 2008), desenvolvimento e formacao da
parte area das plantulas in vitro, como observado em testes anteriores
(resultados n&o publicados), em que a variagdo na germinacdo e no
desenvolvimento de parte area, ocorre mesmo com a presenca de GA3 no meio
de cultura. As coletas de B. odorata foram realizadas em periodos diferentes as
coletas das demais espécies, fato que pode ter proporcionado a germinacao do

embrido e o melhor desenvolvimento das plantulas. Da mesma forma, embrides
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provenientes de frutos maduros de Astrocaryum sp. apresentaram altura de
plantulas significativamente maior aos imaturos (PEREIRA et al., 2006). A
viabilidade e germinacao das palmeiras esta associada a diversos fatores, mas,
no geral, o armazenamento (que pode se relacionar a desidratacdo, por tempo
de armazenamento) e a idade das sementes, influenciam na integridade do
embrido e, consequentemente, na viabilidade e germinacao.

A emissao de raizes deve ser considerada como uma variavel chave para
a avaliacao da cultura de embrides de palmeiras (MELO, 2000), uma vez que,
em varias espécies, ocorre a imaturidade do embrido, relacionada com a néo
diferenciacéo da radicula. Corroborando esses resultados, Ribeiro et al. (2011)
indicaram o cultivo inicial em ambiente escuro para embrides de Butia capitata,
ja que o enraizamento foi favorecido pela auséncia de iluminacéo.

Apesar do resultado ndo significativo para a formacdo de raizes de B.
exilata e B. lallemantii, observou-se que o aumento das concentracfes de auxina
no meio de cultivo in vitro promoveu o balan¢co hormonal com os reguladores de
crescimento contidos no embrido e plantula, promovendo aparecimento de calos
e oxidagcao dos embrides. A permanéncia das amostras no meio de cultura com
auxina, por um longo periodo ou em maiores concentracdes, pode ocasionar
efeitos negativos para ao desenvolvimento das plantas, sendo inibitérios ou
deletérios (LJUNG et al., 2005), uma vez que a producao de calo e a oxidagao
afetam a formacgéo de plantas normais. Dessa forma, indica-se a troca do meio
de cultura aos 20 dias de geminacao, para um meio de cultivo sem reguladores
de crescimento, ou seja, 0 meio de germinacédo utilizado nesse trabalho, sem
adicao de 2,4-D.

O conhecimento sobre os aspectos ecofisiolégicos da germinacdo de
sementes de espécies arbdreas nativas ainda é limitado (GUIMARAES et al.,
2018) e, nesse contexto, € possivel incluir as palmeiras do género Butia. O teor
de agua das sementes juntamente com a temperatura adequada, favorece a
contaminagdo por fungos de armazenamento, diminuindo a viabilidade das
sementes e afetando a germinacéo (GARCIA, 2019). Em relacéo as espécies do
género Butia pode-se inferir a ocorréncia dessas dificuldades de germinacéo, o
que leva & uma baixa populacéo de plantas, sendo indicado a necessidade de

realizar tratamentos pré-germinativos (FIOR et al., 2011).
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A propagacao da maioria das palmeiras é sexuada e sua germinagao €
lenta e desuniforme devido a dorméncia tegumentar, como observado para B.
eriospatha (MEEROW; BROSCHAT, 2017; WALDOW et al., 2013). Para a
mesma espécie observou-se resisténcia mecénica do endocarpo e
impermeabilidade a agua e as trocas gasosas (HOFFMANN et al., 2014).

A germinacéo de espécies de Butia pode  ocorrer de trés meses até 12
meses e pode se levar até dois anos para que haja a emersdo da plantula
(SGANZERLA, 2010; WALDOW et al., 2013), prejudicando a producao de
mudas, a formac&o de plantios e a avaliacdo de germoplasma (BEUGRE et al.,
2009). Estudos referentes a fisiologia da germinacéo facilitam a compreensao
desse processo, sendo que algumas caracteristicas sdo utilizadas para o
reconhecimento dos tipos de germinagcdo em palmeiras, considerados trés:
remota tubular, remota ligular e adjacente ligular (HENDERSON, 2006;
DRANSFIELD et al., 2008). Para as espécies estudadas, a morfologia apresenta
o tipo de germinacdo remota ligular, plantulas com o eofilo expandido e

germinacgédo hipdgea, com raiz primaria em alongamento (Figura 26).
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Figura 26: Desenvolvimento da plantula de Butia sp. in vitro. 14, 20, 25 e 30 dias de
desenvolvimento apés a germinacao;8 in vitro.rp- raiz primaria; Ig- ligula; pb- primeira bainha;
ha-haustério; ed- eofilo desenvolvido

(llustracéo: Prof. Dr. Jodo lganci).

Para as trés espécies de Butia o tempo de armazenamento influenciou
a viabilidade das sementes, assim como o resgate de embrides. Os embrides
sdo pequenos, cilindricos e de maturacao tardia e grande parte de sua estrutura
consiste no cotilédone (DRANSFIELD et al., 2008). Para melhor conhecimento
sobre o processo de desenvolvimento e germinacdo de Butia, foi realizada

germinacao ex vitro, confirmando o mesmo comportamento in vitro (Figura 27).
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Figura 27: Desenvolvimento da plantula de Butia sp. ex vitro. Letras: (A) sm - semente; em -
embrido; (B) pc - peciolo codiledonar; (C) rp - raiz priméria; Ig - Ligula; pb - primeira bainha; ha -
hautdrio; (D) rs - raiz secundaria; sb - segunda bainha; (E) se - surgimento do eofilo; (F) primeira
folha expandida aos 30 dias de desenvolvimento ap6s a germinagéo.

Fonte: Marisa Taniguchi.

5.2 Organogénese via TCLs

Para a organogénsese, 100% dos explantes foliares das trés espécies

apresentaram oxidacdo, sem formacao de tecidos ou calos (Figura 28).

Figura 28: Explantes foliares de Butia odorata oxidados
Fonte: Marisa Taniguchi.
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Contudo, a formacao de parte aérea foi verificada a partir das TCLs de
forma direta, ou seja, sem formacao de calos, com o resultado 96% para B.
odorata, 88 % para B. lallemantii e 75% para B. exilata, (Tabela 11).

Tabela 11: Porcentagem de regenerac¢do, para Butia odorata, Butia lallemantii e Butia exilata
inoculados em meio de cultivo com silicio. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2020.

Silicio Regeneracdo CPA Regeneracdo CR Regeneracdo CR

0, 0 [0)

(M) (%) (mm) (%) (n;m (%) (mm)
Butia odorata Butia Butia exillata
lallemantii
0,0 70 b 2,75 27Db Ob 38D 0,75

b b
35,60 96 a 5,25 88 a la 75 a 6,0 a
a
71,20 23¢c 0,75 25Db Ob 18 b 0,0b
b
106,80 27 ¢ 1,25 30b Ob 5b 0,0b
b
CcVv 27,52 38,3 25,35 Ob 46,46 97,9
(%) 0 0

C.V. (%) Coeficiente de Variagcao. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo Teste
de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Para as trés espécies o tratamento T2 (35,60 uM) mostrou diferencas
significativas e o melhor desenvolvimento de explantes. Aos trés dias apos
inoculacdo os explantes apresentaram intumescimento e, aos 15 dias, ha o inicio

desenvolvimento de  parte area e/ou raiz (Figura 29).

Figura 29: Explantes TCLs Butia sp. aos 3, 6, 9, 12 e 15 dias de cultivo.
Fonte: Marisa Taniguchi.
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Todas as trés espécies apresentaram intumescimento e crescimento do
explante aos trés dias de cultivo in vitro. As finas camadas de células (TCLS)
foram retiradas do conjunto de tecidos que forma a ligula, contendo o inicio da

formacéo das folhas, que formam posteriormente a bainha priméria (Figura 30).

Figura 30: Explante de Butia sp, com 30 dias de cultivo in vitro seccionado
longitudinalmente . Letras: bp - primeira bainha; ct Ig - conjunto de tecidos ligula; irp - inicio da
formacao da raiz primaria.

Fonte: Marisa Taniguchi.

Cerca de trés a nove dias ap0s a inoculagdo em meio de cultura
suplementado com 2,4-D, os primeiros eventos de divisdo celular ocorreram
simultaneamente em varias regides do explante (Figuras 30 A, B, Ce 31 Be D)
e, verificou-se que os tecidos ao redor de apices meristematicos eram estruturas
foliares (Figuras 31; 32) mostrando a complexidade do explante formado por
diferentes estruturas (Figura 31). Aos 15 dias de cultivo in vitro verificou-se a
expansao de parte aérea (Figura 32).

Cabe ressaltar que os explantes em meio de cultivo in vitro ndo formaram
calo, contudo observaram-se intensas divisfes celulares nos tecidos do explante
que, possivelmente podem ter conduzido a formacao de gema (Figura 32). O
inicio da  formacéo de gemas nao foi identificado nas amostras seccionadas,

sendo necessarias outras analises. Porém, é valido inferir que durante o

seccionamento para obtencdo das TCLs e, considerando a complexidade do
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explante, alguma regido apical meristemética com potencial para formagéo de
gemas tenha permanecido no explante e se expandido originando a parte aérea.
Porém, as analises anatdbmicas evidenciaram o potencial meristematico dos

explantes TCLs e as diferentes estruturas que compdem o explante.

R, : : 7

® AR o bl
Figura 30: Butia exilata. Aspecto morfoanatémico da organogénese direta a partir de explantes
ligulares segmentados em Thin Cell Layer (TCL) A: Secg¢éo transversal de explante intumescido,
aos 3 dias de cultivo, seta indica bainha foliar. B e C: Secc¢éo longitudinal indicando células
meristeméaticas (setas) D: Explante com gema se desenvolvendo (ponta da seta) apos 9 dias de
cultivo tcm: tecido com células meristeméticas e gemas (seta) rtf: residuo de tecido foliar. E:
seccgdo longitudinal do explante indica a gema (ponta da seta). A =2 mm; B = 200 um; B =C
=100 pm; D = 0,5 mm; E= 200pm.
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Figura 31: Butia odorata. Aspecto morfoanatdmico da organogénese a partir de explantes
do conjunto de tecidos da ligula, segmentados em Thin Cell Layer (TCL). A: Explante
intumescido aos 6 dias de cultivo em que a ponta da seta indica parte do conjunto de tecido
da ligula, provavelmente residuo de tecido foliar envolvendo a gema, indicada pela seta
inteira. B: Seccdo longitudinal do explante indicado em A evidenciando a detalhe da regido
apical com células meristeméticas (*) (ponta de seta: tecido foliar); C: Explante com tecido
sendo separado do intumescimento e formacdo da gema (seta) apés 9 dias de cultivo. D. A
seta indica apice meristematico. A =2 mm; B = 500 um; detalhe de B =100 um; C = 0,5 mm;
D =200 pm.
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Figura 32: Butia lallemantii. A-B: TCL aos 12 dias de cultivo, mostrando a presenca de
gema (setas), envolta por tecidos que fazem parte com conjunto de tecidos da ligula para
formacdo de folhas. C: Explante desenvolvido com segmento foliar aos 15 dias de
cultivo: Barras: A = 500 um; B = 100 um; C = 1 mm, Laboratério de Anatomia Vegetal
UFPel.
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Figura 33: Corte longitudinal do explante de Butia odorata com 30 dias de cultivo
in vitro. Letras: ctrr: conjunto de tecidos raiz que foram retirados; rtf: residuo de
tecidos foliares que fazem parte do cttcl: conjunto de tecidos do tcl (finas camadas
de células); tcm: tecidos com células meristematicas; tfr tecido foliar que foi retirado.
Laboratério de Anatomia Vegetal - UFPel.

Em 1973, Tran ThanhVan descreve o sistema TCL (técnica da camada de
células finas) pela primeira vez, em tabaco (Nicotiana tabacum L.), como um
modelo de estudo para os mecanismos de controle da morfologia da parte aérea,
raiz e flor. Atualmente a tecnologia TCL € amplamente aplicada na
micropropagac¢ao plantas lenhosas e ervas medicinais. A técnica da camada de
células finas (TCL) baseia-se na utilizacdo de explantes muito pequenos,
auxiliando a morfogénese in vitro em varias espécies vegetais (STEINMACHER,
2007; GOMES et al., 2015; PARTHIBHAN et al., 2018; MENDOZA-PENA et al.,
2021; HANH et al., 2022), como Cocos nucifera L. (SAMOSIR et al. , 1998),
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Bactris gasipaes Kunth (STEINMACHER et al. 2007 ) e Stevia rebaudiana
Bertoni (MOSQUEDA; ANDREU, 2016).

As vantagens do uso da técnica de TCLs devem-se a maior capacidade
genética e, provavelmente, ao estabelecimento de um dominio simplasto
(BOUGET etal., 1998; HAYWOOD et al., 2002), que mantém o desenvolvimento
coordenado das células e tecidos (WU etal. ,2002; ROBERTS; OPARKA,
2003). O dominio simplasto é considerado como a continuidade, entre as células
de um dominio tecidual especifico, permitindo o movimento molecular através
dos plasmodesmos, mantendo e coordenando a atividade morfogenética no
tecido (ROBERTS; OPARKA, 2003). Isso significa que € um método alternativo
para romper os dominios do simplasto, bem como modular a resposta in vitro,
usando o espaco interior celular para a difusdo de solutos, ha maior
probabilidade de uma nova sintese de componente de parece celular, como
oligossacarideos.

Portanto, a partir deste estudo conseguiu-se a formacdo de brotos
utilizando TCL, ao inocular finas camadas de tecidos variados presentes na
ligula. Usando diferentes tipos de células providos de diferentes tecidos, €
possivel produzir varias respostas no mesmo explante e possibilitando uma
maior area de contato dos tecidos meristematicos com os reguladores de
crescimento no meio de cultura. Por isso, a técnica pode ser classificada
conforme o corte realizado, transversalmente (tTCL) ou longitudinalmente
(ITCL), com particularidades em relacao aos tipos de células presentes em cada
corte (SILVA; DOBRANSZKI, 2013).

Também é considerado que para as espécies com pouco material vegetal
disponivel, a técnica permiti obter maior nimero de explantes de uma Unica
planta (MOSQUEDA; ANDREU 2016), e pode ser aplicada para obtencédo de
embrides somaticos, brotacdes, raizes, entre outros (SILVA; FUKAI, 2003). No
entanto, a espessura do corte utilizada neste estudo (0,5 mm) pode ter
influenciado na porcentagem de brotacdes obtidas. A espessura do explante foi
abordada por Nhut et al. (2001), obtendo maior taxa de brotacdes e de explantes
vivos com corte de espessura entre 3 e 4 mm.

Na maioria dos trabalhos com uso da técnica TCL, a ocorréncia de calos
e recorrente (NHUT et al.,, 2001; SILVA; FUKAI, 2003), o que pode estar

relacionado ao proprio estresse ocasionado pela injuria dos tecidos, além da
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resposta ao fitorregulador ou ao possivel estresse causado pelas condi¢des de
cultivo: neste trabalho ndo houve a formacéao de calos. Possivelmente, houve o
maior estimulo das células do centro do explante, células com potencial para
reentrar no ciclo mitético e maior sinalizacao devido o estresse e ao metabolismo
da célula tentando se expressar. Além do maior contato com a superficie do meio
de cultura, o que estimula a iniciacdo de células estaminais, o estabelecimento
de padrdes e a regeneracdo dos Orgdos, pois estes processos, também
dependem da razdo auxina/citocinina no meio de indugéo, assim brotos e raizes
podem ser regenerados com maior facilidade (CHENG et al., 2013).

Existe arelacéo entre lesdo e resposta de auxina (DA COSTA et al., 2013 ;
XU, 2018), pois a excisdo de explantes das plantas doadoras, promove uma
resposta ao estresse de ferimento gerado, que pode incluir o acumulo de auxinas
e, em geral, alteracdes nos perfis hormonais dos explantes (XU, 2018; HANH et
al., 2022). Esses perfis hormonais desencadeados podem ou nédo ser suficientes
para proliferacdo celular e efeito dos diferentes gendtipos, tipos de explante e
meios de cultura inicialmente utilizados para a indugéo de calos, embrides ou
organogénese. Diversos trabalhos tentam elucidar os mecanismos envolvidos
com a organogénese in vitro, porém pouco € conhecido a respeito da fase de
aquisicdo de competéncia, fundamental para que a regeneracdo ocorra.
Portanto, a morfogénese in vitro € um processo complexo e ainda nao
completamente esclarecido. Neste sentido, embora os reguladores de
crescimento sejam os fatores mais relevantes no processo, a atividade dos
nutrientes minerais e demais substancias permanece pouco investigada
(RAMAGE E WILLIAMS, 2002).

Sabe-se que um numero restrito de espécies de palmeiras, produz
perfilhos que podem ser facilmente propagados (TOMLINSON, 2006;
BROSCHAT et al., 2014). Além disso, a grande maioria das espécies € albgama
e a heterogeneidade € observada quando se obtém material a partir de sementes
(RAJANAIDU; AINUL, 2013). Desse modo, a aplicacéo da técnica TCL que néo
documentada no cultivo in vitro de espécies do género Butia, oferece promessa
para a regeneracdo de plantas in vitro Butia. Portanto, esse trabalho traz
relevantes resultados que demonstram a importancia do balango hormonal de
auxina e citocinina na organogénese e indica que durante o desenvolvimento de

um protocolo de regeneracdo de plantulas, os aspectos morfolégicos e
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histol6gicos devem ser avaliados para elucidar a resposta in vitro, como a origem
e desenvolvimento da organogénese, bem como a caracterizacdo da via

morfogenética.

5.3 Criopreservacao

Para os experimentos de criopreservacdo foram realizados testes
preliminares testando-se o tempo de exposicdo ao PVs2 e utilizacdo de solucbes
de saturacdo, com diferentes concentracdes de sacarose adaptados de Vargas
et al. (2020) e Taniguchi et al. (2020). Por meio desses resultados e das
adaptacdes das técnicas, descritas nesse trabalho, foi possivel realizar novos

experimentos e suas validacdes, para as trés espécies de Butia.

5.3.1 Adaptacéo da Droplet vitrification

Verificou-se nos resultados da Droplet vitrification, que houve germinacéo
dos embrides apenas nos tratamentos T1 - controle (82, 57 e 90%) e naqueles
criopreservados pré-tratados no tratamento T2 - PVsS2 (80, 65 e 75%), para B.

odorata, B. lallemantii e B. exilata, respectivamente (Tabela 13).
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Tabela 13: Porcentagem de germinacgdo, de embrides B. odorata para B. lallemantii e B. exilata
criopreservados via técnica de Droplet vitrification. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS,
2020.

