Descongelamento e qualidade fisiologica de sementes de Anadenanthera
colubrina congeladas em temperatura ultrabaixa
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Anadenanthera colubrina (Vell) Brenan, conhecida
também como angico-de-caro¢o, faz parte da extensa

Fabricio Francisco Santos da Silva* Barbara Franca Dantas®*

RESUMO - Considerando-se a importancia da espécie Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan para a manutencéo
da biodiversidade do bioma Caatinga, faz-se necessario a conservagdo desses recursos genéticos atraveés da técnica de
crioconservacdo. Objetivou-se ajustar a técnica de descongelamento de sementes de A. eolubrina, conservadas em nitrogénio
liquido. Foram utilizadas quatro condi¢des de descongelamento rapido e lento, apds 72h em nitrogénio liquido (-196°C) e
comparadas com sementes recém-colhidas ndo congeladas. As sementes foram submetidas ao teste de germinagéo em quatro
repeticdes de 50 sementes, distribuidas em rolo de trés folhas de papel germitest, que foram umedecidos com 4gua destilada
com volume equivalente ao seu peso multiplicado por 2,5. Os rolos de germinagdo obtidos foram embalados em sacos
plasticos e colocados para germinar a 25 °C durante 10 dias. Os métodos de descongelamento resultaram em porcentagens de
germinacédo acima de 90% e o descongelamento lento (8 horas em freezer -20°C, 48h em geladeira 10 °C e 1h em temperatura
ambiente) das sementes induziu 97% de germinacéo e 91,5% de plantulas normais, maior que das sementes recém-colhidas
(93,5% e 90%, respectivamente). Conclui-se que o descongelamento lento é o melhor método para manutencdo da qualidade
fisiologica de sementes criopreservadas de A. colubrina.

Termos para indexacfio: crioconservacgdo, recursos florestais, descongelamento.

Thawing methods and physiological quality of Anadenanthera colubrina seeds
frozen at ultra-low temperature.

ABSTRACT - Considering the importance of Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan for the maintenance of the biodiversity
of the Caatinga biome, it is necessary to preserve these genetic resources through cryopreservation technique. The objective of
this study was to adjust the thawing technicque on A. colubrina seeds, conserved in liquid nitrogen. Four fast and slow thawing
methods were used on seeds frozen for 72 h in liquid nitrogen (-196 °C) and compared to freshly harvested, not frozen seeds.
The seeds were submitted to the germination test in four replicates of 50 seeds, distributed in roll of three sheets of germitest
paper, moistened with distilled water with a volume equivalent to 2.5 weight and kept at 25°C for 10 days. All thawing
methods resulted in germination percentages above 90% and slow seed thawing (8h in freezer -20 °C, 48h in refrigerator 10
°C and 1h in ambient temperature) induced 97% germination percentage and 91.5% normal seedlings, higher than fresh seeds
(93.5 % and 90%, respectively). One can conclude that slow thawing is the best method to maintain physiological quality of
cryopreservated A. colubrina seeds.

Index terms: cryopreservation, forest resources, thawing.

Introducéo biodiversidade do bioma Caatinga. Possuem distribuicdo
significativa em todo o territério nacional, sendo encontradas
em maior quantidade na Caatinga, no Pantanal, na Mata
Atlantica e no Cerrado (Santos et al., 2012). S&o caracterizadas
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por serem leguminosas de importancia socioeconOmica
(Santos et al., 2008). Isso ocorre devido a sua alta tolerancia
a seca e seu 6timo aproveitamento de forragem, além disso,
essa espécie € comumente usada pela industria madeireira e
em procedimentos fitoterapicos (Weber et al., 2011).

A redugdo da riqueza da vegetacdo brasileira pode
ocorrer ao longo dos anos, devido intervengdes do homem
e/ou por oscilacbes e desequilibrios da propria natureza
(Santos et al., 2012). Devido a sua vasta biodiversidade, a
fim de conservar amultiplicidade daflora do bioma Caatinga,
pesquisas voltadas para a conservagdo dos recursos geneéticos
e do vigor dessas espécies nativas vém sendo cada vez mais
desenvolvidas. Dentro dessas pesquisas podemos citar a
técnica da crioconservagéo, que consiste no armazenamento
de sistemas orgéanicos em nitrogénio liquido (-196 °C) ou
em sua fase de vapor a -150 °C (Almeida et al., 2001) que
pode ser feito por tempo indeterminado, pois possibilita
uma diminui¢do significativa das atividades bioquimicas
¢ fisiologicas, paralisando o processo de deterioracdo da
semente (Stawood e Bass., 1981).

