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RESUMO - O armazenamento apropriado das sementes ¢ primordial para a manutengdo da viabilidade e qualidade fisiologica das
sementes. Crioconservacao, é o armazenamento das sementes em temperaturas ultra-baixas impedindo a deterioracéo biolégica
do material por longos periodos de tempo. O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes métodos de descongelamento na
germinacdo de sementes de H. spongrosus crioconservadas. As sementes foram congeladas em nitrogénio liquido (-196 °C)
durante 72 horas. Apos esse periodo foram submetidas a descongelamento lento ou rapido: 5 horas em temperatura media
ambiente de 27 °C; 1 hora em freezer a -20 °C, 3 horas em geladeira a 8 °C e 1 hora em temperatura ambiente; 4h horas em
geladeira, 1 hora em temperatura ambiente; 8 horas em freezer; 48 horas em geladeira, 1 hora em temperatura ambiente
e comparadas com as sementes recém-colhidas ndo congeladas. Para o teste de germinagao, foi utilizado papel germitest
umedecido com dgua destilada, e colocados para germinar a 25 °C. Foram realizadas trés contagens da germinagio aos 4, 7
e 14 dias apos a semeadura. O descongelamento durante 4h horas em geladeira e 1 hora em temperatura ambiente manteve a
qualidade fisiologica das sementes de H. spongrosus.

Termos para indexagdo: armazenamento, qualidade fisiologica, Caatinga.

Thawing cryoconservated seeds of Handroanthus spongiosus (Rizzini) S. Grose.

ABSTRACT- The proper storage of seeds is essential for the maintenance of the viability and physiological quality of the seeds.
Cryopreservation, is the storage of seeds at ultra low temperatures preventing the biological deterioration of the material for long
periods of time. The objective of this work was to evaluate different methods of thawing in the germination of cryopreserved H.
spongiosus seeds. The seeds were frozen in liquid nitrogen (-196 °C) for 72 hours. After this period were submitted to slow or fast
defrosting: 5 hours on average ambient temperature of 27 “C; 1 hour in a freezer at -20 °C, 3 hours in a refrigerator at 8 “C and
1 hour at room temperature; 4 hours in refrigerator, 1 hour at room temperature; 8 hours in freezer; 48 hours in the refrigerator,
1 hour at room temperature and compared to freshly harvested, non-frozen seeds. For the germination test, germitest paper
moistened with distilled water was used, and placed to germinate at 25 °C. Three germination counts were performed at 4, 7 and
14 days after sowing. Defrosting for 4 hours in the refrigerator and 1 hour at room temperature maintained the physiological
quality of the seeds of H. spongiosus, allowing similar germination, but faster than that of freshly harvested seeds.

Index terms: storage, physiological quality, Caatinga.
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Introducao

O armazenamento apropriado é primordial para a
preservacéo da viabilidade, além da manutencgéo da qualidade
fisioldgica das sementes. Em sementes florestais, a qualidade
fisiologica tem grande influéneia na produgdo de mudas de
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qualidade para projetos de restauracdo ambiental (Bispo et
al., 2017). A manutencio desses aspectos estdo diretamente
ligados com a umidade relativa e temperatura do local de
armazenamento, pois o alto teor de agua na semente junto
com temperaturas elevadas podem aumentar a velocidade de
deterioragdo (Azevedo et al., 2003). Por isso, a importancia
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de saber armazenar as sementes corretamente, uma vez
que esse processo determinara a velocidade com que as
sementes vao perder sua qualidade. Entre os diversos tipos de
armazenamento existe a crioconservagao.

As sementes sdo classificadas em grupos distintos com
relagdo ao comportamento no armazenamento. As sementes
ortodoxas se mantém viaveis apos dessecagdo até um teor de
agua em tormo de 5% e podem ser armazenadas sob baixas
temperaturas por um longo periodo. As sementes recalcitrantes
sd0 sensiveis a dessecagdo e sobrevivem com baixos niveis
de umidade, o que impede o seu armazenamento por longo
prazo. Além destes grupos ha um terceiro, no qual as sementes
apresentam um comportamento de armazenamento intermediario
ao ortodoxo e ao recalcitrante (Angelovici et al., 2010).