Germinagao (%)

Solucgdes crioprotetoras ] ] )
Butia Butia exilata

Butia odorata lallemantii

Controle 82% a 57% a 90% a
PVS2 80% a 65% a 75% b
PVS2 MODIFICADA 0% b 0% b 0% c
PVS3 0% b 0% b 0% c
PVS3 MODIFICADA 0% b 0% b 0% c
CV (%) 35,71 58,21 42,13

O floroglucinol adicionado a solu¢cdo modificada de PVS2, possivelmente
pode ter apresentado toxicidade para os embrides. Por outro lado, o PVS3, por
nao conter o criopreotetor intracelular DMSO, ndo conseguiu realizar a protecao
das células, ocasionando a morte dos tratamentos durante as fases de
congelamento e descongelamento; o0s embribes n&o apresentaram

desenvolvimento, nem oxidagéo (Figura 34 e 35).
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Figura 34: Germinacao de embrides, na sequéncia de tratamentos: T1- N&o criopreservados:
Controle; T2- Criopreservados: PVS2; T3 - Criopreservados: PVS2 modificado; T4 -
Criopreservados: PVS3; T5 — Criopreservados: PVS3 modificado. Letras: (A) B. odorata; (B) B.
exilata e (C) B. lallemantii
Fonte: Marisa Taniguchi

& &% 2.8 Eydier_rig Qo o PO S
Figura 35: Placas com embrides, na sequéncia - Néo
criopreservados: Controle; T2 - Criopreservados: PVS2; T3 - Criopreservados: PVS2
modificado; T4 - Criopreservados: PVS3; T5 — Criopreservados: PVS3 modificado.
Fonte: Marisa Taniguchi
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A percentagem de germinacgao do B. lallemantii apesar de ndo apresentar
diferencas significativas, aumentou do tratamento T1 controle para o T2
tratamento com PVS2, provavelmente devido a maturidade dos embrides ou

injurias causadas durante o processo de resgate dos embrides.

5.3.2 Adaptacao do encapsulamento- vitrificacao

Observou-se a germinacdo em todos os tratamentos (Tabela 14). N&o
tendo diferenca significava para B. odorata, entre os tratamentos T1 (28%) e T3
(20%) de germinacédo e entre o0 T3 e T2 (10 %), em B. exilata, ndo houve
diferenca significava entre os tratamentos T1 - (25%), T2 - (13%) e T3 (- 20%) e
em B. lallemantii apresentou a resposta semelhante T1 (22%), T2 - (8%) e T3 (-
10%) sem diferencas significativas, observaram-se os melhores percentuais de

germinacao de embrides.

Tabela 14: Porcentagem de germinacdo, para B. odorata, B. lallemantii e B. exilata
criopreservados via técnica de encapsulamento e vitrificagdo. Embrapa Clima Temperado,
Pelotas, RS, 2020.

Germinacéao
Tratamento
Encapsulamento ) B
B. odorata B. exilata B. lallemantii

Controle — Embrides -EN-MC 28% a 25% a 22% a
Embrides -En- FL- NL 10% b 13% ab 8% ab
Encapsumento -En-SL o o 00
15 mn- MC 20% ab 20% ab 10%% a
Encapsulamento En-SL 5% b 5% b 25%b
30 mn- MC
Encapsulmanto - En-SL 5% b 2,5% b 25%b
60 mn- MC
CV (%) 47,57 60,28 42,13

*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p=0.05), de acordo
com o teste de Tukey.
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Nos tratamentos T4 (encapsulamento e desidratacdo em silica gel por 30
minutos) e T5 (encapsulamento e desidratacdo em silica gel por 60 minutos), as
espécies apresentaram decréscimo na germinacdo, provavelmente pela
exposicdo a silica gel ter desidratado em excesso 0 material, 0 que pode ter
causado danos irreversiveis aos tecidos do embrido. Vargas et al. (2020) e
Taniguchi et al. (2020) encontraram resultados semelhantes utilizando métodos
de vitrificacdo sem o encapsulamento. A composicdo da capsula € muito
importante para a regeneracdo do material vegetal e acredita-se que sé&o
necessarios novos estudos para a adicdo de maior concentracédo de reguladores

de crescimento no meio nutritivo e melhor formulacdo de sais (Figuras 36 e 37).

Figura 36: Unidades encapsulaveis de Butia sp. germinadas apos criopreservacdo. Embrapa
Clima Temperado, Pelotas, RS, 2019.
Fonte: Marisa Taniguchi.

100



Figura 37: Unidade encapsulavei de Butia odorata, germinadas apés a
criopreservacdo, com 25 dias. Letras rp: raiz primaria; pb: primeira bainha; pf:
primeira folha; Ig: ligula; ha: haustério; uc: unidade encapsulavel.

Fonte: Marisa Taniguchi.

O meio MS é rico em macro e micronutrientes, além de vitaminas (DEZAN
et al., 2012), mas cada espécie possui exigéncias nutricionais especificas,
independente do potencial de acimulo de nutrientes. O suprimento inadequado
de um elemento essencial (excesso ou deficiéncia) resulta em prejuizos para o
desenvolvimento vegetal, que pode ocorrer tanto no cultivo em campo, como in
vitro (SOARES et al.,, 2010). Acredita-se que a capsula, agindo como um
endosperma para o embrido, pode contribuir para regeneracéo e protecao.

Para espécies da familia Arecaceae as caracteristicas fisioldgicas
importantes para conservagdo sdo diversas, existindo mecanismos de reparo
aos estresses causados tanto pela retirada de agua de tecidos e células quanto
pelo congelamento e descongelamento do germoplasma (OLIVEIRA et al.,
2016). Mas, o principio fundamental que garante a integridade do germoplasma

durante a conservacdo é sua tolerdncia a desidratagcdo e as temperaturas
subzero de armazenamento (KAVIANI, 2011; SALOMAO et al., 2017).
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5.3.3 Adaptacéao da vitrificagéo

Maiores percentuais de germinacdo foram observados tanto utilizando
diasporos quanto sementes, os quais ndo se diferenciaram da testemunha
(Tabela 15). A adaptacéo realizada na metodologia preconizada por Saloméao et
al. (2017) para B. eriospatha, mostrou percentuais satisfatérios tanto pra B.

odorata quanto B. lallemantii.

Tabela 15: Porcentagem de germinacéo, para B. odorata para B. lallemantii criopreservados via
técnica vitrificagdo. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2020.

Germinagdao (%)

Tratamento
) Butia
Butia odorata N
lallemantii
Controle 80% a 70% a
Embrides 0% b 0% b
Semente 70% a 60% a
Diasporos 76% a 66% a
CV (%) 16,11 15,53

*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p=0.05), de
acordo com o teste de Tukey.

Apesar do que é citado por Saloméo et al., 2017, sobre a extragcdo da
semente, quando ndo a danifica totalmente, causa injurias em seus tecidos,
nesse trabalho, foi possivel reduzir os danos nas sementes e adaptar as
estratégias para retirada do embrido zigético, como demonstrados nos

resultados de cultivo in vitro.
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Figura 38: Germinagdo de Butia odorata cultivados in vitro apés a
criopreservacao. A- 15 dias; B — 20 dias; C- 25 dias; D- 30 dias.
Fonte: Marisa Taniguchi.

Figura 39: Germinagédo apos a criopreservagado: Letra (A) Butia odorata;
(B) Butia lallemantii.
Fonte: Marisa Taniguchi.
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As espécies de palmeiras podem apresentar sementes oleaginosas, essa
caracteristica pode acarretar mais danos estruturais durante a transicédo de fase
liquida, ou seja, ndo ha passagem para a fase vitrea e sim diretamente para a
sélida (CHMIELARZ, 2009; GROUT, 2017). Nos resultados de criopreservacao
para B. capitata (FRUGERI, 2016) e para B. eriospatha (SALOMAO et al., 2015),
foram encontradas boas percentagens de germinagédo apos o descongelamento,
mesmo sendo espécies com sementes oleagenosas. Nesse trabalho, os
resultados para espécies de Butia trabalhadas, também apresentaram boa
percentagem de germinacao.

A conservacdo de sementes de espécies de palmeira, tem como
problema, o armazenamento por maior tempo, sem a perda da viabilidade, uma
vez que o teor de umidade inicial das sementes se torna determinante para sua
viabilidade (NEGREIROS; PEREZ 2004; FELIX et al., 2017). Com diferencas
entre espécies, que podem surgir por condi¢cdes da planta-mae e do local de
producdo das sementes, o teor de umidade das sementes é importante para o
conhecimento do seu comportamento fisiolégico. De acordo com a natureza
fisiologica e bioquimica da semente e das condi¢cdes as quais estas estédo
submetidas no meio circundante, esse processo pode ser acelerado ou agravado
(BEWLEY et al., 2013).

As sementes sao classificadas em trés grupos: (a) ortodoxas, as quais
podem ser desidratadas a baixos teores de agua e armazenadas em baixa
temperatura, apresentam alta longevidade, podendo ser armazenadas
por longos periodos, com reduzida umidade e temperaturas
negativas; (b) recalcitrantes, as quais ndo toleram desidratacdo e possuem
viabilidade reduzida em funcdo do tempo, por ndo tolerarem a desidratacéo e
temperaturas proximas de zero graus, e (c) intermediarias, as quais suportam
niveis intermediarios de umidade, mas que também nao toleram baixas
temperaturas de armazenamento (SEGUNDO HONG et  al. 1996, HONG;
ELLIS, 1998; VILLELA; PERES, 2004).

Cabe ressaltar que a determinagcdo da umidade das sementes nao
possibilitou a classificacdo fisiologica completa, sendo necessario o

acompanhamento da desidrata¢do, armazenamento e germinacao (Tabela 16).
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Tabela 16: Umidades de sementes de Butia, obtidos pelos métodos da estufa a 105 °C/24 h
(BRASIL, 2009).

Espécie Umidade (%)
B. odorata 11,0%

B. lallemantii 15%

B. exilata 16%

Na criopreservacdo, o fator que mais afeta 0 sucesso das técnicas
aplicadas é o teor de agua intracelular. Para palmeiras ainda ha uma gama de
trabalhos que abordam um comportamento recalcitrante ou intermediario, além
das barreiras para germinacdo, como dorméncia fisica e quimica. Assim, uso de
cultura in vitro de embrido zigético se tornou uma alternativa para germinacao e
para a avaliacdo da qualidade de sementes de palmeiras (OLIVEIRA et al.,
2016), apesar dos protocolos de criopreservacdo, serem possiveis com
sementes ou didsporos completos, o uso do resgate dos embrides facilita
observar o resultado apds criopreservacdo em menor tempo. Nesse trabalho
sugere-se que as trés espécies do género Butia, apresentam caracteristicas
intermediarias, corroborando com os resultados de Saloméo et al., 2015 e Dias
et al., (2015), os quais abordam um comportamento intermediario para fins de

conservacgao das espécies B. eriosphata e B. capitata.

5.3.4 Aclimatizacao

Decorridos 60 dias em casa de vegetacdo, elevados percentuais de
sobrevivéncia foram observados nas plantas das trés espécies de Butia,
aclimatizadas, ap0s os experimentos de criopreservacao e cultivo in vitro (Tabela
17 e figura 40).
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Tabela 17: Porcentagem de sobrevivéncia, para B. odorata para B. lallemantii e para B. exilata
criopreservados aclimatizados. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2020.

Espécie Sobrevivéncia
(%)

B. odorata 87% a

B. lallemantii 70% a

B. exilata 77% a

CV (%) 9,58

*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p=0.05), de acordo
com o teste de Tukey.

Figura 40: Sobrevivéncia apds criopreservacdo: Letra A - Aos 40 dias (Al)
B. odorata; (A2) B. lallemantii; (A3) B. exilata; (B); Letra B aos 60 dias (B1) B.
odorata; (B2) B. lallemantii; (B3) B. exilata.
Fonte: Marisa Taniguchi.
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A aclimatizagdo demanda atencgao, durante a transferéncia do ambiente
in vitro para o0 ex vitro, a planta precisa passar do heterotrofismo para o
autotrofismo, havendo um numero alto de espécies que ndo sobrevive a
exposicao aos fatores ambientais (HARARIKA, 2003; CHANDRA et al., 2010).
Nesse trabalho, observou-se que houve a sobrevivéncia das plantas
aclimatizadas, para as 3 espécies, sendo 87% de sobrevivéncia ap6s 60 dias
para B. Odorata, 70% B. lallemantii e 77% para B. exilata. Percebe-se que aos
60 dias, apés o maior periodo de aclimatacdo das plantas, houve melhor
desenvolvimento do sistema radicular. Isso & devido o sistema radicular
adventicio, produzido in vitro, pode apresentar poucas ramificacdes e pelos
radiculares, além disso, as raizes sao pouco funcionais na absor¢édo de agua e
nutrientes, sendo mais sensiveis ao manuseio (HOFFMANN et al., 2001).

Considera -se gue espécies endémicas sdo mais vulneraveis a extingao
pelos efeitos da deriva genética e endogamia (VANDEPITTE et al., 2013;
SOLORZANO et al., 2016). Devido a grande diversidade de palmeiras, as
condicBes especificas tanto para a germinacdo quanto para a conservacao de
seu germoplasma devem ser determinadas individualmente (MURPHY et al.,
2016; SALOMAO et al., 2017). Portanto, esse trabalho trouxe resultados que
possibilitam a conservacdo em longo prazo das espécies do género Butia,
iniciando com protocolo de germinacao in vitro e terminando com a aclimatizacao

de plantas criopreservadas em nitrogénio liquido.
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6. Conclusdes

O presente trabalho permitiu estabelecimento in vitro, por meio do resgate
de embrides das trés espécies do género Butia, os protocolos de germinacgéo e
criopreservacdo foram adequados, permitindo inserir o material vegetal em
bancos de germoplasma in vitro e criobancos.

A técnica tTCL pode ser utilizada para organogénese direta de espécies
do género Butia. Porém, faz-se necessario mais estudos, analisando outros
fatores que podem ter contribuido para o desenvolvimento celular, como
espessura dos cortes e necessidade de suplementacdo do meio de cultura com
outros reguladores de crescimento até a etapa de aclimatizacdo. As trés
espécies do género previamente selecionadas, devido os critérios de ameaca de
extincdo, mostraram-se extremamente regenerativas em termos de inducéo de
organogése direta.

A vitrificacao foi a melhor metodologia para conservagao a longo prazo,
permitindo a recuperacgdo apos o resfriamento, sem diferenca significativa para
0 uso de sementes e didsporos.

Esses resultados serdo base para os préximos estudos com espécies do
género, tanto para cultivo in vitro como para conservacao a longo prazo. Indica-
se novos estudos de tempo armazenamento para outras espécies do género
Butia, a fim aplicar a criopreservacao e tornar-la a alternativa para conservacao

em longo prazo desse género.
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Capitulo 3
ESTRATEGIAS PARA CONSERVACAO DE BATATA SILVESTRE



1. Introducéao

Batata (Solanum tuberosum L.) € uma das culturas mais cultivadas em
todo o mundo (DJAMAN et al., 2021), sendo considerada a terceira mais
consumida pela humanidade, atras apenas do arroz e do trigo (SILVA; LOPES,
2016). A area colhida no Brasil estd em torno de 803,9 mil ha e a producéo ao
redor de 4,3 milhdes de toneladas. Os estados com maior producdo sao Mato
Grosso, Minas Gerais e Bahia, e no Brasil o consumo é de aproximadamente
4,02 kg/pessoa no ano (SEAPA, 2017; POF, 2018)

Para que sejam lancadas variedades de batata mais adaptadas as
diversas regifes produtoras do pais, é realizado o melhoramento genético das
espécies. Entretanto, o processo de selecdo de gendtipos mais produtivos
estreita a base genética das plantas cultivadas (SIGRIST, 2010). Desse modo,
a conservacdo de germoplasma proveniente de parentes silvestres da batata
cultivada séo imprescindiveis, para que uma base genética mais ampla esteja
disponivel aos programas de melhoramento genético (DAL MOLIN, 2015).

As batatas silvestres sdo distribuidas vastamente na América, no
sudoeste dos EUA ao México e América Central, sendo que na América do Sul
ocorrem em quase todos os paises (HIJMANS et al., 2002; KACZMARCZYK et
al., 2011). As espécies de batata silvestre Solanum commersonii Poir, Solanum
malmeanun Bitter e Solanum chacoense Bitter sdo encontradas na Regiao Sul e
Solanum calvescens Bitter, na Regido Sudeste em Minas Gerais/Sao Paulo
(DAL MOLIN, 2015).

Essas espécies apresentam potencial de uso no melhoramento genético
de batata cultivada por meio de gendtipos com resisténcia as doencas e
tolerancia a estresses abioticos (HAWKES, 1994; HAVERKORT et al., 2009; KIM
et al., 2012; TAN et al., 2010; WATANABE et al., 2011; GONZALEZ, 2013; DAL
MOLIN, 2015). Estudos relatam a presenca de genes de resisténcia a murcha
bacteriana (Wilt Bacteriano) em S. commersonii (LAFERRIERE et al., 1999; KIM-
LEE et al., 2005) e S. Chacoense (CHEN et al., 2013).

Devido a alta demanda da batata como fonte de alimento, principalmente

em paises em desenvolvimento (CIP 2013), o foco de reproducdo mudou para a
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adaptacdo as condicOes desses paises, que apresentam normalmente climas
guentes e secos. Isto reforca a necessidade da inclusdo de espécies silvestres
nos programas de melhoramento da batata.

No entanto existem barreiras como a compatibilidade entre espécies, a
falta de estudos e a propria degradacdo da diversidade genética, que esta
ameacada pela mudanca de uso da terra causada pela urbanizacdo, erosao
genética e mudancas climéticas. Portanto estudos que viabilizem a conservagao
de espécies selvagens e as tornem disponiveis apresentam grande importancia
para uso em programas de melhoramento, pois fornecem a base para a melhoria
futura das culturas (HIRANO, 2015).

A aplicacdo de técnicas de cultura de tecidos vegetais, como a
micropropagacgédo, tem como principais vantagens o aumento rapido do namero
de individuos e a possibilidade de conservacédo de germoplasma, garantindo a
manutencdo da biodiversidade (ECHEVERRIGARAY et al, 2001). A
criopreservacdo € um meétodo para conservagdo alongo prazo que, em batata,
foi iniciado em 1977 (BAJAJ, 1977), mas atualmente, os estudos para
criopreservacao, ainda ndo abrangem todos 0s acessos de espécies silvestres.
A criopreservacdo € a técnica, mais utilizada para espécies com potencial
comercial ou ameacadas de extincdo e se destaca por proporcionar a
conservacdo do material biolégico vivo por periodo indeterminado, a ultra
baixas temperaturas (-196 °C), sem que este perca a sua Vviabilidade
(ENGELMANN, 2011). Assim, colecdes sdo mantidas em pequenos espacos,
permanecendo protegidas de contaminacdo e exigindo pequena manutencao
(ENGELMANN, 2004).

Os estudos para conservacdo em longo prazo de espécies de batatas
silvestres brasileiras sdo considerados incipientes, mas de grande importancia
para a manutengdo dos bancos de germoplasma. Por esses recursos geneéticos,
fornecerem a base para a melhoria futura das culturas, as batatas silvestres sdo
espécies alvo de grande importancia para estudos em programas de
melhoramento (HIRANO, 2015). Diante do exposto esse trabalho objetivou-se
realizar protocolos para conservacdo em longo prazo, de recursos genéticos de

batatas silvestres.
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2. Referencial teérico

2.1 Batatas silvestres

O germoplasma de espécies silvestres de batata dispde de uma gama
ilimitada de variabilidade genética, devido a sua ocorréncia nos mais diversos
ambientes, 0 que as tornam espécies alvo para os programas de melhoramento
genético. Essas espécies possuem caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais
favoraveis para matérias-primas destinadas a industrializacdo, como baixo teor
de acucares redutor, alto conteddo de solidos totais; consideraveis
concentracbes de polifendis, flavondides e antocianinas (CLAUSEN, 1997;
ROCHA et al, 2000; CHALA et al., 2001; FRIEDMAM, 2006; HAN et al., 2006).

As batatas silvestres sdo consideradas parentes selvagens das atuais
batatas cultivadas e apresentam adaptacées em uma vasta gama de habitats,
com potencial para tolerar diferentes condi¢cdes de estresses ambientais, sendo
resistentes inclusive a pragas e doencas (ROCHA et al., 2000; HAVERKORT et
al.,2009; TAN et al., 2010; WATANABE et al., 2011; KIM et al., 2012; CHEN et
al., 2013; HIRANU; 2015).