Para garantir o sucesso da técnica da crioconservacéo, faz-
se necessario analisar aspectos fisiologicos e anatémicos, como
por exemplo, teor de umidade e condicdes fisicas das sementes,
respectivamente (Almeida et al., 2001). O teor de agua das
sementes ¢ o fator mais significativo dentro do processo
de crioconservacdo, pois quanto maior o teor de umidade,
maior a chance de morte da semente durante os processos de
congelamento e descongelamento (Cunha., 1996).

O presente trabalho tem como objetivo ajustar
a técnica de descongelamento das sementes de A.
colubrina crioconservadas, testando diferentes condicOes
desse processo de forma lenta e rapida, respectivamente, tendo
como parémetro seus respectivos percentuais de germinacéo.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratorio de Anélises
de Sementes da Embrapa Semiarido - LASESA, localizado
no municipio de Petrolina-PE. Foram utilizadas sementes
de A. colubrina coletadas em Jutai — PE em julho de 2017
(8°34'01.00"S, 40°1232.00"0, 409 m alt.)

Para o crioarmazenamento, 200 sementes com teor de agua
de 7,4% foram colocadas em tubos cilindricos, os quais foram
colocados em um botijdo de nitrogénio liquido (-196 °C) durante
72 horas (Saloméo et al., 2002). Utilizaram-se cinco condigdes
de descongelamento rapido e lento. Sendo elas: 5A- 5 horas
em temperatura média ambiente de 27 °C; 1F3G1A - 1 hora
em freezer a -20 °C, 3 horas em geladeiraa 8 °C e 1 horaem
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temperatura ambiente; 4G1A — 4 h horas em geladeira, 1 hora
em temperatura ambiente; 8F48G1A - 8 horas em freezer; 48
horas em geladeira, 1 hora em temperatura ambiente e NC-
sementes recém-colhidas néo congeladas.

Apb6s o periodo de crioarmazenamento, as sementes
foram submetidas ao teste de germinacdo utilizando quatro
repeticdes de 50 sementes, distribuidas em rolos de trés folhas
de papel germitest, umedecidos com dgua destilada em volume
equivalente ao seu peso multiplicado por 2,5 (Brasil, 2009).
Os rolos de germinacdo foram mantidos em germinador tipo
B.O.D. (Biochemical Oxigen Demand) a 25 °C durante 10
dias. As contagens do teste de germinagéo foram realizadas
aos 4 e 10 dias apos a semeadura (Brasil, 2013). Com base
nos dados coletados nas contagens, foi possivel calcular as
porcentagens de emissdo de radiculas com comprimento de
pelo menos 2mm, plantulas normais, plantulas anormais,
sementes mortas e duras (ndo germinadas) (Lobo et al., 2014).

O indice de velocidade de germinacéo (IVG) foi calculado
pela equagéo a sequir (Maguire., 1962):

em que: kK = altimo dia de observagdo; N = Numero de
sementes germinadas na I-ésima observagdo ; ti= tempo entre
0 inicio do experimento e a 1-ésima observacao (dia).

Na ultima contagem do teste germinacdo (aos 10 dias)
foram coletadas dez plantulas normais de cada repeticdo para
avaliacdo do crescimento inicial (Nakagawa, 1999), medindo-se
0 comprimento da raiz principal (CR) e da parte aérea (CPA) de
10 plantulas normais com auxilio de uma régua. Posteriormente
as 10 plantulas foram separadas em parte aérea e sistema
radicular e cada parte pesada individualmente (PMFPA e PMFR,
respectivamente) e acondicionada em sacos de papel e levadas
para secagem em estufa com temperatura regulada a 65 °C
durante 72 horas para obtencdo dos dados de matéria seca do
sistema radicular (PMSR) e da parte aérea (PMSPA).

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk e
Komolgorov-Smirnov, visando analisar a normalidade da
distribuicdo dos dados e ao teste de Levene para analisar
a homocedasticidade. Quando o0s dados se apresentaram
normais ¢ suas variancias homogéneas, foram submetidos a
analise de variancia (ANAVA) e posteriormente ao teste de
Tukey (5%) para comparacdo de médias.

Resultados e Discussao

Os métodos de descongelamento testados néo afetaram a
porcentagem ou velocidade de germinacdo das sementes ou
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a formacéo de pléntulas normais de A. colubrina (Tabela 1),
resultando em valores acima de 85% de pléntulas normais em
todos os tratamentos.