A crioconservagao de sementes consiste em armazenar
sementes ortodoxas em nitrogénio liquido a -196 °C ou
em sua fase de vapor a aproximadamente -150 °C, o que
possibilita 0 armazenamento por um tempo considerado
indeterminado (Wetzel et al., 2003). Nessas temperaturas nao
ha agua no estado liquido na semente, a difuséo é demorada
e ha baixa energia molecular. Essas condig¢bes inibem os
processos metabdlicos e consequentemente diminuem a
deterioragao das sementes (Almeida et al., 2002). No entanto,
a etapa de descongelamento das sementes crioconservadas
tem interferéneia na qualidade fisiologica, sendo a velocidade
com que ¢ realizado, a principal influéncia na viabilidade ¢
vigor da semente (Silverio et al., 1999).

Handroanthus spongiosus Rizzini, conhecida popularmente
como ipé-cascudo ou sete-cascas ¢ uma cspécic arborca
endémica da Caatinga ¢ ameagada de extingdio. A temperatura
ideal para a germinagdo das sementes € 25 °C, no entanto a
germinacdo dessa espécie ocorre de 15 a 45 °C. Além disso,
as sementes de H. spongiosus germinam em até -0,8 MPa
em solugdo de polietileno glicol e -0,6MPa (= 16 dS.m™) em
solugédo de NaCl (Ferreira etal., 2017a). Além dessas, quase ndo
ha informagdes sobre a germinagdo da espécie, principalmente
no que se refere a conservacdo das sementes. Portanto, saber
uma maneira eficaz de armazena-la ¢ de extrema importancia
para garantir a sobrevivéncia da espécic (Amorim ctal., 2017).
O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes métodos de
descongelamento na germinacgéo de sementes de H. spongfosus
apos a crioconservagao.

Material e Métodos
As sementes foram coletadas em Cristalia, no distrito de

Jutai (40° 22" 10.089” W, 8° 48’ 7.793” S), e 0 experimento
foi desenvolvido no Laboratério de Analise de Sementes da
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Embrapa Semiarido (LASESA) no municipio de Petrolina,
Pernambuco, Brasil.

Aproximadamente 500 sementes (5 g) com teor de agua
de 5,8%, foram acondicionadas em criotubos e estes imersos
diretamente em nitrogénio liquido (-196 °C). As sementes
foram mantidas em temperatura ultra-baixa durante 72 horas
(Salomao, 2002) e ap6s esse periodo foram descongeladas
de acordo com o0s seguintes tratamentos: 5A- 5 horas em
temperatura média ambiente de 27 °C; 1F3G1A - 1 hora em
freezer a -20 °C, 3 horas em geladeira a 8 °C e 1 hora em
temperatura ambiente; 4G1A - 4h horas em geladeira, 1 hora
em temperatura ambiente; 8F48G1A - 8 horas em freezer,
48 horas em geladeira e 1 hora em temperatura ambiente.
As sementes descongeladas foram comparadas quanto a sua
qualidade fisiologica com as sementes recém-colhidas ndo
congeladas (NC).

O teste de germinacéo foi realizado com quatro repeticoes
de 50 sementes para cada tratamento. Utilizou-se 3 folhas
de papel germitest umedecidos com volume de &gua igual
a massa do papel seco multiplicada por 2,5. Os rolos de
germinacdo obtidos foram embalados em sacos plasticos e
colocados para germinar a 25 °C em germinador tipo B.O.D.
(Biochemical Oxigen Demand). As contagens do teste foram
realizadas aos 4, 7 e 14 dias apds a semeadura. Com base
nos dados coletados nas contagens, foi possivel calcular as
porcentagens de emissdo de radiculas com comprimento de
pelo menos 2 mm, plantulas normais, plantulas anormais e
sementes mortas (Lobo et al., 2014).