Atualmente considera-se trés espécies silvestres parentes da batata
cultivada: Solanum commersonii Dunal, Solanum chacoense Bitter e Solanum
malmeanum Bitter, que s8o encontradas na Regido Sul e apresentam variacao
fenotipica do ponto de vista morfologico (SPOONER et al.,, 2016; NICOLAO,
2021. Mas, na Regido Sudeste, encontra-se a Solanum calvescens Bitter,
mesmo ndo sendo uma concepc¢ao geral, alguns autores a citam como sinénimo
da S. chacoense (ROCHA et al., 2000; MENTZ, 2004; DAL MOLIN, 2017).

As espécies de batatas silvestres apresentam limitacbes para sua
utilizacdo em estudos de melhoramento genético, devido a barreira da ploidia e
do namero de equilibrio do endosperma (EBN), ndo sendo diretamente cruzadas
com algumas subespécies de S. tuberosum subsp. tuberosum L., além do
estreitamento da base genética das plantas cultivadas (JOHNSTON et al., 1980;
CARPUTO et al., 1997; TOME, 2009; SIGRIST, 2010; KLASEN et al., 2017).
Nesse contexto e, considerando o potencial para tolerar diferentes condi¢ces de
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estresses ambientais, parentes silvestres de culturas domesticadas, como as
batatas, possuem diversidade genética util para desenvolver cultivares mais
produtivas, nutritivas e resilientes apresentando grande interesse para
cruzamentos, inclusive visando a defesa contra fitopatbgenos (ROCHA et al,
1997; FRIEDMAM, 2006; BARBOSA, 2009; WATANABE et al, 2011;
CASTANEDA et al., 2016; SILVA, et al., 2017).

Assim para superacéo dos constantes desafios impostos pela agricultura
e devido a necessidade de garantir a conservacdo e utilizacdo futura dos
recursos geneticos, é crucial a busca, por novas estratégias e adaptacdes de
técnicas de conservacao ex situ para maior inclusdo de espécies silvestres nos
programas de melhoramento da batata no Brasil e em criobancos de

germoplasma.

2.2 A Conservacao dos recursos genéticos de Batata Silvestre

Relatorios de avaliacdo recentes do Painel Intergovernamental sobre
Mudancas Climéticas (IPCC) e da Plataforma Intergovernamental de Politica
Cientifica sobre Biodiversidade e Servicos Ecossistémicos (IPBES) destacaram
0s riscos para a humanidade decorrentes do uso insustentavel dos recursos
naturais, com consequéncias negativas para a biodiversidade e o fornecimento
de multiplos servigos ecossistémicos (IPBES, 2019; ARNETH et al., 2020).

Aproximadamente 70-75% da area livre de gelo € afetada pelo uso
humano, quase 50% de forma intensiva, assim, devido ao crescimento continuo
da populacdo humana, o crescente consumo per capita, junto com a expansao
agricola e a auséncia de politicas concretas para conservagdo de recursos
genéticos, a extingdo de espécies devera ser ainda mais acelerada nos préximos
anos (QUESADA, 2021; SEGAN; MURRAY; WATSON, 2016; SHINET et al.,
2019), fatos que demonstram sérias preocupacdes sobre a aceleracdo da
superexploragéo, poluicdo dos ecossistemas e perda de recursos vegetais de
importancia para alimentacdo humana.

O aumento do consumo da batata como fonte de alimento, principalmente
nos paises em desenvolvimento (NASRIN, 2003; FAGUNDES et al.; 2010;
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BIRCH, et al., 2012; CIP 2013; EMBRAPA, 2015; FERNANDES et al., 2015;
SHIMOYAMA, 2016; SILVA, et al., 2016; FAO, 2018), contribui para o foco da
producdo voltar-se para adaptacbes as condicdes desses paises, visto que
apresentam, normalmente, climas quentes e secos.

As espécies de batatas silvestres apresentam tolerancia a seca e a
estresses abidticos, além da presenca de genes de resisténcia a murcha
bacteriana (Wilt Bacteriano) em S. commersonii (LAFERRIERE et al., 1999; KIM-
LEE et al., 2005; CARPUTO et al., 2009) e S. chacoense (MONTALDO, 1984;
CHEN et al., 2013), Solanum malmeanum Bitter € de grande interesse para o
melhoramento genético (HAWKES; HIERTING, 1969; CARPUTO et al., 2009;
TOME, 2009), S. calvescens, que embora seja considerada uma subespécie, é
promissora para a investigacdo de genes de tolerdncia a estresses abioticos,
ndo ha relatos de estudos sobre seu cultivo, desenvolvimento ou tolerancia a
estresses (DAL MOLIN et al., 2017).

Dessa forma, é importante enfatizar a necessidade da inclusdo de
espécies-silvestres de batata nos programas de melhoramento no Brasil. Esses
recursos silvestres sdo extremamente valiosos na adaptacao de variedades de
culturas as mudancas nas pressfes de doencas, praticas agricolas, demandas
de mercado e condicdes climaticas sendo necessario conserva-los
(DEMPEWOLEF et al., 2017). Inclusive, para reduzir os custos de producao da
prépria batata-semente é necessario conhecer o potencial de multiplicacdo in
vitro dos diferentes gendtipos de batata, para ajustar o protocolo, tornando o
processo mais eficiente (SANTIAGO, 2012).

Assim, as técnicas da cultura de tecidos, surgem como alternativas que
permitem além da producao, a pré-selecédo de material vegetal de interesse, visto
que o cultivo in vitro reduz as interacdes de gendtipo x ambiente. Essas
ferramentas sdo eficazes tanto para conservacdo de recursos genéticos em
bancos de germoplasma in vitro, como para estudos de producdo e
melhoramento genético (ECHEVERRIGARAY et al., 2000; KELLER et al., 2013).
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2.3 Espécies de batatas silvestre

A batata (Solanum tuberosum L.) é a terceira cultura mais importante em
termos de consumo humano (FAO, 2018; DEVAUX et al, 2020;
CAMPOS,ORTIZ- 2020), sendo consumida por mais de um bilh&o de pessoas
e € 0 quarto alimento mais produzido no mundo, cultivada em mais de 125
paises, sua producao é superada apenas pelas culturas do trigo, milho e o arroz,
atingindo uma producao anual com cerca de 385 milhdes de toneladas.

Apesar das adaptacdes apresentadas pela cultura, acredita-se que devido
as alteracdes climaticas, a producdo de batata deverd cair nas proximas
décadas. Isso porgue as mudancas climéaticas podem alterar, dentre outros, a
temperatura maxima do globo. O estresse por altas temperaturas é um dos
fatores ambientais que mais interferem no desenvolvimento da cultura, afetando
os rendimentos das lavouras de batata. As temperaturas elevadas reduzem a
fotossintese, promovem o aumento da respiracdo, inibindo o inicio da
tuberizacdo, ou provocando desordens fisiolégicas nos tubérculos, e eleva o
nivel de glicoalcaléides gerando perda na qualidade das batatas e a baixa
produtividade (HIJIMANS, 2003; LEVY; VEILLEUX, 2007; CIP, 2013; RIBEIRO et
al., 2014; DUTT et al., 2017).

Acredita-se que a influéncia dessas alteracbes no clima, sobre a
biodiversidade brasileira vegetal, exige que novas estratégias sejam criadas e
ou iniciadas, para producdo e manejos agricolas, que associem melhor
adaptacao das culturas, com producado sustentavel e menor impacto ambiental.
Frente a essas lacunas, é importante garantir a variabilidade genética, para o
desenvolvimento de novas hibridas, que possam resistir e tolerar as
adversidades futuras. Portanto, as estratégias de conservacao ex situ sao
métodos viaveis e eficazes, que avalia o potencial de multiplicacéo in vitro dos
diferentes genotipos de batata e ajusta os protocolos de conservacdo em longo

prazo tornando o processo mais eficiente.
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2.3.1 Espécies de batatas silvestre: Solanum chacoense Bitter

Dentre essas espécies, a Solanum chacoense Bitter € a mais utilizada em
diversos estudos para o melhoramento genético, por apresentar resisténcia a
sarna comum, sarna pulverulenta, perna negra, virus do rolo de folha de batata
(A, X, Y, F e foliar), e tolerancia a estresses abidticos como seca e calor
(HAWKES; HJERTING, 1969; MONTALDO, 1984; ROCHA et al.,, 2000;
VINCENT, et al.,2013). Além de ser considerada tolerante a murcha bacteriana
e a murcha de verticilo, ter resisténcia a podriddo mole, produz raizes mais
longas, com maior area de superficie in vitro, quando comparadas a materiais
cultivados (CONCIBIDO, et al.,1994; MILBOURNE; PANDE; BRYAN, 2007;
CHEN et al., 2013; CHRISTENSEN et al., 2017). Nativa da América do Sul, pode
ser encontrada Argentina, Bolivia; Brasil; Peru; Paraguai e Uruguai (Figura 1)
(VINCENT, et al., 2013).
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Figura 1: Solanum chacoens Bitter: A e B- Flores; C- Folhas;
D-Tubérculo; E- Planta.
Fonte: Acervo BAG Batata-CPACT;

2.3.2 Espécies de batatas silvestre: Solanum commersonii Dunal

A Solanum commersonii Dunal possui uma variedade, S. commersoni
subsp. commersoni Hawkes & Hjert, com maior representatividade em bancos
de dados, sendo apontada em 540 registros (FLORA DO BRASIL, 2018; DAL
MOLIN, 2017). Apresenta caracteristicas como: tolerancia a seca, a geada e
resisténcia a doencas (Streptomyces scabies, Erwinia carotovora, Pseudomonas
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solanacearum) (Figura 2) (HAWKES; HJIERTING, 1969; CARPUTO et al., 2009;
TOME, 2009).

Figura 2: Solanum commersonii Dunal: A — folhas;
B- flores; C- Caule e D- tubérculo.
Fonte: Acervo BAG Batata-CPACT

2.3.3 Espécies de batatas silvestre: Solanum malmeanum Bitter

Estudos recentes alteraram a taxonomia de batatas (Solanum sect. Petota

Dumortier 1828) e consideraram a S. malmeanum como um taxon especifico,
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como a abordagem original de Bitter (1913). Atualmente sdo encontrados 97
registros da espécie entre o sul do Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai, no
banco de germoplasma da Embrapa Clima Temperado, sdo encontrados 11
acessos dessa espécie (SPOONER et al., 2016; NICOLAO, 2020). Solanum
malmeanum Bitter apresenta especial interesse para o melhoramento genético,
por possuir alto teor de matéria seca e elevado contetudo de amido, além de ser

resistente a doencas e estresses abiéticos (TOME, 2009) (Figura 3).

Figura 3: Solanum malmeanum Bitter; A — Pedunculo das flores; B-
flores; C- Caule e D- tubérculo.
Fonte: Acervo BAG Batata-CPACT
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2.3.4 Espécies de batatas silvestres: Solanum calvescens Bitter

Solanum calvescens Bitter, por ser encontrada em Minas Gerais e S&o
Paulo, regibes que predominam o clima tropical de altitude, indicando o potencial
para tolerancia a estresses bioticos e abidticos. Contudo, essa espécie possui
ma formacdo das anteras, as quais sdo estéreis e ndo produzem poélen,
dificultando o autocruzamento e seu uso como genitora masculina (DAL MOLIN,
2017; KLASEN; CASTRO; HEIDEN, 2017). Os estudos com essa espécie ainda
sdo incipientes, ndo havendo relatos sobre seu desenvolvimento e suas
respostas aos estresses abidticos e bidticos, muitos autores a consideram como
um sinbnimo de S. cachoense Bitter (DAL MOLIN, 2017) (Figura 4).

Figura 4: Solanum calvescens Bitter, A — flres; B- flores; C- Tubérculo
e D- caule. Fonte: Acervo BAG Batata-CPACT
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2.4 Sementes botanicas de batatas silvestres

O centro de diversidade da batata esta localizado na regido dos Andes,
sul do Peru e norte da Bolivia, acredita-se que a batata foi domesticada ha mais
de 2.000, anos as margens do lago Titicaca (FILGUEIRA, 2008; MACHIDA-
HIRANO, 2015). As espécies selvagens relacionadas a culturas agricolas
(parentes silvestres de culturas, ou CWR), podem aumentar a capacidade
adaptativa dos sistemas agricolas em todo o mundo (DEMPEWOLF et al., 2017).
Mas as analises de taxonomia mais recentes reduziu 0 nimero de espécies em
cerca de metade (SPOONER et al., 2014). Por isso, é tdo grande a preocupacao
com a conservacao de parentes silvestres, para garantir o futuro das culturas
alimentares, diante das alteracdes climaticas.

A batata pode ser propagada sexuadamente (por semente botéanica) e
assexuadamente por meio de tubérculos, e os tubérculos de batata semente sdo
utilizados para multiplicacdo e producdo (MIHAELA, 2012). A reproducédo
sexuada é importante para o melhoramento genético da batata, porém, poucos
esforcos de pesquisa tém se concentrado na otimizacdo da producédo de
sementes de batata (LINDHOUT et al.,2011; JANSKY et al.,2016).

Os anos de utilizacdo da cultura pode conduzir a reducao do rendimento
ou qualidade da batata-semente. O acumulo de patégenos e pragas no material
de plantio devido a sucessivos ciclos de propagacao vegetativa € um dos fatores
que onera a cultura (SHARMA et al., 2016). Portanto, as praticas de
melhoramento que promovem a producdo de sementes bem sucedida,
removendo as restricdes genéticas e ambientais a fertilidade, permitem a
eficiéncia da implementacdo do melhoramento molecular de batata (BETHKE;
JANSKY, 2021).

Varios sdo os trabalhos que utilizam as espécies silvestres como base,
sendo reconhecido entre 287 acessos, representando 40 espécies silvestres de
Solanum (ROGOZINA et al.,, 2019). Estudos relatam que 83 espécies CWR
devem perder mais de 50% de sua distribuicdo atual até 2070, e 39 CWRs
possivelmente terdo uma reducédo de mais de 50% de sua diversidade genética
(VICENTE et al., 2019). Para garantir a diversidade genética, € importante
manter parentes silvestres em bancos de germoplasma, como populacdes de

sementes botéanicas, e essa possibilidade pode apresentar vantagens praticas,
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sobre a propagacao clonal in vitro ou de tubérculos (BAMBERG; DEL RIO, 2020).

A manutencéo de batatas selvagens e os mecanismos naturais e culturais
do fluxo génico séo cruciais para a conservacao in situ e geracéo de variacao da
batata (RONDINEL et al., 2021). Além disso, os métodos para producdo e
distribuicdo de sementes de batata verdadeiras dipléides (TPS) sdo essenciais
para a criacdo de batata hibrida endogamica (NASHIKI; JANSKY; BETHKE,
2021). Dessa forma, a criopreservacao, além de permitir o armazenamento em
longo prazo de sementes botéanicas, pode auxiliar na eliminacdo de virus de
clones, o uso da biotecnologia pode ainda agregar com bioensaios em massa e
selecdo de sementes, pdlen ou somaclones com caracteristicas de interesse
para produgéo (BAMBERG, 2016). Diante desse contexto, as agdes e pesquisas
que visem a conservacao de recursos genéticos vegetais, devem se voltar para
estratégias eficientes que permitam a disponibilidade desses recursos no futuro,

como as estratégias de conservacéao ex situ (Figura 5 e 6).

Figura 5: Solanum sp. a e b frutos
Fonte: Fonte: Acervo BAG Batata-CPACT
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Figura 6: Solanum commersonni Dunal. a cAmera de fluxo e b sementes
botanicas de acessos de batata da EMBRAPA Clima Temperado

Fonte: Marisa Taniguchi
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3. Materiais e métodos

3.1 Material vegetal

Plantas cultivadas in vitro, plantas cultivadas ex vitro e sementes de
espécies oriundas do banco ativo de germoplasma de batata da Embrapa Clima

Temperado foram utilizadas (Tabela 1).

Tabela 1. Acessos do banco ativo de germoplasma de batata da Embrapa Clima
Temperado e respectivos experimentos realizados.

Material genético Experimentos

Plantas cultivas in vitro e ex vitro e sementes botanicas armazenadas em silica gel:

Solanum chacoense Bitter;

Solanum malmeanum Bitter; Micropropagacéo, unidades
Solanum commersonii Dunal, encapsulaveis
Solanum calvescens Bitter; Criopreservacéo
Solanum tuberosum L.; Germinagéo

3.2 Micropropagacéo

3.2.1 Estabelecimento in vitro (Segmentos nodais)

Material vegetal foi coletado em casa de vegetacdo e realizada a
assepsia, com lavagem em agua corrente por 5 minutos na camara de fluxo
laminar, imerso em alcool etilico a 70% durante um minuto, em hipoclorito de
sodio comercial (2,5% de cloro ativo), acrescidos de 2 gotas de Tween® 20,
durante 3 minutos e enxaguadas trés vezes, em agua destilada estéril.

Segmentos nodais contendo uma gema e aproximadamente 1 cm de
comprimento, foram excisados e inoculados em meio de cultivo MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com diferentes concentracdes de

134



sais (0, 25, 50, 75 e 100% dos sais minerais); 0,imgL* de inositol; 30 g L de
sacarose e 2,5 gL de Phytagel. O pH do meio foi ajustado para 5,8+1 antes da
autoclavagem a 120 °C, durante 20 minutos.

Os explantes estabelecidos foram mantidos em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25+2 °C com irradiancia de fétons de
36 umol m?s?1. Aos 35 dias foram avaliados a regeneracdo dos segmentos
nodais, comprimento da maior raiz, comprimento da parte &rea, 0 numero de
folhas. Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado com 5
repeticdes por tratamento, constituidas por um frasco contendo 5 explantes cada

um.

3.2.2 Inducéo de brotagdes

Segmentos nodais contendo uma gema e aproximadamente 1 cm de
comprimento foram excisados, de plantas mantidas in vitro e inoculados em meio
de cultivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com diferentes
concentracbes (0; 2,2; 4,4; 6,6 e 88 uM) de 6-benzilaminopurina (BAP),
acrescidos de 0,1 mgL™* de inositol; 30 g L'! de sacarose e 3 gL de Phytagel. O
pH do meio foi ajustado para 5,8+1 antes da autoclavagem a 120 °C, durante 20
minutos. Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo
de 16 horas, temperatura de 25+2 °C com irradiancia de fétons de 36 pmol m-2s
1. Aos 35 dias foram avaliados a regeneragéo e o nimero de brotos.

Apos 35 dias de estabelecimento in vitro, realizaram-se os ciclos de
subcultivo, sendo excisados segmentos nodais e multiplicados em meio MS.
Este procedimento foi repetido a cada 30 dias, por um periodo de 6 meses para
obtencéo de material para os demais procedimentos. As plantulas estabelecidas
foram mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 25+2 °C com irradiancia de fétons de 36 umol m-?s-*, Utilizou-se
delineamento experimental inteiramente casualizado com 5 repeticdes por

tratamento, constituidas por um frasco contendo 5 explantes cada um (Figura 7).
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Figura 7. Plantas de batata silvestre estabelecidas no cultivo in vitro micropropagacao: A-
Plantas cultivadas em casa de vegetacao; B- material coletado para assepsia; C- material
sendo excisado em camara de fluxo laminar; D segmentos nodais inoculados em meio de
cultivo; E- plantas cultivas in vitro; F- plantas com 30 dias de cultivo in vitro.