No entanto, o desenvolvimento das plantulas foi
influenciado pelo método de descongelamento. As duas
metodologias de descongelamento gradativo e rapido
(1F3G1Ae 4G1A) das sementes permitiram desenvolvimento
de plantulas semelhante (CPA, PMFPA, PMFR, PMSPA,
PMSR) ou maior (CR) do que aquelas oriundas de sementes
recém-colhidas e ndo congeladas (Tabela 2). Sugere-se,
assim, que sementes descongeladas mais rapidamente sdo
menos propicias ao recongelamento e, consequentemente,
a vitrificacdo de seus componentes genéticos ¢ metabolicos
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Além disso, a elevacéo gradual da temperatura interna da
semente garantem menos danos fisicos e metabolicos as suas
células (Stawood e Bass, 1981),corroborando também com
os resultados obtidos ¢ afirmando a capacidade adaptativa
das sementes de A. colubrina as diferentes metodologias de
descongelamento utilizadas (Tabelas 1, 2).

Em pesquisa realizada avaliando a influéncia do
congelamento de sementes de A. colubrina com diferentes
teores de agua, verificou-se que as sementes mais hidratadas
apresentaram maiores danos na sua qualidade fisiologica,
em fungé@o do congelamento (Santos et al., 2012), devido a
formagdo, formacdo de cristais de gelo (vitrificagdo), que sdo
letais as células da semente com alto teor de agua (Molina et

(Villamil e Ruiz, 1997). al., 2006). Assim, ha um limite maximo do teor de umidade

Tabela 1. Germinacdo e teor de agua de sementes de angico-de-caroco (Anadenanthera colubrina) submetidas a diferentes
tratamentos de descongelamento, ap6s a crioconservacao.

Tratamento ER 4 ER 10 VG PN PA D M

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
NC 925A 945A 236 A 89,0 A 55A 20 A 45A
5A 925A 935A 234 A 86,0 A 75A 15 A 40A
1F3G1A 935A 935A 234 A 88,0 A 55A 30 A 35A
4G1A 930A 97,0A 243 A 915 A 55A 30 A 35A
8F48G1A 96,5A 935A 234 A 90,0 A 35A 20 A 10A
CV (%) 2,207 3,282 2,207 4,638 45,756 97,221 84,632

aEmissdo de radiculas na primeira e segunda contagem aos 4 e 10 dias respectivamente (ER4, ER10), plantulas normais (PN), plantulas anormais (PA),
dormentes (D), mortas (M).

NC: recém-colhidas e ndo congeladas; 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. Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nfo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05. CV: coeficiente de variagfo.

Tabela 2. Desenvolvimento inicial de plantulas de angico-de-caroco (Anadenanthera colubrina), cujas sementes foram
submetidas a diferentes tratamentos de descongelamento, ap0s a crioconservagéo.

Tratamento CPA CR PMFPA PMFR PMSR PMSPA
(cm) (cm) @) () () ()
NC 8,3AB 59B 0,441 A 0,242 B 0,124 A 0,128 AB
5A 6,1 AB 7,7AB 0,501 A 0,230B 0,116 A 0,148 A
1F3G1A 8,4 AB 80A 0,436 A 0,306 AB 0,121 A 0,144 AB
4G1A 89A 8,3A 0,670 A 0,180B 0,119A 0,154 A
8F48G1A 53B 6,4 AB 0,650 A 0,599 A 0,114 A 0,101 B
CV (%) 19,674 12,778 26,266 49,128 11,936 11,569

Comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), peso da matéria fresca da parte parte aérea (PMFPA), peso da matéria fresca da raiz (PMFR),
peso da matéria seca da raiz (PMSR), peso da matéria seca da parte aérea (PMSPA).

NC: recém-colhidas e ndo congeladas; 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. Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nfo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05. CV: coeficiente de variagfo.
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de um sistema para que esse sobreviva e consiga aproveitar as
vantagens da técnica de crioconservacdo (Stanwood, 1985).

Testes de diferentes métodos de armazenamento e também
de condicdes ideais de criopreservagdo de sementes, como
nosso trabalho, sdo importantes para manutencéo dos recursos
genéticos (Endoh et al., 2018). Sementes de A. colubrina
podem ser criopreservados eficientemente e descongeladas
facilmente sem perder a qualidade fisioldgica, porém ainda
s80 necessarios estudos de alguns parametros, como por
exemplo o métodos de congelamentos e de longevidade de
sementes criopreservadas (Nery et al., 2011).

Concluséo

Conclui-se que as sementes de A. colubrina respondem
positivamente a técnica de crioconservagdo, e mantém a
qualidade fisiolégica independentemente da metodologia de
descongelamento, sendo, portanto, uma técnica muito eficiente
utilizada para a germinacdo das sementes desta espécie.
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