O indice de velocidade de germinacéo (1V G) foi calculado
pela equacéo a seguir (Maguire, 1962).

it
G = —
i=0
em que: t= tempo em dias em que as contagens de
sementes germinadas séo realizadas a partir do inicio do teste
de germinagéo; g, = numero (ndo acumulado) de sementes
germinadas contadas no tempo (t,).

Na ultima contagem do teste germinagéo (aos 14 dias)
foram coletadas dez plantulas normais de cada repetigdo
para avaliacdo do crescimento inicial (Nakagawa, 1999),
medindo-se o comprimento da raiz principal (CR) e da parte
aérea (CPA) com auxilio de uma régua. Posteriormente essas
plantulas foram acondicionadas em sacos papel e levadas para
secagem em estufa a 65 °C durante 72 horas para obtengéo
dos dados de matéria seca do sistema radicular (PMSR) e da
parte aérea (PMSPA).

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilks
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e Komolgorov-Smirnov, visando analisar a normalidade da
distribuicdo dos dados e ao teste de Levene para analisar a
homocedasticidade. Quando os dados se apresentaram normais
e suas variancias homogéneas, foram submetidos a andlise de
variancia (ANAVA) e posteriormente ao teste de Tukey (5%)
para comparagao de médias. Os dados que nao apresentaram
normalidade foram submetidos ao teste nao-paramétrico
de Mann-Whitney U (5%) para comparagao das médias dos
diferentes métodos de descongelamento das sementes com as
médias das sementes recem-colhidas e nio congeladas.

Resultados e Discussao

O descongelamento das sementes de H. spongiosus
diretamente na temperatura ambiente (aproximadamente
27 °C) induziu uma deterioragédo das sementes; reduzindo
a sua qualidade fisioldégica (germinagdo e vigor) e o
crescimento inicial das pléantulas (Tabelas 1, 2). Por outro
lado, as metodologias de descongelamento com aumento
gradativo da temperatura foram as que possibilitaram
maior porcentagem de emissdo de radicula (aos 7
e 14 dias), menor porcentagem de sementes mortas
e porcentagem de plantulas normais semelhantes as
sementes recém-colhidas (Tabela 1).

As sementes descongeladas durante 4 horas na
geladeira a 8 °C e 1 hora em temperatura ambiente (4G1A)
apresentaram qualidade fisiologica semelhante ou superior
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as sementes recém-colhidas (NC), com porcentagem e
velocidade de emiss&o de radiculas (93,5% e 3,5 plantulas.
dia“!, respectivamente) mais altas que as sementes recém-
colhidas e ndo congeladas (78,5% e 3,3 plantulas. dia™,
respectivamente) (Tabela 1).

Sementes crioconservadas submetidas ao
descongelamento gradativo se desenvolvem melhor, pois
essa pratica evita a destruigio dos tecidos e células evitando
assim a morte celular. Isso ocorre devido ao danos causados
pela baixa temperatura as sementes afetando diretamente o
seu vigor (Stanwood e Bass, 1981). Essa resposta, no entanto,
varia de acordo com a espécie € o tempo de armazenamento
(Chandel et al. 1995).

Tais resultados se assemelham com os obtidos em
sementes de algoddo, pinhdo-manso e cebola em que
descongelamento lento permite com que as sementes
apresentem maior qualidade fisiologica em relagdo ao
descongelamento rapido (Coelho, 2006; Molina et al. 2006;
Goldfarb, 2010). Por outro lado, sementes de Amburana
cearensis apresentaram violento rompimento dos tecidos das
sementes (“explosdo das sementes”) ao serem descongeladas
durante 60 minutos em geladeira antes de serem colocadas
para germinar (Araujo et al., 2017). Além disso, sementes de
cebolas crioconservadas com crioprotetor e descongeladas
em temperatura ambiente apresentaram menor qualidade
fisiologica que aquelas descongeladas rapidamente em
banho-maria a 37 °C (Molina et al., 2006).