Fonte: Marisa Taniguchi.

3.2.3 Unidades encapsulaveis

Gemas axilares com aproximadamente 2 mm foram isoladas de plantulas
de batata silvestre cultivadas in vitro e adicionadas a matriz de alginato de sodio
4% (w/v). A composicao da matriz de encapsulamento foi constituida por alginato
de sddio, dissolvida meio de cultivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) em
diferentes concentracdes de sair MS (T1- MS 0%; T2- MS 25%; T3- MS 50%;
T4- MS 75%; T5- MS 100% dos sais minerais), suplementados com sacarose
(20,0 g L), inositol (0,1 g L) e PVP - polivinilpirrolidona (1,0 g L%).

Em seguida, as gemas foram resgatadas individualmente e gotejadas em
solucdo de cloreto de célcio (100 mM) por 20 minutos para complexacao,
posteriormente, imersas em agua destilada e autoclavada para retirada do
excesso de cloreto de calcio e descomplexadas em solucdo de nitrato de
potassio (100 mM) por 15 minutos. As unidades encapsulaveis foram entao
inoculadas em meio de cultivo MS, mantidas na auséncia de luz por uma semana
e sob fotoperiodo de 16 horas de luz, irradiancia de 36 umol m2s e temperatura
de 25 £ 2 °C, durante 23 dias, quando analisou-se a porcentagem de germinacgéo
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de unidades encapsulaveis. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com cinco repeticbes, compostas por um frasco,

contendo cinco unidades encapsulaveis cada um (Figura 8).

3 1 e =

T =
Figura 8. Plantas de batata silvestre excisadas para encapsulamento: A- Material vegetal
para retirada dos explantes e gemas; B- Gema com primoérdios foliares; C- Unidades
encapsulaveis inoculadas em meio de cultivo; D- Unidades encapsulaveis inoculadas em

placa com meio de cultivo; E- unidades encapsulaveis desenvolvidas com 30 dias
(S.Chacoensi).

Fonte: Marisa Taniguchi.

3.2.4 Aclimatizacao

Ao final da etapa de multiplicagdo, com 4 meses de subcultivo, 30 plantas
de cada espécie, sendo 10 parcelas com 3 repeticdes, foram transferidas para
bandejas, preenchidas com substrato comercial Plantmax®. Aos 30 dias
avaliou-se a taxa de sobrevivéncia, numero de folhas, comprimento da parte
aérea, comprimento da maior raiz (Figura 9).
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Figura 9. Plantas de batata silvestre cultivadas in vitro. A- Material vegetal apos
subcultivos; B- Plantas separadas para aclimatizagdo; C- Plantas apds plantio em
bandejas com substrato; D- Plantas apds 30 dias de aclimatizagéo.

Foto: Marisa Taniguchi.

3.3 Criopreservacao

3.3.1 Droplet vitrification

Gemas laterais com aproximadamente 1mm foram excisadas e
adicionadas em meio de pré-cultivo MS, contendo 3 M de sacarose, por 20 horas.
Posteriormente, foram tratadas com solugao de carregamento (LS: 4, 4g MS +
vitaminas MS; 137 g sacarose e 146 ml de glicerol) por 20 minutos, antes da
imersdo em solucéo crioprotetora (PVS2) a 0 °C, por diferentes tempos de
imerséao (0; 15; 30; 60 e 90 minutos). As solucdes foram dissolvidas em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) e o pH ajustado para 5,8+1, antes da
microfiltragem.

Apbs o tratamento em solucdes crioprotetoras, as gemas foram dispostas
em tiras de papel de aluminio (0,7 x 4,5 cm), contendo uma gota de solucdo
crioprotetora PVS2, imersas em nitrogénio liquido por 2 horas e reaquecidas por
15 minutos em solucéo de descarregamento (RS: 4,4 g MS + Vitaminas MS, 410,
6 g sacarose) a temperatura ambiente (SAKAI et al.,1990). Posteriormente, as
gemas foram inoculadas em meio de poés-cultivo (MS +0,3 M de sacarose) e

mantidas por 20 horas no escuro, transferidas para meio MS e transferidas para
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fotoperiodo de 16 horas de luz, sob irradiancia de 36 umol m-?s* e temperatura
de 27 £ 2 °C.

Delineamento foi inteiramente casualizado, foram usadas 3 repeticoes,
compostas por 3 placas de Petri, contendo 10 gemas encapsuladas cada uma.
Apos 30 dias foram avaliados a porcentagem de regeneracdo das gemas

encapsuladas.

3.3.2 Adaptacdo da constituicdo da matriz de encapsulamento para
criopreservacgao

Gemas axilares de aproximadamente 1 mm foram excisadas de plantas
cultivadas in vitro e adicionadas a matriz de alginato de sédio 4% (w/v),
constituida por alginato de sédio dissolvidas em meio MS (50%), acrescidos de
sacarose (20,0 g L-Y), inositol (0,2 g L-!) e PVP (1,0 g L-!). Em seguida, com o
auxilio de pipeta automatica, as gemas foram resgatadas individualmente e
gotejadas em solucédo de cloreto de calcio (100 mM), permanecendo por 20
minutos para complexacao.

Posteriormente, as capsulas foram imersas em agua destilada e
autoclavada para retirada do excesso de cloreto de célcio, descomplexadas em
solucédo de nitrato de potassio (100 mM) por 15 minutos, as capsulas foram
imersas em meio MS liquido acrescido com sacarose (0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 M)
e suplementado com 1 M de glicerol por 20 horas, sob constante agitagédo (150

rpm), para pré-cultivo.

3.3.3 Encapsulamento-Vitrificacao

Apos o periodo de pré-cultivo, as unidades encapsuladas foram
desidratadas em silica gel por uma hora e tratadas com solucéo de carregamento
por 20 minutos antes da imersédo em solucéo de vitrificacdo 2 (PVS2), constituida
de 0,4 mol L de sacarose; 30% de glicerol; 15% de DMSO e 15% de etileno
glicol em meio contendo os sais minerais do MS, pH 5,8, a 0 °C por 50 minutos.

ApoOs o tratamento com PVS2, as capsulas foram inseridas em tubos de
criopreservacao de 10 mL com PVS2 e imersas em nitrogénio liquido por 5 dias,
sofreram reaquecimento em banho-maria a 40 °C por trés minutos e foram
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imersas em solucdo de descarregamento a 25 °C por 15 minutos. Apos a
criopreservacao, as capsulas foram inoculadas em meio de estabelecimento e
mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas sob irradiancia
de 36 pymol m2s? e temperatura de 25 + 2°C.

Delineamento foi inteiramente casualizado,com 3 repeti¢cdes, compostas
por 3 placas de Petri contendo 10 gemas encapsuladas cada uma. Apos 30 dias

foram avaliados a porcentagem de regeneracéo das gemas encapsuladas.

3.3.4 Otimizacao das técnicas de criopreservacdo: Encapsulamento; crio
placa e droplet vitrificacao

Gemas apicais de batata, com aproximadamente 1mm, foram excisadas
de plantas cultivadas in vitro e divididas em 4 tratamentos: T1- Encapsuladas
criopreservadas; T2- Encapsuladas, saturadas e criopreservadas; T3- Crio-
placa e T4- droplet vitrificacao.

Para os tratamentos de encapsulamento: T1 e T2 as gemas foram
adicionadas a matriz de alginato de sédio 3,5% (w/v), constituida por alginato de
sodio dissolvidas em meio MS (50%), acrescidos de sacarose (20,0 g L-1),
inositol (0,2 g L-Y) e PVP (1,0 g L-1). Em seguida, com o auxilio de pipeta
automaética, as gemas foram resgatadas individualmente e gotejadas em solucéo
de cloreto de célcio (100 mM), permanecendo por 20 minutos para complexacao.
Posteriormente, as capsulas foram imersas em agua destilada e autoclavada
para retirada do excesso de cloreto de calcio, descomplexadas em solucdo de
nitrato de potassio (100 mM) por 15 minutos, as capsulas foram adicionadas em
meio de pré-cultivo MS com 3 M de sacarose, 1 g L-! de PVP e 2,5 g L-! de
phytagel, por 20 horas no escuro. Apos o periodo de pré-cultivo em 3 M de
sacarose, as capsulas do tratamento T, foram desidratadas em silica gel por uma
hora, enquanto o tratamento T2 passou por 30 minutos de imersdo em solucao
de saturacao (composta por sacarose 3M) e posterior desidratacédo em silica gel
por uma hora. Ambos os tratamentos foram entdo imersos em solucdo de
carregamento por 20 minutos, depois tratados com solucéo de vitrificacdo 2
(PVS2), constituida de 0,4 mol L de sacarose; 30% de glicerol; 15% de DMSO
e 15% de etileno glicol em meio contendo os sais minerais do MS, pH 5,8, a0 °C
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por 50 minutos. Apdés o tratamento com PVS2, as capsulas foram inseridas em
tubos de criopreservacdo de 10 mL com PVS2 e imersas em nitrogénio liquido
por 5 dias; foram entdo descongeladas em banho-maria a 40 °C por trés minutos
e imersas em solucdo de descarregamento (RS) a 25 °C por 15 minutos.
Posteriormente, as gemas foram inoculadas em meio de pés-cultivo (MS +0,3 M
de sacarose) e mantidas por 20 horas no escuro, transferidas para meio MS, e
transferidas para fotoperiodo de 16 horas de luz, sob irradiancia de 36 pmol m-
sl e temperatura de 27 + 2 °C.

Para o tratamento com crio placa - T3 - as gemas excisadas foram
adicionadas em meio de pré-cultivo MS com 0,3M sacarose, 1 g L-! de PVP e
2,5 g L-! de phytagel, por 20 horas no escuro. Apés o periodo de pré-cultivo,
foram resgatadas e adicionadas em uma gota de matriz de alginato de sédio
3,5% (w/v), constituida por alginato de sédio dissolvidas em meio MS (50%),
acrescidos de sacarose (20,0 g L-%), inositol (0,2 g L-!) e PVP (1,0 g L-1),
acomodada em uma crio placa (adaptada). Foram desidratadas em silica gel por
uma hora e tratadas com solucédo de carregamento por 20 minutos antes da
imersdo em solucdo de vitrificacdo 2 (PVS2), constituida de 0,4 mol L? de
sacarose; 30% de glicerol; 15% de DMSO e 15% de etileno glicol em meio
contendo os sais minerais do MS, pH 5,8), a 0 °C por 50 minutos. Ap6s o
tratamento com PVS2, as crio placas foram inseridas em nitrogénio liquido por 2
horas, sofreram reaquecimento em banho-maria a 40 °C por trés minutos e foram
imersas em solucdo de descarregamento a 25 °C por 15 minutos.
Posteriormente, as gemas foram inoculadas em meio de pos-cultivo (MS +0,3 M
de sacarose) e mantidas por 20 horas no escuro, transferidas para meio MS e
transferidas para fotoperiodo de 16 horas de luz, sob irradiancia de 36 ymol m-
sl e temperatura de 27 + 2 °C.

Para o tratamento de droplet vitrificagéo - T4 - as gemas excisadas foram
adicionadas em meio de pré-cultivo MS com 0,3M sacarose, 1 g L- de PVP e
2,5 g L-! de phytagel, por 20 horas no escuro. Apés o periodo de pré-cultivo,
foram resgatadas e tratadas com solugéo de carregamento por 20 minutos antes
da imersédo em solucdo de vitrificacdo 2 (PVS2), constituida de 0,4 mol L de
sacarose; 30% de glicerol; 15% de DMSO e 15% de etileno glicol em meio
contendo os sais minerais do MS, pH 5,8), a 0 °C por 50 minutos. As gemas

foram dispostas em tiras de papel de aluminio (0,7 x 4,5 cm), contendo uma gota

141



de solucdo crioprotetora PVS2, imersas em nitrogénio liquido por 2 horas e
reaquecidas por 15 minutos em solucéo de descarregamento (RS: 4,4 g MS +
Vitaminas MS, 410, 6 g sacarose) a temperatura ambiente (SAKAI et al.,1990).
Posteriormente, as gemas foram inoculadas em meio de pés-cultivo (MS +0,3 M
de sacarose) e mantidas por 20 horas no escuro, transferidas para meio MS, de
estabelecimento (2.2.1) e transferidas para fotoperiodo de 16 horas de luz, sob
irradiancia de 36 uymol m-?s* e temperatura de 27 + 2 °C (Figura 10 e 11).
Delineamento foi inteiramente casualizado, com 5 repeti¢cdes, compostas
por 5 frascos, com 5 explantes cada um. Apoés 30 dias avaliou-se a porcentagem

de regeneracéo.

Figura 10. Procedimento para criopreservacao: A- Camara de fluxo laminar com material,
B- Material vegetal para retirada dos explantes; C- Caixa de isopor com separacdo dos
tratamentos em recipientes; D- Placas de petri com crioplacas e tiras de aluminio; E- Placa
com silica gel e unidades- encapsulaveis de S.Chacoensi.

Fonte: Marisa Taniguchi.
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.

Figura 11. Procedimento para criopreservacdo: A- Unidades encapsulaveis apoés
lavagem; B- Crio tubos; C- Camara de fluxo laminar, galdo de nitrogénio e banho-maria
para o descongelamento; D- descongelamento do material crio preservado em banho-
maria

Fonte: Marisa Taniguchi.

3.4 Cultivo in vitro de sementes botanicas de batata silvestre

Foram utilizadas sementes botanicas (armazenadas em silica gel), foram
imersas em alcool etilico a 70% durante um minuto, em hipoclorito de sédio
comercial (2,5% de cloro ativo), acrescidos de 2 gotas de Tween®© 20, durante 3
minutos e enxaguadas trés vezes, em agua destilada estéril.

Apbs desinfestadas, as sementes foram colocadas em papel Germitest©
autoclavado, umedecido, 2,5 vezes o seu peso (BRASIL, 2009) com solucdes
microfiltradas de giberelina (GAs3) a 250, 500, 750 e 1000 uM. O tratamento
testemunha constou de umedecimento com agua. Apds o periodo de imersao,
de 20 horas, as sementes passaram por nova assepsia em alcool etilico a 70%
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durante um minuto e solucao de hipoclorito de sodio comercial (2,5% de cloro
ativo + 2 gostas de Tween© 20), durante 3 minutos. Posteriormente, as
sementes foram secas em papel Germitest© e inoculadas em meio de cultivo
MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L de sacarose;
0,1 g L' de inositol e 3 g L'* de Phytagel. O pH foi ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem, a 121°C, durante 20 minutos.

ApOGs inoculadas, as sementes foram transferidas para sala de
crescimento com temperatura de 25 + 2 °C, 80% de umidade relativa, fotoperiodo
de 16 horas com irradiancia de fétons de 36 ymol m2s™1. Aos 30 dias foi avaliada
a porcentagem de germinacdo. Utilizou-se delineamento experimental
inteiramente casualizado com 5 repeticdes, compostas por cinco tubos, cada
tubo com uma semente, no tal de 25 sementes por tratamento. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, comparando-se as frequéncias pelo teste de
Tukey com probabilidade de 5% de erro. O software estatistico utilizado foi o
SISVAR (FERREIRA, 2014).

3.4.1 Criopreservagao de sementes botanicas

Foram utilizadas sementes botanicas (armazenadas em silica gel),
desinfestadas com alcool etilico a 70% durante um minuto e hipoclorito de sédio
comercial (2,5% de cloro ativo + 2 gostas de Tween®© 20), durante 3 minutos e
enxaguadas trés vezes, em agua destilada estéril.

As sementes foram secas em papel Germitest© e posteriormente, foram
tratadas com solucdo de carregamento (LS: 4,4g MS + vitaminas MS, 137 g
sacarose e 146 ml de glicerol) por 20 minutos e imersas em solugao crioprotetora
(PVS2) a 0 °C, por diferentes tempos de imerséo (0, 15, 30, 60 minutos). As
solugdes foram dissolvidas em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com pH
ajustado para 5,8+1 antes da microfiltragem.

Apés o tratamento em solucdes crioprotetoras, as sementes foram
imersas em nitrogénio liquido por 44 horas, descongeladas em banho-maria a

37+2 °C) por dois minutos, mantidas por 15 minutos em solugédo de
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descarregamento (RS: 4,4 g MS + vitaminas MS; 410,6 g sacarose), a
temperatura ambiente (SAKAI et al.,1990), foram colocadas em papel
Germitest© autoclavado, umedecido, 2,5 vezes 0 seu peso com solucao
microfiltrada de giberelina (GAs) 250 pM, por 20 horas no escuro e
posteriormente foram inoculadas em meio de cultivo MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L de sacarose; 0,1 gL! de inositol e
3 gL de Phytagel. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem, a 121°C, durante 20 minutos.

Apoés, inoculadas as sementes foram transferidas para sala de
crescimento com temperatura de 25 + 2 °C, 80% de umidade relativa, fotoperiodo
de 16 horas com irradiancia de fotons de 36 pmol m-2s-1. Aos 30 dias foi avaliada
a porcentagem de germinacdo. Sendo o delineamento experimental realizado
inteiramente casualizado, com 5 repeticbes, constando cada repeticdo de um

frasco, com 5 sementes cada um.

4 Analise estatistica

O delineamento experimental realizado inteiramente casualizado. Os
dados ndo paramétricos serdo submetidos a analise de variancia utilizando-se o
software estatistico SISVAR® comparando as frequéncias pelo teste exato de
Tukei com probabilidade de 5%. Ja os dados paramétricos, serdo submetidos a
andlise de variancia utilizando-se o software estatistico SISVAR® (FERREIRA,
2011), comparando as frequéncias pelo teste de Skott-knott com probabilidade
de 5%.
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5. Resultados e discussodes

5.1 Micropropagacéo

No estabelecimento in vitro, ndo houve diferenca significativa para
regeneracao das gemas S. chachoense e S. malmeanum cultivadas in vitro, para
S. calvencens 25% e 50% do sais do Meio MS, apresentaram maior nimero de gemas
regeneradas, para o numero de brotos ndo houve diferenca significativas para

nenhum acesso de batata silvestre (Tabela 2; Figura 12).

Tabela 2. Numero de plantas regeneradas (NR) e nimero de brotos (NB), de batatas silvestres
inoculadas em meio MS com diferentes concentragbes de sais minerais. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas, RS, 2019.

Tratamento S. chachoense S. malmeanum S. calvencens
MS (%) NR NB NR NB NR NB
0,0 5.0 *ns 5.0 *ns 5.2*ns 5.0 *ns 28b 3.0*ns
25 5.0 7.2 3.6 5.0 30 ba 3.4
50 5.0 5.0 5.2 4.4 44 a 3.2
75 5.0 6.0 4.6 4.0 26b 3.6
100 5.0 6.2 6.0 4.4 24Db 2.2
c.v. (%): 0.0 21.38 30.82 18.61 27.41 27.16

C.V. (%) Coeficiente de Varia¢do. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo Teste
de Tukey a 5% de probabilidade de erro.*ns (n&o significativo).
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Figura 12. Plantas de batata silvestre estabelecidas in vitro: A- S. chachoense B- S.
malmeanum; C- S. calvencens com 30 dias.

Fonte: Marisa Taniguchi.
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Para as variaveis analisadas na multiplicacdo de segmentos nodais,
também nao houve diferenca significativa, entre as concentracbes de BAP
(Tabela 3; Figura 13).

Tabela 3. Namero de plantas regeneradas (NR) e numero de brotos (NB), de batatas silvestres
inoculadas em meio MS com diferentes concentracdes de BAP. Embrapa Clima Temperado,
Pelotas, RS, 2019.

Tratamento S. chachoense S. malmeanum S. calvencens
BAP (uM) NR NB NR NB NR NB
0,0 5.0 *ns 5.6 *ns 5.0 *ns 6.2 *ns 2.8*ns 3.0 *ns
2,2 4.4 7.0 5.0 6.4 2.4 3.4
4,4 4.8 6.2 4.4 7.0 2.2 2.2
6,6 4.8 4.8 4.0 7.6 2.0 2.8
8,8 4.2 8.0 4.4 9.6 1.8 2.2
c.v. (%): 16.41 36,30 18.61 42.14 44.19 50.41

C.V. (%) Coeficiente de Variagcao. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo Teste
de Tukey a 5% de probabilidade de erro.*ns (n&o significativo).

Figura 13. Plantas de batata silvestre estabelecidas in vitro cultivadas com BAP: A- S.
chachoense B- S. malmeanum; C- S. calvencens com 30 dias.

Fonte: Marisa Taniguchi.
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Na aclimatizacdo foi possivel obter 90% de sobrevivéncia para S.
calvescens, 100% S. malmeanum e 90% para S. chacoense, utilizadas plantas
depois de 4 subcultivos. Foi observada diferenca significativa sobre o tamanho
da parte area, entre as espécies, sendo que S. calvenscens teve menor nimero

de folhas e menor cumprimento da parte area (Tabela 4; Figura 14).

Tabela 4. Porcentagem de sobrevivéncia de plantas aclimatizadas de S. malmeanum, S.
chachoense e S. calvescens, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2019.

Espécie Sobrevivéncia% Ndmero de folhas Parte aérea (cm) Raiz (cm)
S. calvescens 90 *ns 8.22Db 8.22b 5.6 *NS
S. malmeanum 100 16.65 a 16.65a 6.5
S. chachoense 90 15.20 a 15.20 a 7.03
c.v. (%): 11.63 32.49 32.49 45.15

*Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5 % de
probabilidade de erro. *ns (ndo significativo).
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Figura 14. Plantas de batata silvestre com 30 dias ap6s aclimatizadas: A- S. chachoense B- S.
malmeanum; C- S. calvencens com 30 dias.
Fonte: Marisa Taniguchi.

148



N&o houve diferenca significativa para o nimero de raizes, as plantas de
batata silvestre derivadas da micropropagacéao (no quarto subcultivo). As plantas
foram acompanhadas até o final do ciclo, apos aclimatizadas, foi observada a

formacao de tubérculos normais (Figura 15).
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Figura 15: Tubérculos de batata silvestre: A- S. chachoense; B- S. malmeanum; C- S.

calvencens.
Fonte: Marisa Taniguchi

O inicio do estabelecimento in vitro até a etapa de aclimatizacdo, passam
por etapas importantes para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Para
as espécies de batatas silvestre, observa-se que elas apresentam rapido
desenvolvimento in vitro, assim como a parente cultivada Solanum tuberosum
L.. Porém, elas tém grande resisténcia, em meios de cultivo com menor
guantidade de sais, foi observado o inicio do seu processo de tuberizagéo,

realocando as energias, para formacao de tubérculos aos 40 dias (Figura 18).

Figura 16: Tubérculos de S. calvencens.
Fonte: Marisa Taniguchi.
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Durante o cultivo in vitro, as plantas desenvolveram-se em condi¢des de
baixa luminosidade, alta umidade e com fonte de carbono no meio de cultura. E
preciso observar esses pontos, que podem contribuir para o desenvolvimento de
um fenotipo que ndo sobrevive as condicbes ambientais se transferidos
diretamente para o campo (HAZARIKA, 2003). Assim, as caracteristicas
fisiologicas e anatbmicas de plantas micropropagadas exigem que elas sejam
gradualmente aclimatizadas ao ambiente (estufa ou campo). Mas, foi verificado
nesse trabalho, que ndo ha necessidade de usos de reguladores de crescimento,
para realizar o enraizamento, de espécies de batata silvestre. Apds o
estabelecimento in vitro, € possivel realizar a aclimatizacdo de plantas bem
desenvolvidas e com raizes bem formadas, com 30 dias de cultivo in vitro.

Resultados positivos no processo de aclimatizacdo irdo depender da
plasticidade morfoanatbmica e fisiologica de cada espécie. Mesmo diante
dessas limitacdes, a micropropagac¢ao € uma técnica indicada para espécies que
apresentam dificuldade de conservacao de sementes ou germinacgao e facilita o
intercambio de germoplasma, com a possibilidade de obtencé&o de plantas sadias
e em larga escala, idénticas a matriz. Para o sucesso deste modo de propagacéo
e cultivo é preciso utilizar de forma equilibrada os reguladores de crescimento,
bem como os nutrientes no meio de cultura e fornecer fotoperiodo e temperatura

adequados, proporcionando a regeneracao in vitro dos explantes.

5.2 Unidades Encapsuléaveis

Para formacdo de unidades encapsulaveis de S. chacoense, foi
observado diferenca entre os tratamentos e a reducdo da germinacdo no
tratamento com 100% dos sais minerais (T5), ndo havendo diferenca significativa

na germinacao das capsulas entre os tratamentos T1, T2 e T3 (Tabela 5).
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Tabela 5. Porcentagem de germinacdo de unidades encapsulaveis, com a matriz de
encapsulamento com diferentes concentracdes de sais MS. Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
RS, 2019.

Tratamento Germinacdo
% MS

0 85a

25 40 b

50 96 a

75 68ab

100 20c

c.v. (%): 18,35

C.V. (%) Coeficiente de Variacdo. Médias seguidas por letras distintas diferem
entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.*ns (ndo
significativo).

Foi observado que no tratamento T3 com 50% dos sais minerais, ouve
melhor desenvolvimento das plantas (Figura 16 e 17).

Figura 17. Unidades encapsulaveis de S.Chacoensi. (T1- MS 0%, T2- MS 25%;
T3- MS 50%; T4- MS 75%; T5- MS 100% dos sais minerais)

Fonte: Marisa Taniguchi.
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Figura 18. Unidades encapsulaveis desenvolvidas com 30 dias de S.Chacoensi.
(T1- MS 0%, T2- MS 25%; T3- MS 50%; T4- MS 75%; T5- MS 100% dos sais
minerais)

Fonte: Marisa Taniguchi.

Para formacdo de unidades encapsulaveis, apesar de nao haver
diferencas significativas entre os tratamentos T1 (0%), T3 (50%) e T4 (75%),
observou um desenvolvimento melhor da parte area e raiz no tratamento T3.
Para reduzir danos no material resgatado do campo, assim como para atender
a demanda de acessos silvestres auto incompativeis e nao-passiveis de
conservacao sob a forma de semente botanica, € possivel indicar as unidades
encapsulaveis conhecidas como “sementes sintéticas”, para conservacéo e
inclusive para semeadura. Uma vez que, 0 encapsulamento é uma alternativa
simples, barata e que permite a conservacdo de germoplasma. Além disso, o
encapsulamento de tecido meristematico em hidrogel apresenta vantagens
como a protecdo dos propagulos, facilidade de armazenamento, transporte e
regeneracao de plantas completas, além de conservacao genética e intercambio

de germoplasma de forma segura e eficiente sem perda de viabilidade.

5.3 Criopreservacao

5.3.1 Droplet vitrification

Para a técnica de Droplet vitrification oobservou-se a morte dos
tratamentos criopreservados (Tabela 6).
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Tabela 6. Porcentagem de germinacéo apos a criopreservacao Droplet vitrification. embrapa
clima temperado, Pelotas, RS, 2019.

PVS2 Solanum chacoense  Solanum Solanum calvescens
(minutos) malmeanum
(%) de Germinacédo apos a criopreservacao
T1- Controle 20a 65 a 65 a
T2-0 32a Ob 72 b
T3-15 Ob Ob 12 b
T4- 30 Ob Ob Ob
T5 -60 Ob Ob Ob
c.v. (%): 58,90 98,06 91,11

C.V. (%) Coeficiente de Variagdo. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro

Acredita que se o crioprotetor PVS2 foi toxico, e prejudicou a regeneracao
dos explantes criopreservados, ao obsevar que o tratamento controle apresentou

desenvolvimento normal (Figura 19)
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Figura 19: Plantas de batata silvestre germinadas : A- Solanum
chacoense; B- Solanum malmeanum C- Solanum calvescens.
Tratamento T1- 0; T2-15; T3- 30; T4- 60 e T5- 90 minutos de imersdo em
PVS2.

Fonte: Marisa Taniguchi.
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5.3.2 Encapsulamento e vitrificacéo

Para o encapsulamento e vitrificagdo todos os tratamentos apresentaram

germinacao das capsulas criopreservadas (Tabela 7).

Tabela 7. Porcentagem de germinagdo apos a criopreservacdo em nitrogénio liquido. embrapa
clima temperado, pelotas, rs, 2019.

Solugéo de sacarose Solanum chacoense  Solanum Solanum calvescens
Molar malmeanum
(%) de Germinacgdo apoés a criopreservacao
T1- Controle 74 a 90a 64 a
T2- 0,25 64a 70ab 64 a
T3-0,5 54a 57bc 60 a
T4- 0,75 64a 47c 70 a
T5-1,0 64a 54bc 60 a
c.v. (%): 23,06 12,23 23,03

C.V. (%) Coeficiente de Variagdo. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro

Aos 30 dias observou-se o desenvolvimento inicial de raizes e folhas, para
S. chacoense e S. calvencens nao houve diferenca significativa entre os
tratamentos, mas para S. malmeanum no tratamento T2 (0,25 M de sacarose)

houve maior germinacao das capsulas, apos criopreservacao 70% (Figura 20)
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Figura 20. Unidades encapsulaveis criopreservadas: A- Solanum chacoense; B-
Solanum malmeanum C- Solanum calvescens. Tratamento (0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0
M).

Fonte: Marisa Taniguchi.

5.3.3 Otimizacéo das técnicas de criopreservagdo: Encapsulamento;
droplet vitrificacdo e crio placa

Apbs os experimentos pilotos realizados, foi montando a otimizagéo das
técnicas consideradas mais promissoras para conservacao a longo prazo, a
metodologia de congelamento rapido, proporciona menos danos durante os
processos, apesar da crioplaca e a droplet vitrificacdo serem consideradas
técnicas eficientes, inclusive para espécies de Solanum. Nesse trabalho a
criopreservacao utilizando o encapsulamento de explantes e desidratacéo,
apresentou melhores resultados para regeneracdo de explantes
criopreservados, sendo T1- ENV (Encapsulamento e vitrificardo) e T2- ENSV
(Encapsulamento, saturacéo e vitrificardo) os indicados para a criopreservacao,
apresentando para Solanum chacoense, 72% , para Solanum malmeanum, 82%
e para Solanum calvescens, 88% de regeneracéo das capsulas (Tabela 8).
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Tabela 8. Porcentagem de germinacdo apds a criopreservacdo em nitrogénio liquido. T1- ENV -
Encapsulamento e vitrificardo; T2- ENSV- Encapsulamento, saturacdo e vitrificardo; T3-CP-
Crioplaca; T4- DP- Dropleti verificagdo. embrapa clima temperado, pelotas, rs, 2019.

Solanum Solanum Solanum
TECNICA chacoense malmeanum calvescens

(%) de regeneracéo

T1- ENV 76 a 44 ab 96 a
T2- ENSV 82 a 72 a 88 a
T3-CP Ob Ob Ob
T4- DP Ob Ob Ob

c.v. (%): 33.43 100,53 15,37

C.V. (%) Coeficiente de Variagcdo. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro

N&o houve diferenca significativa para demais variaveis avaliadas nimero
de raizes, numero de folhas, nimero de broto entre os tratamentos T1 e T2
(Figura 21).
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Figura 21: Plantas de batata silvestre excisadas para encapsulamento : A-
Solanum chacoense Bitter; B- Solanum malmeanum Bitter; C- Solanum
calvescens Bitter

Fonte: Marisa Taniguchi.
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Nos tratamentos T3 (crioplaca) e T4 (droplet vitrificacdo), o material
vegetal apresentou contaminacdo e ndo se desenvolveu, acredita-se que o
manuseio devido as adaptacdes no processo de criopreservacdo podem ter
contaminado o material, além disso, o proprio processo de excisao dos explantes

causam danos, o que pode ter prejudicado também na regeneracao (Figura 22).

Figura 22. Resultado das técnicas de criopreservacao aplicadas: A- material vegetal
da droplet vitrificacdo contaminados e B- material vegetal derivado da criopreservagdo
via crio placa contaminados.

Fonte: Marisa Taniguchi.

No material vegetal regenerado, apds a criopreservacao, as plantas se
desenvolveram bem, assim como apresentaram formacdo de raizes bem
desenvolvidas. Ao analisar os as imagens dos estbmatos das plantas cultivadas
in vitro, foi observada a formacéo dos estdmatos, bem como sua abertura para
trocas gasosas, assim como a formacao de cloroplastos no seu interior (Figura
23).
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Figura 23. Estdbmatos da face adaxial foliar de plantulas apos regeneracao das
gemas criopreservadas em nitrogénio liquido. Setas indicam abertura estoméatica
e ponta das setas formacéo de cloroplastos.

Fonte: Marisa Taniguchi.

Estdbmatos sédo estruturas importantes para a producdo vegetal, ao
representarem a porta de entrada e de escoamento dos gases para a
fotossintese, também s&o os principais responsaveis pela transpiracdo e por
isso, estdo intimamente ligados ao ambiente, controlando a perda de &agua
(CUTTER, 1986; FANH, 1990; SILVA et al., 2004). Assim, apresentar estbmatos
bem desenvolvidos e funcionais, € um critério importante para plantas cultivadas
in vitro que serdo posteriormente aclimatadas. Desse modo, € necessario o
acompanhamento do material vegetal apds a etapa de criopreservagéo, a
sobrevivéncia dos explantes, ndo valida o fim do processo de criopreservagao.
Observou-se nesse trabalho que as plantas criopreservadas e posteriormente
cultivadas in vitro, apresentaram desenvolvimento normal, formacéo de folhas

expandidas e raizes contendo pelos radiculares (Figura 24).
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Figura 24. Plantas cultivadas in vitro por 55 dias, ap6s regeneracdo das gemas
criopreservadas em nitrogénio liquido e 3 subcultivos: A — S. chacoense; B- S.
malmeanum e C- S. calvencens. Letras: fe- folhas expandidas; fs folhas em
senescéncia; rep- raizes e pelos radiculares e ft- formacao de tubérculos.

Fonte: Marisa Taniguchi.

5.4 Cultivo in vitro de sementes botanicas de batata silvestre

Na germinacdo de sementes botanicas, houve diferencas significativas
entre os tratamentos de GAs e tratamento controle (sem o uso de GAs), sendo a
maior porcentagem de germinacdo para S. malmeanum 92%, nos tratamentos
T2- 250 pM e T3- 500 pM de GAs (Tabela 9), para S. commersonii nos
tratamentos T2- 250 uM (36%) e T3- 500 uM (40%) de GAs (Tabela 10), para S.
tuberosum nos tratamentos T2- 250 pM (72%); T3- 500 (50%) e T4-750 uM
(60%) de GAs (Tabelas 9, 10 e 11).
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Tabela 9. Porcentagem de germinacao acesso 17 (Solanum malmeanum Bitter), nimero de
folhas (NF), cumprimento da parte area (NF) e nimero de raizes (NR), cumprimento da maior
raiz (CR). Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2019.

GAs Germinacao NF CPA NR CR

UM (%) (cm) (cm)
T1-0 52 b 5.8b 1.18b 446 b 10.18 ¢
T2 - 250 92a 24.0a 5.30 a 15.2a 26.74 ab
T3 -500 92a 278 a 5.48 a 124 a 28.84 ab
T4 -750 88 ab 278 a 5.48a 13.2a 35,90 a
T5 -1000 84 ab 210.a 4.24 a 12.2a 20.02 bc
c.v. (%): 25.47 26,30 36,56 35.32 32.71

C.V. (%) Coeficiente de Variacdo. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro

Tabela 10. Porcentagem de germinagdo acesso 68 (Solanum commersonii Dunal), nimero de
folhas (NF), cumprimento da parte area (NF) e nimero de raizes (NR), cumprimento da maior
raiz (CR). Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2019.

GAs Germinacéo NF CPA NR CR

1LY (%) (cm) (cm)
T1-0 28 b 2.0 n* 0.38 n* 2.2 n* 2.2n*
T2 - 250 36a 8.0 1.30 3.4 3.3

T3 -500 40 a 8.2 1.88a 3.6 3.6

T4 -750 20 ab 0.7 0.70 1.8 1.8

T5 -1000 8 ab 24 0.16 1.2 1.2
c.v. (%): 88,35 89.97 135.67 87,32 111,34

C.V. (%) Coeficiente de Variagdo. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro

Tabela 11. Porcentagem (%) de germinagéo do acesso 445 (Solanum tuberosum L), nimero de
folhas (NF), cumprimento da parte area (NF) e nimero de raizes (NR), cumprimento da maior
raiz (CR). Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2019.

GAs Germinacéo NF CPA NR CR

2L (%) (cm) (cm)
T1-0 16 b 0.60b 0.14b 06b 26b

T2 - 250 72 a 16.2 a 415a 6.71a 22.97 ab
T3 -500 50 a 14.2a 244 a 5.2 a 19.68 ab
T4 -750 60 a 135a 2.78 5.83 a 23.33a
T5 -1000 4 b 12b 0.16 a 0.8b 1.60 b
c.v. (%): 53,84 61,01 85,05 57,23 75,44

C.V. (%) Coeficiente de Variagdo. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro

A germinagdo de sementes botanicas € de interesse para estudos de
armazenamento e viabilidade de uso ex vitro desse material, para uso

principalmente do melhoramento genético, as espécies de batatas silvestres
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consideradas herdeiras de caracteristicas robustas para a cultivo da batata, séo
cruciais. Assim observar o desenvolvimento desses recursos genéticos elucida
0 armazenamento mais indicado para cada tipo de material vegetal. A
germinacao das sementes apresentou desenvolvimento normal das plantas, com

formacdo de parte area e raizes (Figura 25).

i
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Figura 25. Plantas de batata silvestre germinadas: A- S. malmeanum; B- S.commersonii; C-
S. tuberosum.
Fonte: Marisa Taniguchi.

5.4.1 Criopreservagao de sementes botanicas

Na criopreservacdo das sementes botanicas, a vitrificacdo foi a técnica
utilizada e observou-se que sem com 15 minutos (T2) de exposicdo ao
crioprotetor ndo houve germinacao das sementes criopreservadas, mas no maior
tempo de exposicdo ao PVS2 60 minutos (T4) houve menor porcentagem de
germinacdo das sementes botanicas apesar de ser verificada diferenca
significativas apenas para S. malmeanum. A maior porcentagem de germinacao
das sementes botanicas, ap0s a criopreservacdo foram observadas no
tratamento T3 (com 30 minutos de imersdo em PVS2), , A S.commersonii; B- S.

malmeanum C- S. tuberosum (Tabela 12).
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Tabela 12. Porcentagem de germinacao ap0s a criopreservacao em nitrogénio liquido. embrapa
clima temperado, pelotas, rs, 2019.