Tabela 1. Emissdo de radiculas (ER), plantulas normais (PN), plantulas anormais (PA) e mortas (M) e Comprimento da parte
aérea (CPA) de sementes de ipé-cascudo (Handroanthus spongiosus Rizzini) submetidas a diferentes tratamentos de

descongelamento apds a crioconservacéo.

Tratamento ER4dias (%) ER7dias(%) ER 14 dias (%) PN (%) PA (%) M (%) CPA (cm)
5A? 720A 79.0B 80,0B 210C 56,0 A 130A 23AB
1F3G1A 80,5A 86,0 AB 86,0 AB 58,0 AB 27,0 AB 30B 21B
4G1A 86,5A 935A 935A 66,0 AB 25,0 AB 25B 2,1AB
8F48G1A 84,0A 86,0 AB 88,0 AB 39,5BC 485A 8,0AB 25A
NC 755A 78,5B 785B 735A 50B 135A 24AB
CV (%) 8,983 6,811 6,79 27,343 49,632 48,947 8,1606
KS (P) 0,158 0,167 0,187 0,019 0,189 0,143 0,157
(0,20) (0,147) (0,065) (-0,068) (0,059) (-0,2) (-0,2)
L®) 1,688 0,43 1,073 4,027 2,121 0,153 0,149
(0,205) (-0,785) (0,404) (0,021) (0,129) (0,958) (0,931)

®5A: 5 horas em temperatura ambiente;1F3G1A 1 hora no freezer, 3 horas na geladeira e 1 hora em temperatura ambiente;4G1A 4 horas na geladeira, 1 hora
em temperatura ambiente; 8F48G1A 8 horas no freezer, 48 horas na geladeira e 1 hora em temperatura ambiente; NC recém-colhidas e nio congeladas.
Médias seguida pelas mesmas letras na coluna néio diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05. CV: coeficiente de variagiio; KS: estatistica do teste de

Kolmogorov-Smirnov; L: estatistica do teste de Levene.
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Tabela 2. Comprimento da raiz (CR), peso da matéria seca
da raiz (PMSR), peso da matéria seca da parte
aérea (PMSPA) de sementes de ipé-cascudo
(Handroanthus spongiosus Rizzini) submetidas a
diferentes tratamentos de descongelamento ap6s a

crioconservagao.
s PMSPA CR PMSR VG
(9) (cm) (9) (plantulas.dia™)
5A¢ 0,008 * 07* 0,017 2,401*
1F3G1A 0,021 09* 0,036 3,382
AG1A 0,059 14* 0,011 3,508 *
8F48G1A 0,027 1.3 0,021 3,423
NC 0,055 25 0,011 3,263
CV (%) 52,94 31,525 102,447 3,048
9,961 14,014 1,943 14,085
KW  0041)  (0,007)  (0,746) (0,007)

35A = 5 horas em temperatura ambiente; 1IF3G1A 1 hora no freezer, 3 horas
na geladeira e 1 hora em temperatura ambiente;4G1A 4 horas na geladeira,
1 hora em temperatura ambiente; 8F48G1A 8 horas no freezer, 48 horas
na geladeira e 1 hora em temperatura ambiente; NC recém-colhidas
e ndo congeladas. Médias seguidas por asteriscos na coluna diferem
estatisticamente das sementes NC pelo teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney U a 0,05. CV: coeficiente de variagio; KW: estatistica do teste de
Kruskall-Wallis.

Concluséo

As sementes de H. spongiosus devem ser submetidas ao
descongelamento gradativo (4 horas em geladeira e 1 horaem
ambiente) ap6s periodo de criopreservagéo, para manutengao
da sua viabilidade e qualidade fisiologica.
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