PVS2 S. malmeanum S.commersonii S. tuberosum
(minutos) (%) de Germinagédo ap6és a criopreservacao

T1- Controle 78 a 38a 72 a

T2- 15 Oc Ob Ob

T3- 30 68 a 28a 65a

T4- 60 28b 20 a 55a

c.v. (%): 58,90 38,73 35,35

C.V. (%) Coeficiente de Variagdo. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro

Acredita que se ao expor as sementes por 60 minutos ao PVS2 houve
toxicidade que pode ser causada pelo DMSO -dimetilsulféxido, mas para a S.
tuberosum, tanto o tratamento T3 (30 minutos) como o T4 (60 minutos) foram

eficientes para a criopreservacao das sementes (Figura 26 e 27).
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Figura 26. Plantas de batata silvestre excisadas criopreservaas:

A S.commersonii; B- S. malmeanum C- S. tuberosum.
Fonte: Marisa Taniguchi.

Figura 27. Plantas de batata silvestre criopreservadas
com 40 dias: A- Plantas bem desenvolvidas B-raizes
desenvolvidas.

Fonte: Marisa Taniguchi.
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Sementes, embrides, gemas, meristemas, calos ou suspensdes de
células geralmente apresentam quantidades elevadas de agua intracelular e sdo
extremamente sensiveis a lesdes de congelamento, ocasionadas pela formacéo
de cristais de gelo. Portanto, qualquer material a ser criopreservado deve ter as
células desidratadas artificialmente, evitando eventuais danos causados pela
cristalizacdo. Desse modo, alguns cuidados nas etapas iniciais da
criopreservacdo sdo essenciais para o sucesso da técnica e devem ser testados
para cada espécie e tipo de explante, como o uso de crioprotetores e tratamentos
durante os protocolos

O método de criopreservacdo mais barato, rapido e facil de executar e
que tem sido usado com relativo sucesso para conservagdo de acessos de
batata é a vitrificacdo. Algumas metodologias utilizam a desidratacao prévia
fisica ou osmaética dos explantes para reduzir os danos ao material vegetal
durante esse processo. Essas desidratacdes foram obtidas, nesse trabalho, pela
exposicdo do material a silica-gel e solu¢des altamente concentradas com
sacarose. Apés as etapas de desidratacdo e/ou osmoprotecdo, o material é
submetido ao congelamento ultrarrapido em nitrogénio, isso faz com que menos
danos sejam causados aos explantes durante o processo de congelamento e
descongelamento.

Portanto, podemos indicar que o sucesso da criopreservacao depende da
prevencdo de danos as membranas e organelas celulares durante o
congelamento, sendo a preparacdo dos explantes (material vegetal) para o
armazenamento em nitrogénio a etapa crucial de todas as metodologias
aplicadas. A criopreservacdo pode garantir a conservacao de recursos genéticos
vegetais de grande importancia para a seguranca alimentar, permitindo também
outras aplicacdes como o resgate de variedades ou cultivares negligenciadas ou
abandonadas e a reintroducéo de espécies extintas no ambiente.

As batatas silvestres sdo de inestimavel valia para a pesquisa de
melhoramento genético e para a biotecnologia de hortalicas devido a sua grande
variabilidade genética e suas caracteristicas genotipicas como resisténcia a
oscilagcéo de temperatura, umidade no solo, pragas e doencgas. Sendo a ampla
variabilidade genética é condicdo essencial para a obtencdo sistematica de
cultivares com melhor produtividade, adaptadas as diversas condi¢cdes

ecolégicas do pais e com maior resisténcia a doencas e pragas. Sendo de
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conhecimento que a fonte basica da variabilidade genética disponivel ao
melhoramento de plantas cultivadas relaciona-se, em principio, a cultivares
primitivas ou avangadas e aos ancestrais selvagens das espécies comerciais
(FORETTO, PATRICIA et. al., 2009). Portanto, esse trabalho atende além de
seus objetivos, a premissa de conservacao de recursos genéticos de espécies
importante para o futuro da alimentacdo humana, contemplando inclusive os
objetivos da Agenda 2030.

166



6. Conclusdes

A micropropagacao foi realizada, ndo havendo necessidade das etapas
de multiplicacdo e enraizamento, sendo possivel concluir o retorno desse
material aclimatizado, para vaso em estado ex vitro, com resultados satisfatorios.

E possivel realizar os procedimentos para criopreservagdo com
resultados positivos para 0s acessos usados, a técnica mais indica € o
encapsulamento e vitrificacao, utilizando solu¢des de saturacdo com sacarose.

Para sementes botanicas foi possivel alcancar a criopreservacdo das
sementes utilizando a técnica de vitrificacdo, as plantas formadas apresentaram
desenvolvimento completo.

Conclui-se que os resultados de conservacéo para material genético de
batatas silvestres atendem as premissas conservagcao em longo prazo, para
estudos de melhoramento genético e podem servir de base para estudos com
os demais acessos de parentes silvestres da batata cultivada no Brasil.

Indica-se a continuidade de estudos, sugerindo a embriogénese somatica
para estudos do melhoramento genético com a producdo de material hapléide e
estudos anatdbmicos e ultra estruturais, para maior compreensao dos
mecanismos de regeneracdo e metabolismo das plantas, perante os estresses

durante o processo de criopreservacao.
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7. Considerac0es finais

Esse trabalho visa a importancia das espécies de batatas silvestres no
Brasil, como fonte de variabilidade genética, que apresentam caracteristicas
promissoras importantes para nossa base alimentar. A conservacao desses
recursos genéticos € de grande interesse, para estudos do melhoramento
genético, o que permitira o futuro da cultura da batata, mesmo diante das
variagdes climaticas previstas.

Com base nos objetivos desta pesquisa, alcancamos a validacdo de
protocolos para conservacdo em longo prazo de diferentes acessos de batatas
silvestres, seja por meio de material cultivado in vitro, ou sementes botanicas.

Os parentes silvestres da batata resguardam diversidade genética com
potencial para tolerar diferentes estresses ambientais e sdo utilizados para
ampliar a base genética da batata e desenvolver cultivares mais resilientes frente
novas demandas e desafios. A conservacao desses recursos geneéticos ex situ
€ essencial para a sustentabilidade da cultura da batata em um mundo em
constante transformacgédo. Considerando a pressao antrépica, a que tem sido
submetidas estas espécies e o risco de perda deste patrimbénio genético, o cultivo
in vitro € um método eficaz para conservacao a curto e médio prazo ex situ,
proporcionando a incluséo e a conservacéo destas em bancos de germoplasma
in vitro.

Sendo necessério dar continuidade, em estratégias que possam fomentar
a otimizacdo desses protocolos para os demais acessos nao estudados de
batata silvestre. Cabe ressaltar que, os resultados de criopreservagéo atendem
as demandas para armazenamento em criobancos e séo pioneiras para 0s

acessos de batata no banco de germoplasma da Embrapa Clima Temperado.
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Resumo
Buie

¢ uma palmeira nativa do Rio Grande do Sul que encontra-se em risco de exting@o. Sua propagacio
1 por via

sxunda, porém a germinagio por sementes ¢ baixa, lenta e desuniforme. Objetiv
m protocolo de criopreservagio visando a conservas

rose em pré-tratamento de embnides antes do cong

stadas concent

. Embnides de Butia yatay podem ser

criopreservados, com subsegiiente retomada do crescimento, quando submetidos 2o prévio trstamento com

tudo, os embrides foram congelados por 10 dias, indicando que o pré
possibilit a conservagdio de Buria yatay por longo tempo

Palavras-chave: Butia sp., congelamento, conservagio, sacarose,

Ahstract

Butia yaray is a palm tree native of Rio Grande do Sul that is in danger of extin ation is carried

out sexually, however, the seed germination is low, slow and uneven, Thus
established aiming at the cons:

wation protocol was

sted on embryo pre-

ation of the species. Concentrations

treatment before freezing. Suii
they

gy embryos can be cryopreserved. with subsequent growth recovery, when
ubmitted to previous treatment with 0.4 M sucrose. In this
days, indicating that pretreatment allows the conservation of Butia v

he embryos were frozen for 10

a long time.
Key words: Butia sp., freezing, conservation, sucrose.

O género Butia ocorre naturalmente em
paises como Paraguai, Argentina, Urnguai e Brasil
e possui 20 espécies, das quais 19 sio encontradas
no Brasil. Destas, oito ocorrem no Rio Grande do
Sul, como o Butia vatay (Mart.) Bece, (Hoffmann
et al. 2014), encontrade de forma restrita nos
municipios de Girud ¢ Quarai, ¢ em estado de
perigo (FZB 2016, Eslabio ef al. 2016).

Alternativa para a conservagio de esp
de Buria, a criopreservagio propicia diminuigio
ou até mesmo parali y do metabolismo celu
(Meletti et al. 2007; Kaczmarczyk et al 2011},
redugio ou eliminagio de danos causados no
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S, B

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

Moentanto, a maioria dos explantes utilizados
na criopreservagio contém guantidades elevadas
de dgua intracelular e sio extremamente sensivels
a lestes de congelamento causadas pela formagio
de cristais de gelo quando expostos a baixas
temperaturas {Reed 2008), Em fungio disso, para
evitar os danos causados pela eristalizagio da dgua,

as células devem ser desidratadas artificialmente,
o que & uma etapa importante para elaboragio de
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RESUMO

A micropropagacio ¢ alternativa a produgio de mudas de maracujazeiro, a qual ¢ correntemente
realizada por meio de sementes. Por meio do cultivo in vitro podem ser produzidos, em grande escala,
clones selecionados de variedades com interesse comercial, como a *“BRS Mel do Cerrado’, Sendo
assim, objetivou-se estabelecer a concentragio adequada de 6-benzilaminopurina (BAP) na indugio
da brotos de maracujazeiro ‘BRS Mel do Cerrado’ visando 4 sua micropropagagio. Gemas de
aproximadamente 2 mm, provenientes de plantas pré-estabelecidas in vitro, foram excisadas e
inoculadas em placas de Petri contendo 25 mL de meio MS, suplementado com 3% de sacarose,
geleificado com 0,7% de agar e BAP (0,0; 0,5; 1,0 e 1,5 mg L-1). O BAP adicionado ao meio de
cultura promoveu a brotagio dos explantes, ndo havendo diferenga significativa entre as
concentragoes do fitorregulador para nimero e comprimento de brotos. A adigio de BAP ao meio de
cultura aumenta a produgdo de massa fresca e seca de plantas de maracujazeiro *BRS Mel do
Cerrado’.

Palavras-chave: Passiflora alata Curtis; maracuji; brotagio; cultura de tecidos
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Abstract

To select potato genotypes tolerant o water deficit, systems to simulate this stress have been
used. Polyethylene glycol (PEG) s the main osmotic agent used for this purpose, but 1t
causes an excessively severe stress. However, it 1s difficult to carry out an experiment that
aims to compare plant responses under water deficit by osmotic or mafnc induction, and,
thus, few studies compare these stress-inducing mechanisms. Theretore, the objective of this
study was to compare the responses of Agata, BRS Clara, C2406-03 and Cota genotypes o
water deficit in both induction methods (matric or csmotic). The tests were carnied out in a
greenhouse, one using hydroponics (osmotic induction) and the other in pots with soil
{mafric induction). In both tests, the application of stressful conditions occwrred at the
beginning of uberization. Assessments of gas exchange and shoot temperature were made
throughout the exposure to siress. Also, samples were collected from leaves for analysis of
osmotic potential and leaves and tubers for analysis of metabolite content. At the end of the
potato plant cycle, the number and weight of tubers were evaluated. In both siress conditions,
there were significant reductions in photosynthesis and transpiration rate compared to the
respective normal hydmtion conditions. In addition, indicators such as metabolite levels
(proline and soluble sugars) were significantly altered in plants exposed to different stress
inductions. These data, together with the significant limitations in the growth of stressed
plants, indicate that the expenmental models induce similar responses. However, the water
deficit by osmotic induction was more severe for the potato plants when compared to stress
due to maitric induction, mainly affecting tuber production. Therefore, the water deficit
osmotic induction model can be recommended for phenotyping tolerance to this stress, due
to the hydroponic system inducing greater tuber production per plant under optimal
cultivation conditions.
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conservacdo ex situ abrange a ma-

nutengédo de germoplasma na for-

ma de sementes, polen, tubércu-

los, cultivo in vitro ou em campos
experimentais e casas-de-vegetagao, tanto em
jardins botanicos guanto em colegdes ou ban-
cos de germoplasma. Dentre as possibilidades
de conservagao ex situ, a conservagao in vitro
de batata se destaca por apresentar diversas
vantagens sobre o processo de conservagao
de germoplasma em campo (ex vitro): manu-
teng&o livre de patogenos, disponibilidade para
ser imediatamente propagado e redugdo do
crescimento de ceélulas e tecidos, diminuindo
o metabolismo da planta, sem afetar a viabili-
dade. Assim, a conservagdo in vitro aumenta
ao maximo o intervalo entre os subcultivos, re-
duzindo a demanda de mao-de-obra e espago

24 Revista Bataia Show  Amo XX ne 58 Derembro/2020

fisico para conservagéo.

Na cultura de tecidos, a micropropagagéo é
uma técnica indicada para espécies que apre-
sentam dificuldade de conservagao de semen-
tes ou germinagao e facilita o intercambio de
germoplasma, com a possibilidade de obten-
¢ao de plantas sadias e em larga escala, idén-
ticas a matriz. As etapas do cultivo in vitro vao
desde o estabelecimento da cultura in vitro até
o0 enraizamento, terminando na aclimatizagao.
Para o sucesso deste modo de propagagao e
cultivo, é preciso utilizar de forma equilibrada
os reguladores de crescimento, bem como os
nutrientes no meio de cultura e fornecer foto-
periodo e temperatura adequados, proporcio-
nando 100% de regeneragao in vitro dos ex-
plantes de batata-silvestres (Figuras 1e 2).

<
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s recursos genéticos sdo o mate-

rial genético de valor real ou po-

tencial, dos quais direta ou indire-

tamente depende a humanidade.
Dessa forma, a conservagao das variedades
tradicionais e dos parentes silvestres das cul-
turas agricolas tem sido uma preocupacgaoc no
contexto internacional desde o inicio do século
XX. A batata (Solanum tuberosum) & a quarta
cultura alimentar mais importante, depois do
milho, do trigo e do arroz. Atualmente a cultu-
ra in vitro de espécies vegetais € uma possi-
bilidade segura de conservar germoplasma de
batata em curto e médio prazo. Para conser-
vagcao em longo prazo, ou seja, por um perio-
do ilimitado, a criopreservagaoc € a ferramenta
indicada. Esta técnica & aplicada na conserva-
gao ex situ de recursos genéticos e de espe-
cies raras ou ameacgadas de extingdo. O arma-
zenamento do germoplasma ocorre por meio
de metodologias que mantém o material bio-
légico vivo, mas com metabolismo suspenso,
sob temperaturas ultrabaixas, em nitrogénio
gasoso (-150 °C) ou liquido (-196 °C).

Sementes, embrides, gemas, meristemas,
calos ou suspensbes de células geralmente
apresentam quantidades elevadas de agua
intracelular @ sdo extremamente sensiveis a
lesbes de congelamento, ocasionadas pela
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formagdo de cristais de gelo. Portanto, qual-
quer material a ser criopreservado deve ter as
células desidratadas artificialmente, evitando
eventuais danos causados pela cristalizagao.
Desse modo, alguns cuidados nas etapas ini-
ciais da criopreservagdo sao essenciais para
0 sucesso da tecnica e devem ser testados
para cada especie e tipo de explante, como
o uso de crioprotetores e tratamentos durante
os protocolos

Um dos metodos de criopreservagao mais
barato, rapido e facil de executar e que tem
sido usado com relativo sucesso para conser-
vagio de acessos de batata € a vitrificagdo.
Messe processo a agua sofre uma transigéo
da fase liquida para um estado solido amor-
fo e metaestavel, o que contribui para evitar
a formacgéo de cristais de gelo intracelular. Al-
gumas metodologias utilizam a desidratagdo
prévia fisica ou osmdtica dos explantes para
reduzir os danos ao material vegetal durante
esse processo. Essas desidratagbes podem
ser obtidas, por exemplo, pela exposigao do
material a silica-gel ou solugtes altamente
concentradas com sacarose. Apds as etapas
de desidratagdo ef/ou osmoprotecdo, o mate-
rial & submetido ao congelamento ultrarrapido
em nitrogénio (Figura 1).
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1. INTRODUGAO

A batata (Solanum tuberosum L.) & uma das culturas mais importantes para a
alimentagdo humana. A area colhida no Brasil esta em torno de 803,9 mil ha e a
produgdo ao redor de 4,3 milhdes de toneladas. Os estados com maior produgdo
sdo Mato Grosso, Minas Gerais e Bahia (SECRETARIA DE ESTADO DE
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO-MG, 2017),

Para que sejam langadas variedades de batata mais adaptadas as diversas
regides produtoras do pais, € realizado o melhoramento genético das espécies.
Entretanto, o processo de selecdo de gendtipos mais produtivos estreita a base
genética das plantas cultivadas (SIGRIST, 2010). Desse modo, a coleta e
conservacdo de germoplasma proveniente de parentes silvestres da batata
cultivada, sao imprescindiveis para gue uma base genética mais ampla esteja
disponivel aos programas de melhoramento genético, e assim, para uso na
agricultura (MOLIN, 2015).

A espécie de batata silvestre S.commersonii tem potencial de uso no
melhoramento genético de batata cultivada por meio de gendtipos com resisténcia
as doengas como a murcha bacteriana e tolerancia a estresses abidticos (HAWKES;
HJERTING, 1968, GONZALEZ, 2013; MOLIN, 2015).

O cultivo in vitro & uma ferramenta importante no suporte aoc melhoramento
genético, por ser um método eficaz de conservacio ex situ de recursos genéticos,
proporcionando a inclusao e a manutengdo de espécies, como a batata, em bancos
de germoplasma in vitro (KELLER et al., 2013).

A partir do exposto o trabalho termn como objetive a multiplicacdo de Solanum
commersonii com uso de BAP no meio de cultura.

2. METODOLOGIA

A partir de plantas de Solanum comersonii, mantidas in vitro no laboratério de
Cultura de Tecidos da Embrapa Clima Temperade, segmentos uninodais de
aproximadamente 1 cm foram excisados. Posteriormente, foram inoculados em meio
de cultivo M3 (MURASHIGE; SKOOG, 1962}, suplementado com 0,1 de inositol, 30
g L' de sacarose, 3 g L' de phytagel e BAP nas concentragtes de 0.5;1,0;1,5e 2,0
mg L"), com pH ajustado para 5,841 antes da autoclavagem a 120 °C por 20
minutos. Mo tratamento testemunha ndo houve adigdo de BAP ao meio de cultura.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado, com cinco repetigbes, cada uma composta por um frasco contendo
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1. INTRODUGAO

A batata-doce I{FmeOEE batatas {L} Larn] & uma Convolvulaceae originéria
da América do Sul e gue possui ampla adaptagdo as condigbes climaticas do
Brasil. Atualmente, & a gquarta olericola mais cultivada no Brasil, com 550 mil
toneladas produzidas em 2016. O Rio Grande do Sul & considerado o maior
produtor nacional, sendo responsavel por cerca de 30% da produgdo (IBGE,
2016). Sua impodéncia econdmica e social & resultante da rusticidade, ampla
adaptagdo climatica e elevada capacidade de produgdo de energia em curto
espaco de tempo (SILVA et al., 2015).

Dentre suas qualidades, a batata-doce apresenta alta produtividade, requer
baixo investimentc e & rica em nutrientes, principalmente em carboidratos,
tornando-a um dos pilares alimenticios para milhdes de pessoas no mundo, em
particular nos paises em desenvolvimento (CASTRO et al., 2012). Embora a
produtividade nacional seja considerada relativamente baixa (OLIVEIRA et al.,
2017), no Brasil, existern 29 cultivares de batata-doce registradas no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2017). O cultivo de variedades
locais & ndo melhoradas € predominante, sendo um dos principais motivos pela
baixa produtividade. Um dos fatores também relacionado & queda de
produtividade da batata-doce é a propagacio vegetativa por meio de ramas,
devido ao uso continuo de um mesmo malerial para cultivo e propagacao,
podendo levar ao acimulo sistémico de doengas e degeneragdo do material,
especialmente pelas viroses (FERNANDES, 2013).

O cultivo in vitro permite a propagagao, transporte, conservagdo e
armazenamento de recursos genéticos vegetais, sendo indicado para a obtencéo
de mudas com alto padrao fitossanitario, resultando em melhor desenvolvimento.
MNo entanto, a manutencio in vitro demanda intensa mao de obra, implicando em
aumento de custos. Neste sentido, a reduga@o do crescimento das plantas, por
vezes, & desejavel. Substincias provenientes de plantas podem ter efeito na
redugdo do crescimento. Segundo Brass (2009), extratos de plantas podem ter
efeito alelopatico e podem causar efeito direto ou indireto nas plantas.

Os compostos aleloguimicos liberados pela espécie doadora podem
interferir em varios processos fisiologicos da espécie receptora, desde a divisdo e
alongamento celular (ZHANG et al., 2010; SILVA et al., 2014), fotossintese,
estrutura e permeabilidade da membrana celular que afetam a absorgdo de
nutrientes, a sintese proteica e lipidica de acidos graxos (FAGERIA; STONE,
2006.
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1. INTRODUGAO

Atualmente, o aumento do consumo da batata, principalmente em paises em
desenvolvimento (CIP, 2013), ampliou a busca por espécies que apresentem
potencial para adaptagdo as diferentes condigbes climaticas, especificamente
calor & seca. Considerando a vasta gama de habilals e polencial para tolerar
diferentes condigbes de estresses ambientais (WATANABE et al., 2011). ha
necessidade de maior inclusdo de espécies silvestres nos programas de
melhoramento da batata. Mo Brasil, Solanum calvescens Bitter destaca-se por
apresentar caracteristicas de tolerdncia a estresses bidticos e abioticos. No
entanto, essa espécie possui ma formagdo das anteras, as quais s8o estéreis e
ndo produzem polen, dificultando o autocruzamento e seu uso como genitora
masculina (KLASEN, CASTRO; HEIDEN, 2017). Além disso, ndo ha estudos
relacionados ao armazenamento, conservagdo em curto prazo ou para o
melhoramento genético dessa espécie (MOLIN et al., 2016).

Dessa forma, a conservagio de germoplasma de espécies nativas tem sido
usada para preservar a variabilidade genética e permitir o estudo de suas
propriedades em ambiente controlado, como a cultura in vitro (BERTONI et al.,
2010). Nesse contexto, a produgdo de unidades encapsulaveis se destaca como
importante técnica para conservagdo in vitro de vérias espécies. Essa tecnologia
permite @ manutencdo da identidade genética do material vegetal e a rapida
multiplicagdo dos propagulos, faciltando a troca de germoplasma entre
instituigdes de pesquisa e a conservacdo de gendtipos desejaveis a baixos custos
(NASSAR, 2003; PEREIRA et al., 2008).

Ressalta-se que a técnica para encapsular gemas visa proleger especies
silvestres de processos de extingdo gue ocorrem, principalmente, devido a
destruicdo dos seus habitats e comunidades naturais, pela ocupagio
desordenada de grandes areas e por praticas agricolas (GOEDERT, 2007). Estes
fatores comprometem a potencialidade e a preservagdo de varias espécies
relevantes, como Solanum calvescens. Frente a isso, o objetivo desse trabalho é
estabelecer um protocolo de sintese de unidades encapsulaveis de Solanum
calvescens.

2. METODOLOGIA
O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos da

Embrapa Clima Temperado, Gemas axilares com aproximadamente 2 mm, foram
isoladas de plantulas de batata silvestre cultivadas in vitro e adicionadas a matriz
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1. INTRODUGAO

Os maracujazeiros pertencem a familia Passifloraceae, género Passifiora
constituido por 530 espécies (SILVA, et. al; 2005). Estas espécies sfo cultivadas
e utilizadas na alimentagdo humana, enfretanto possuem outras funcionalidades
importantes, como a medicinal e a ormamental (OLIVEIRA; FALEIRO;
JUNQUEIRA, 2017). O maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis Sims.) e o
maracujazeiro doce (Passiflora alata Curtis.) sAo as espécies mais cultivadas no
Brasil, sendo estimado que essas cultivares ocupem mais de 90% da area
cultivada no mundo (FALEIRO et al., 2005; FERREIRA, 2016).

A espécie P. alala apresenta grande potencial para o comércio in natura,
tanto no mercado interno quanto para exportagdo. Embora haja grande interesse
comercial, a cultivar BRS Mel do Cerrado, foi registrada somente em 2017
(OLIVEIRA; FALEIRQ, JUNQUEIRA, 2017).

Esta e destinada ao mercado de frutas especiais de alto wvalor
agregado.tendo como caracleristicas principais a alta produtividade, qualidade
fisica e guimica de frutos & maior nivel de resisténcia a doengas foliares. A
cultivar também possui potencial omamental (EMBRAPA, 2017).

A producdo de mudas & correntemente feita por meio de sementes,
causando uma série de inconvenientes produtivos. O cultivo in vitro de P. alala
representa grande importancia pela potencialidade de multiplicagdo, possibilidade
de produgdo de mudas livres de doencas e por permitir a conservagao de
recursos genéticos. Todavia existem poucos relatos sobre o cultivo in vitro esta

espécie quando comparado com P. edulis f. flavicarpa (PACHECO et al., 2012 ).
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1. INTRODUGAO

Butia (Arecaceae) & um género de palmeiras gue ocorre na América do
Sul, especificamente no Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai (ESLABAQO et al,,
2018). Popularmente, as espeécies desse género sao denominadas de butiazeiros
e os frutos s8o conhecidos como butias (LORENZ| et al., 2010). O género
apresenta especies endémicas do Brasil, com interesse agroindustrial, potencial
ormamental, medicinal e alimenticio. Os frutos tém sabor acido e adocicado e s&o
amplamente utilizados na fabricagdo de sucos, sorvetes, picolées e licores,
demonstrando  importancia cultural e econdmica para populagbes regionais
(MARTINS 2003; MOURA 2008; ROSSATO, 2007, BUTTOW et al., 2010). Butia
esta sofrendo uma série de interferéncias antropicas, sendo considerado em risco
de extingdo em areas naturais (RIVAS, BARILANI, 2004).

Assim como para a maioria das palmeiras, a propagagao de Butia &
sexuada, o que implica em germinagdo lenta e desuniforme, devido & dorméncia
tegumentar (MEEROW,; BROSCHAT, 2017, WALDOW et al., 2013). De acordo
com a literatura, o tempo requerido para gue a germinagio ocorra € de ate oito
meses e de cerca de dois anos para que haja a emersdo da plantula
(SGANZERLA, 2010; WALDOW et al., 2013). Neste sentido, visando diminuir o
tempo de obtencdo de plantulas, o uso de cultura in vitro de embrido zigdtico tem
sido indicado para a germinagdo de sementes de palmeiras (OLIVEIRA et al.,
2018).

Apesar de serem bastante conhecidas e exploradas para o consumo de
frutos e no paisagismo, ha grande caréncia de informagdes cientificas sobre estas
espécias. Desta forma, o objetiva do presente estudo foi testar o efeito de
diferentes concentragoes do fitorregulador 2,4-D na germinagao in vitro de Butia
odorata (Arecaceae).

2. METODOLOGIA

Foram utilizados embrides de Butia odorata coletados em margo de 2017
de populagbes naturais localizadas na Fazenda S&o Miguel, municipio de Tapes,
Rio Grande do Sul. Frutos frescos com consisténcia firme e superficie lisa foram
selecionados e despolpados, mantendo-se a integridade dos endocarpos, que
foram secos em estufa a 30°C por uma semana. A exsicata da planta foi
depositada no Herbario da Embrapa Clima Temperado (ECTO002614).

As sementes tiveram o epicarpo extraido e foram desinfestadas por
imers&o em alcool 70% (v/v) por 60 segundos, hipoclorito de sodio (NaOCI) com
1,5 % de cloro ativo e acido dodecilbenzenaosulfénico (0,5 mL) por 20 minutos.
Adicionalmente, as sementes foram imersas em Tecsa-Clor® (Digxido de Cloro) e
Fegatex® (Cloreto de Benzalctnio/Cloreto de etilbenzalcénio) 1% (viv) durante 5
minutos e submetidas a triplice lavagem com agua destilada autoclavada.

As sementes tiveram os opérculos removidos e foram embebidas em agua
destilada autoclavada por uma hora. Embrides zigoticos foram excisados e
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1. INTRODUGCAO

A batata (Solanum tuberosum L.) é considerada a sexta mercadoria agricola
mais importante do mundo, depois da cana-de-aglcar, milho, arroz, trigo e leite,
tornando o tubérculo um produto indispensavel na mesa de muitas pessoas, pelo
seu alto valor energético e nutricional (VELEZ, 2019). No Brasil em 2018, foram
utilizados 118.297 hectares rendendo uma producdo de 3.688.029 toneladas
(IBGE, 2018).

As condigbes de clima tropical e subtropical, em combinagdes com
diferentes altitudes, possibilitam o plantio de batata durante todos os meses do ano
nas diferentes regides de cultivo (BISOGNIN, STRECK, 2008).

A batata & uma das plantas que apresenta um dos maiores potenciais para
atender as demandas de alimentos, Confudo, apesar de sua grande importancia
econdmica e de seguranga alimentar, € uma uma planta sensivel a seca,
enfrentande perdas de producéo causadas por estresse hidrico, Este fator &
importante para a cultura devido & extenso do cullive de batata em areas
propensas a seca (MONNEVEUX et al. 2013). Por essa razdo ha um grande
interesse em distinguir gendtipos em tolerantes ou suscetiveis as condigbes de
estresse (BUNDIG et al. 2017).

Dessa maneira, realizam-se estudos utilizando o polietilenoglicol (PEG) que
€ caraclerizado por ser uma substancia guimica osmoticamente ativa comao forma
de induzir a restrigdo hidrica (MONNEVEUX et al. 2013). E, assim, proporcionando
o estresse na planta semelhante a seca (REISSER et al. 2011). Com isso, o
presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o desenvolvimento de
diferentes gendtipos de batata sob estresse hidrico utilizando o PEG.

2. METODOLOGIA

O experimento foi realizado na Embrapa Clima Temperado no pericdo de
abril a junho de 2018, para tanto foram avaliados seis genolipos de batata: Agata e
C2397-03 (Precoces), BRS Clara e C2406-03 (Intermediarios), Cota e C2364-05-
02 (Tardios). O experimento foi conduzido em sistema hidropdnico de calhas
conforme metodologia descrita por MEDEIROS et al. (2002).

Para submeter os gendtipos ao estresse osmotico foi adicionado a solugao
nutritiva Polietileno Glicel 6000 (PEG), induzindo uma condicdo de -0,129
megapascal (MPa), seguindo metodologia descrita por Reisser et al. (2011). Este
estresse foi aplicado no periodo de inicio da tuberizagdo de cada perfil fenolagico.
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1. INTRODUGAO

Butia Becc. (Arecaceae) € um género de palmeiras gue ocorre no sul da
Ameérica do Sul (Brasil, Argentina, Uruguai & Paraguai). Devido ao manejo, as
praticas agricolas e a expansdo urbana em areas de ocorréncia natural (RIVAS &
BARBIERI, 2014), Butia lallemantii Deble & Marchiori, espécie nativa do sudoeste
do Rio Grande do Sul no Brasil e do departamento de Rivera no Noroeste do
Uruguai (ESLABAD et al., 2016), encontra-se ameagada de extingdo na categoria
“em perigo” (FZB, 2016; ESLABAO, 2017).

A cultura de tecidos de plantas tem desempenhado um  papel
importantissimo na agricultura, com multiplas finalidades, tais como: propagacao
de plantas, melhoramento genetico, intercambio e conservagao de germoplasma,
entre outras. Dentre as técnicas presentes na cultura de tecidos, a embriogénese
somatica vem sendo aplicada com éxito para diferentes palmeiras (DE CAMPOS,
2018). Porém, ha uma escassez de informagbes sobre embriogénese somatica
em Butia. A indugdo a embriogénese somatica in vitro pode ser uma estratégia
para a micropropagacao de B. lallemantii,

O presente estudo teve como objetivo observar as respostas de explantes
de botdes florais de B. lallemantii (Arecaceae), frente ao uso de fitorreguladores.

2. METODOLOGIA

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais,
Embrapa Clima Temperado, Pelotas, Rio Grande do Sul. Na ocasido foram
utilizados botoes florais de Butia lallemanti Deble & Marchiori, oriundas de
espatas coletadas em abril de 2018, a partir de populagdes naturais localizadas
no municipio de Mancel Viana, Rio Grande do Sul, Brasil.

Em camara de fluxo, espatas foram desinfetadas em etanol (70%) durante
10 min, seguidas por imersao em solugdo de hipoclorito de sddio (1%) por 20 min
e lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavada. Apos a desinfestagao,
foram retiradas as raquilas das espatas que haviam sido submetidas a
desinfestag8o por imersao em alcool etilico 70% durante cinco minutos. Logo em
seguida, os botoes florais femininos foram separados das raquilas, sofreram
seccdo fransversal em segmentos de aproximadamente 5 mm de comprimento e
foram imersos em Agua destilada, esterilizada com acido ascorbico.
Posteriormente, foram inoculades em meio M3 (MURASHIGE E SKOOG 1962);
40% de sacarose; 3 g.L" de carvao ativado; 2,5 gL' phytogel; 1 % inositol; 1 g.L”
PVP. Os tratamentos utilizados foram: A - controle (sem adigdo de fitorregulador
de crescimento), B - com adigio de 250 mg.L" de 24D e C - com adigdo de 250
mg.L"' de picloram. O pH do meio foi ajustado para 5,841 antes da autoclavagem
a 120° C, durante 20 minutos. O material inoculado foi mantido em sala de
crescimento, no escuro, por 30 dias, com temperatura de 25+2°C. Apos esse
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1. INTRODUGAOQ

O  género  Humulus pertence a  familia Cannabaceae, Humulus é
representado por trés espécies
principais: H. lupulus L., H. scandens (Lourr.) Merr. (syn. H. Jjaponicus Siebold
e Zucc.) e H. yunnanensis Hu, Humulus lupulus L., e distribuida entre as regides
temperadas da Europa, Asia Ocidental & América do Norte (BOCQUET et al.,
2018).

Os compostos guimicos encontrados em H. lupulus sdo os principais
componentes de aromatizantes e amargor cerveja. O lipulo tem sido utilizado para
fins cervejeiros por 1200 anos ou mais. Sendo tambem utilizado como farmaco
apresentando significativos efeitos na salde humana. Possui propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias e contém prenilflavondides, um dos fito-
estrogenos mais ativos conhecidos, Os dleos e resinas do lpule s&0 conhecidos
pelas suas propriedades sedativas, além de apresentarem efeitos antibacterianos
e antifingicos. O alfa-acido amarilico presente nas inflorescéncias tem efeito
positivo no confrole de varias doengas complexas (sindrome metabalica)
(KARABIN, et al., 2016; BOCQUET et al., 2018).

Mo Brasil o cullivo dessa planta & recente, ndo havendo até o momento
dados técnicos de cultivo, tratos culturais e produgao para esta cultura. O H. lupulus
L. & altamente heterozigoto, por ser uma planta dioica, as populagdes obtidas por
reprodugao sexuada sdo altamente variaveis. Portanto, para fins comerciais, o H.
lupulus L. é propagado de forma vegetativa, tanto a partir de rizomas como por
estacas herbaceas (MENDES FAGHERAZZ|, RUFATO, 2017). No entanto, estas
técnicas apresentam algumas desvantagens, como a propagagao de patogenos
(SILVA et al., 2016). Nesse contexto, a cultura de tecidos de plantas vem sendo
utilizada atualmente como um complemento aos meétodos tradicionais de
propagagio.

A propagacao in vitro possibilita a preservagaoc e a reprodugdo das
caracteristicas desejaveis da planta matriz, auxiliando na uniformidade e reduzindo
o tempo de propagacao, pois, ndo depende das condigdes climaticas (KELLER, et
al., 2013). Possibilitando a obtengao de elevado nimero de plantas em um curto
periodo e espago reduzido, com alta gualidade genética e fitossanitaria, atendendo
as exigéncias e padrdes necessarios (CARVALHO et al., 2011, DIAS et al., 2014).

O sucesso da cultura de tecidos depende de varios fatores. A escolha do
regulador de crescimento a ser adicionado ao meaio de cultura & determinante na
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1. INTRODUCAO

A batata (Sofanum tuberosum L., Solanaceae) & uma das culturas mais
importantes, tanto pelo valor econdmico, guanto pelo nutricional (SANTOS et al,,
2010). Os parentes silvestres da batata podem ser fonte de caracteristicas de
interesse no melhoramento  genético, visando desenvolver variedades que
aumentem a resiliéncia da cultura e a produtividades dos agricultores (CIP, 2020).

No Brasil, Solanum malmeanum Bilter & 5. chacoense Bitler sdo0 especies
nativas de batatas-silvestres promissoras no melhoramento genético. A S.
malmeanum, & encontrada também no Paraguai e Argentina (HAAN; RODRIGUEZ
2016), guando submetida a autocruzamento demonstrou autocompatibilidade,
ocomrendo formagdo de frutos com produgdo de sementes (KLASEN; CASTRO;
HEIDEN, 2017), alem disso estudos com essa especie apresentam caracteristicas
de interesse, como diferentes niveis de resisténcia 8 murcha bacteriana (SIRI, et al.,
2008). Ja, 5. chacoense & tolerante a murcha bacteriana e a murcha de verticilio,
produz raizes mais longas e com maior area de superficie, in vitro, quando
comparada a batata cultivada (CONCIBIDO, et al., 1994; CHEN et al., 2013;
CHRISTENSEN et al., 2017).

A cultura da batata requer cuidados de solo, disponibilidade de agua e
nutrientes para a formagao dos tubérculos (SORATTO et al.,, 2011). A temperatura
tem papel fundamental no ciclo de crescimento, e quando elevada pode afetar a
tuberizagdo, absorgdo de nutrientes e aumentar a ocorréncia de pragas e doengas
(MUTHOMI et al., 2012; BOSCHI et al., 2017). O silicio (Si) proporciona melhor
absorgao de nutrientes, protecdo contra pragas e doengas, e melhora na
disponibilidade de fésforo (P) (JOB, 2019).

Messe contexto, o objetivo do estudo foi observar a influéncia do silicio na
regeneragao de gemas de Solanum malmeanum e 5. chacoense cultivadas in vitro
sob estressse de calor.

2. METODOLOGIA

Segmentos uninodais de aproximadamente 1,5 cm foram excisados de
acessos cultivados in vitro de Solanum malmeanum (BGB 084) e 5. chacoense
(BGBE 083) pertencentes ac Banco Ativo de Germoplasma de Batata da Embrapa
Clima Temperado. Os segmenfos foram inoculados em meio de cultivo MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 0,1 mg/L"' de inosital, 30 g/L*' de
sacarose, 3 g/l de phytagel e 0,5; 1,0 ou 1,5 mg/L™" de silicio (Si). O tratamento
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1. INTRODUGAO

Solanum calvescens Bitter € uma especie de batata-silvestre, parente da
batata cultivada (HAWKES, HIERTING; 1969), que caracteriza-se por apresentar
ma formagdo das anteras, as quais sdo estéreis e ndo produzem pdlen,
dificultando sua dificultando sua utilizagdo em programas de melhoramento
genético. Para alguns autores S. calvescens & sindnimo de S. chacoense,
representando plantas tripldides dessa espécie (HAWKES; HJERTING, 1969,
BRUCHER, 1975; HIUMANS et al., 2007; KLASEN; CASTRO; HEIDEN, 2017).

Atualmente, devido as mudangas climaticas, estudos com germoplasma de
parentes silvestres da batata, sdo importantes como forma de tornar disponiveis
informagdes para uso em programas de melhoramento. No Brasil, S. calvescens
destaca-se por apresentar caracteristicas de tolerdncia a estresses bidticos e
abidticos (SARTO et al, 2018). Alem disso, se trata da uUnica batata-silvestre
brasileira com distribuicdo tropical e acredita-se que o germoplasma dessa
espécie possa apresentar genes de interesse (MOLIN: CASTRO: HEIDEN, 2017).

Em relagao & estresses abioticos, a eficiéncia do uso de nutrientes se torna
importante em busca de caracteristicas associadas a sua absorgéo e utilizagdo
(SCHUM, 2014). Solanum tuberosum, por apresentar elevado potencial produtivo,
depende muitas vezes da fertilizag8o com o uso de nitrogénio (MILAGRES, 2018).
MNa utilizacdo deste nutriente deve-se evitar doses elevadas, pois pode induzir a
planta a alongar excessivamente a parte area, e se for aplicada tardiamente
pode interferir na qualidade dos tubércules (CARDOSO, 2017). Tem-se utilizado
doses em parcelas na aplicagdo do nitrogénio, reduzindo uma possivel lixiviagdo
(MILAGRES, 2018).

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho, foi avaliar o desenvolvimento
in vitro de 5. calvescens sob deficiéncia de nitrogénio.

191



Apéndices D - Resumos apresentados em anais de congressos

D.1 SARTO, M. T.; ESLABAO, M. P.; SILVA, T. B.; FERNANDO, J. A.; HEIDEN,
G.; DUTRA, L. F. Criopreservacdao ex situ de espécies de Butia (Arecaceae).
In: V Congresso Brasileiro de Recursos Genéticos, 2018, FORTALEZA. V
Congresso Brasileiro de Recursos Genéticos, 2018.

Conservagao ex situ de espécies do género Butia (Arecaceae)

MARISA TANIGUCHI SARTO", MARCELO

PISKE ESLABAC? Tales Basilio da Silva® JULIANA APARECIDA FERNANDOY,
GUSTAVO HEIDENS: LEONARDO FERREIRA DUTRAS

"Universidade Federal de Pelotas — marnsataniguchi@yahoo. com.br
*Univarsidade Federal de Pelotas — marceloes/7@gmail.com
iUniversidade Federal da Pelotas —f
‘Universidade Fedaral de Pelotas —ull_fermande@yahao. com.br
SEMBRAPA Clima Temperado - gustavo.heiden@embrapa.br
SEmbrapa Clima Temperado — leonardo.dutra@embrapa.br

Resuma

Butia é um género de palmeiras ocorente no
Brasll, com interesse agroindustrial,
ornamental, meadicinal e alimenticio. As
distintas espécies encontram-se ameagadas,
devido & degradagdo do habitat natural pela
agricultura Intensiva, desmatamento,
urbanizagio e extrativismo predatdrio. Meste
contexto, a criopreservagio é uma alternativa
para conservacio em longo prazo de recursos
genéticos de Bufia, Objelivou-se estabelecer
um protocolo de criopreservacao, viabilizando
a conservagio em longo prazo dessas
espécies. Sementes de B, odorata, B.
paraguayensis e B. yatay foram desinfestadas
em alcool 70% (wiv) por 60 segundos; em
salugido de hipoclorito de sddio (NaOCl), com
2.5 % de cloro ative e duas gotas de Tween
20 por 20 minutos; e submetidas a triplice
lavagem em agua destilada autoclavada.
Embrides foram extraidos e pré-tratados com
sacarose (0,4 M) ou no (testemunha), por 60
minutos. Posteriormente, foram imersos em
PW32 (Flant vitrification soluion 2), por 20
minutos a 0°C e em nitrogénio liquide a -
196°C, durante 5 dias. O descongelamento foi
realizado a 37 “C por 2 minutos em banho
maria e lavagem em solugdo de sacarose 1,2
M. Seguido de incculacio em meio de cultivo
M5 com 1 mg L' de 24-D (acido
diclorofenoxiacético), carvao ativado a 1,5%
plv, sacarose a 3% plv e agara 0,5%. Utilizou-
se delineamento experimental inteiramente
casualizado com guatro repefigies contendo
cinco embrides cada uma. Decorridos 30 dias
de cultive, observou-se regeneragio de 30%
dos embrides de B. yatay e 15% dos embrides
de B. odorafa pré-tratados com 04 M de
sacarose. Em B. paraguayensis pré-tratados e
no  tratamento  controle, nd&o  houve
regeneragac dos embrides. A baixa
porcentagem de germinagido dos embrides
possivelmente esta relacionada ao tempo de
armazenamento das sementes, considerando
um possivel comporamento de semenies

intermedidrias ou recalcitrantes, No entanto, a
solugio de sacarose demonsirou  alto
potencial para uso como pré-tratamento em
protocolos de criopreservacio. Conclui-se que
novoes asiudos de tempo de armazenamento e
desidratagdo de sementes das espécies de
Butia devem ser realizados utilizando solugbes
concentradas de sacarose, a fim de olimizar a
criopresernvaciio e viabilizar a consaervagio em
longo prazo

1. INTRODUGAD

O butiazeiro @ uma palmeira
pertencente & familia arecaceas,
caracteristica do Uruguai e do Brasil
(FIOR et al., 2011). Apresenta diversas
possibilidades de usos na agroinddstria
devidos seus atributos nulricionais e
medicinais. Além disso, possui potencial
paisagistico (LOPES e al, 2011)
Apesar de sua importincia, a
conservagio de populagbes nalurais &
mulfiplicacéo do butiazeiro apresentam
limitagoes devido & propagagao
convencicnal ser por sementes, e essas
por sua vez apresentam dorméncia com
germinacdo lenta, baixa e desuniforme,
o que onera @ limita a produgao de
mudas (FIOR et al., 2011; LOPES e al.,
2011). Adicionalmente, o extrativismo
predatdric  aliado as  agbes como

dasmatamento, queimadas, &
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INDUGAO DE CALOS IN VITRO EM SOLANUM CALVESCENS
(SOLANACEAE)
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Gustavo Helden?; Leonardo Ferreira Dutra®
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Solanum calvescens & uma espécie de batata-silvestre, parente da batata cultivada
comercialmente (Solanum fubsrosum). A espécie possui caracteristicas de tolerdncia a
esireszes bidticos e abibticos com potencial de uso no melhoramento da batata cultivada. Mao
ha relatos de estudos com a espécie, seja em relacio a sua conservagao, seja para elucidar
seu comportamento em cultivo in vitro. Diante do exposto, o objetive do frabalho foi induzir
calogénese em explantes foliares e apices de 5. calvescens, com o intuito de otimizar o cultiva
in vitro e possivel incorporagao em programa de melhoramento genético. Explantes foliares
excisados (3 mm®) contendo a nervura principal foram inoculados com a parte abaxial em
meio de cultura MS suplementado com 30 g de sacaroze, PVP a 1 g L-". 24-D - acido
diclorofendxiacético (0.0; 5,0; 10,0; 13,0 & 20,0 pM) e geleificado com 2,5 g de phytagel. O pH
foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. O mesmo procedimento foi realizado para dpices
excizados com aproximadamente 2 mm. Utilizou-se delineamento experimental nteiramente
casualizado com trés repetipdes constituidas por uma placa contendo 10 explantes cada uma.
O material estabelecido foi mantido em sala de crescimento, no escuro, por 30 dias a 25&2°
C. Apds 30 dias de cultivo, foram analisadas porcentagem de formagdo de calos e formacao
de raizes. Ndo foi observada a formacdo de calos e raizes em explantes foliares, no entanto,
verificou-ze o intumescimento em 15% dos explantes submetidos a 10,0 yM de 24-D. A
concentracdo de 5 pM de 2.4-D proporcionou a maior porcentagem (77%) de dpices com
formacdio de ralzes & menor formacao de calos (17%). Quando houve o aumento da
concentragio de dcido 2,4-D para 20pM, houwe 50% de explantes com formagio de calos e
15% com formacsdio de raizes. Cada tecido da planta pode apresentar respostas diferentes
frente 4s alteraches das concentragbes de reguladores de crescimento, como as auxinas,
sendo que o efeito fisioldgico de cada regulador depende da sua concentracao no meio e da
concentracdo enddgena presente nos explantes utilizados, podendo promover ou ndo um
balango hormonal. Embora a formagdo de raizes ndo seja desejdvel, neste caso, tal resposta
indica que ha viabilidade de se estabelecer o cultivo in vitro da espécie. Conclui-ze que a
adicao de 20,0 pM de 2 4-D induziu maior formacio de calos, enquanto que a adigdo de 5.0
pi de 2.4-D favoreceu a formacio de ralzes em dpices de 5. calvescens.

Palavras-chave: Batata-silvestre; calogénese; recursos genéticos.

Agradecimentos: CAPES, CMPq (428368/2016-0), EMBRAPA, UFPEL.
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Solanum chacoense ¢ uma batata-silvesire, parente das batatas cultivadas (Solamum
ntherosum), que possui resisténcia a diversas doengas, tolerincia a estresses abioticos e
com adaptagio em uma ampla gama de habitats. Em fungio destas caracteristicas, sua
utilizagio em programas de melhoramento de batata ¢ imprescindivel. Mo entanto, este
recurso genctico € cada vez mais vulneravel ds acdes antropicas, o que pode ser
contornado com técnicas de conservagdo em longo prazo como a criopreservagio. O
trabalho objetivou estabelecer o tamanho ideal dos explantes para criopreservagio via
vitrificago. Segmentos caulinares ¢ gemas axilares de Solannm chacoense, com
aproximadamente 2 e 3 mm, respectivamente, foram isoladas de plintulas cultivadas in
vitro. Os explantes foram pré-cultivados em meio de cultive MS 003 M de sacarose, por
24 horas em condigdes de escuro. Decorrido este periodo, procedeu-se o encapsulamento
dos explantes em matriz de alginato de sodio 4% (w/v), constituida por alginato de sadio,
dissolvida meio de cultivo M8 50% dos sais minerais, acrescido de sacarose (20 g L),
inositol (0,1 g L") e PVP (1 g L"), A complexagiio foi realizada em solugio de cloreto de
caleiwo (100 mM) por 20 minutos, com postenior triplice lavagem em dgua destilada
autoclavada e descomplexagdo em solugdo de nitrato de potassio (100 mM) por 15
minutos. O tratamento  controle  constituiu-se  de  explantes ndo  encapsulados.
Posteriormente, 0s explantes foram tratados com solugdo de carregamento por 20 minutos
antes da imersdo em PVS2 por 30 minutos. Apds, o material foi inseride em wbos de
criopreservagio de 10 mL contendo PVS2 ¢ imersos em nitrogénio liquido, por 24 horas.
O descongelamento foi realizado por imersdo em banho-maria a 40 °C por trés minutos e
em solugdo de descarregamento a 25 °C por 15 minutos. Os explantes foram mantidos
em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, irradidncia de 36 pmol m™s™' ¢ 25
+ 2 °C. Foram utilizados para cada tratamento 3 parcelas, compostas por 3 placas de Petr
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Os butiazeiros sdo palmeiras pertencentes 4 familia Arecaceae, com polencial
ornamental, medicinal e alimenticio. As espécies de Buria estio ameagadas de extingdo
em fungdo de agbes antropicas. Além disso, a conservagio de populagdes naturais ¢ a
multiplicagdo dos butiazeiros siio limitadas, jd4 que suas sementes apresentam
dorméncia, germinagao lenta, baixa e desuniforme, onerando e dificultando a produgio
de mudas. Assim, o estabelecimento de técnicas de cultivo *in vitro™ & uma ferramenta
para estudos de germinagio, produgio de mudas e conservagdo de recursos genéticos de
Butia. Neste contexto, o presente trabalho  objetivou  estabelecer protocole de
germinagdo “in vitro™ de sementes de Buiin odorata. As sementes foram desinfestadas,
03 embrides excisados e inoculados em frascos contendo meio MS, com 73% dos sais
minerais, suplementado com 40 g L' de sacarose ¢ solidificado com dgar, 6,5 g L™,
acrescido de 0,25 g L de inositol, 1 g L™ de carviio ativado, PVP 1 g L™ e dcido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D) nas concentragoes de 0.5; 1.0; 1.5; 2,0 ¢ 2,5 mg L' A
testemunha constou de meio de cultura sem adi¢io do fitorregulador. O pH do meio foi
ajustado para 5,8+ 1 antes da autoclavagem a 120° C. Apds a inoculagio, os tubos foram
mantidos no escuro por sete dias. Aos 30 dias avaliaram-se a germinagio (de acordo
com a protrusio da radicula), o comprimento da parte drea e comprimento da raiz. O
experimento foi estabelecido em delincamento inteiramente casualizado, utilizando para
cada tratamento cinco parcelas, compostas por cinco frascos, contendo cinco embrides
cada um. Os maiores percentuais de germinagio (74%) foram obfidos em meio de
cultivo com 2,0 ¢ 2,5 mg L' de 2,4-D. Os maiores comprimentos de parte drea e de
raizes foram obtidos com adigio de 2.0 mg L' de 2.4-D. O aumento dos comprimentos
da parte drea e das raizes pode estar relacionado ao efeito da auxina que, aplicada em
baixas concentragdes, induz o crescimento, o desenvolvimento ¢ a expansio dos tecidos
viegetais. O cultivo no escuro por sete dias, o uso do carviio ativado e adigdo de 2,4-D ao
meio de cultura, proporcionaram um percentual maior de plantulas enraizadas. Dessa
forma, o presente protocolo pode auxiliar em estudos futuros para a manutengio da
propagacio das espécies de Butia spp.

(CAPES, CNPg. EMBRAPA, UFPEL, NEOTROPICAL GRASSLAND
CONSERVANCY)

Palavras-chave: Monocotiledonea, Arecaceae, Germinagdo “in vitro™
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A produgdo da raiz de mandioca exerce papel fundamental na seguranga alimentar de paises
em desenvolvimento, estando presente em mais de 100 paises. A mandioca apresenta grande
potencial produtivo devido a suas caracteristicas, de tolerancia a déficits hidricos, a diversos
patdgenos, & consumida em diferentes formas no Brasil. Dentro da Cultura da mandioca o
acesso utilizado, Vassourinha uma Crioula, @ importante para a base genética e o
melhoramento da mandioca. Portanto, formas de transferéncia e transporte, desse recurso
genético & de interesse, assim, a utilizagio de unidades encapsulaveis apresenta vantagens
devido as suas principais fungio serem a protegdo dos propagulos, a facilidade de
armazenamento, conservagio & intercdmbio de germoplasma. Objetivo desse trabalho, fai
testar o meio de regeneragio de unidades encapsulaveis de mandioca Vassourinha, O
experimento foi realizado no Laboratdrio de Cultura de Tecidos da Embrapa Clima
Temperado, Gemas laterais, foram excisados de plantas de mandioca cultivadas in vitro,
adicionadas & matriz de alginato de sddio 4% (w/v). A composicdo da matriz de
encapsulamento foi constituida por alginato de sodio, dissolvida em MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962). Em seguida, as gemas foram resgatadas individualments e gotejadas em
solugdo de cloreto de calcio (100 mM) por 20 minutos para complexagido. Posterormente,
foram imersas em agua destilada e autoclavada para retirada do excesso de cloreto de calcio
e descomplexadas em solugdo de nitrato de potassio (100 mM) por 15 minutos. As unidades
encapsulaveis foram entio inoculadas em meio de cultivo de acordo com o tratamento T1-
MS 42 + 0,02 ANA; T2 -MS 42 + 0,02 BAP + 0,02 ANA; T3- MS 20+ 0,05 BAP +0,1 ANA +0.2
GhAsg; Td-MS 20+ 0,02 BAP +0,01 ANA +0,1 GAs, Todos os tratamentos foram acrescidos de
sacarose (30,0 g L"), inesitol (0,1 g L") e PVP - polivinilpirrolidona (1,0 g L"), posteriormente
o material foi mantido sob fotoperiodo de 16 horas de luz, iradidncia de 36 pmol m?%s7 e
temperatura de 25 £ 2 °C, durante 30 dias. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com 3 repelices, compostas por uma placa, contendo 10 unidades
encapsulaveis cada uma. A variavel analisada foi porcentagem de emergéncia de unidades
encapsulaveis. Os dados foram submetidos & analise de varidncia, e as médias, comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de significéncia utilizando-se o software estatistico SISVAR". Foi
observado maior porcentagem (30%) de emergéncia das capsulas, no meio de cultivo T4,
sequidos de 30% T3, 20% T2 e 20% T1. Além dos danos que podem ser causados pelo
manuseic do material, acredita -se que para explantes de vassourinha sejam necessarias
novas adaptagdes de meios de regeneragao das capsulas, além de observar a possibilidade
alterar a composigdo da capsula para induzir ao melhor desenvolvimento dos explantes.

Palavras-chave: Mandioca, unidades encapsuldveis.
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Apéndices F - Entrevistas, mesas redondas, programas e comentarios na
midia

F.1 BIO.SABER. Fisiologia Vegetal e a conservacao ex situ de recursos
genéticos da biodiversidade brasileira. Plataforma YouTube, 01 jul. 2020.
Disponivel em: <https://youtu.be/2_DKgyVZAbY>.

@ @biosaber  [f] Stiwsaberbiotogy ([ Blo.saber

FISIOLOGIA VEGETALE A
CONSERVACAO EX SITU DE
RECURSOS GENETICOS DA

BIODIVERSIDADE BRASILEIRA

Marisa Taniguchi

Fisiologia Vegetal e a
conservacgao ex situ de...

533 visualizacdes *
Transmitido ha 1 ano
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F.2 REDE REPOUSO AGROECOLOGIA. Métodos de conservacao de
sementes. Plataforma YouTube, 17 set. 2021. Disponivel em:
<https://youtu.be/3gemepkl2bg>.

Métodos de conservagao de
sementes.

253 visualizacoes °
Transmitido ha 7 meses

Fernando Ambrosio Trinda... marcos e carol Madalena Medeiros
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F.3 REDE REPOUSO AGROECOLOGIA. Mudancas climaticas, sementes
crioulas e seguranca alimentar. Plataforma YouTube, 10 set. 2021. Disponivel
em: <https://youtu.be/7rrleHMPWYk>.

Mudangas climaticas,
sementes crioulas e...

213 visualizacoes *
Transmitido ha 7 meses

Marisa Taniguchi
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E.4 TANIGUCHI, M. Prospecta: Biofabrica Amazoénia. Plataforma YouTube,
mar. 2022. Disponivel em: <https://youtu.be/zvFr1iSh_gxE>.

Prospecta: Biofabrica da
Amazonia

15 visualizagoes * ha 1 més
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