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Procedimento para a
Criopreservacao de
Sementes de Citrullus
lanatus (Cucurbitaceae)

Izulmé Rita Imaculada Santos’
Antonieta Nassif Salom&o?
Rosédngela Caldas Mundim?

Resumo

Citrullus lanatus (Thumb.) Matsum. e Nakai (melancia), Cucurbitaceae,
é uma trepadeira rastejante origindria da regido do deserto de Kalahari,
na Africa. As sementes de melancia sdo classificadas como ortodoxas,
uma vez que sao tolerantes a desidratacdo e ao armazenamento em
camaras frias a -18°C. O objetivo deste trabalho foi testar a tolerancia
de sementes de melancia ao congelamento em nitrogénio liquido.
Quatro amostras de vinte sementes com teor de dgua de 6,45% foram
colocadas em criotubos, mergulhadas diretamente em nitrogénio liquido
(-196°C) e armazenadas por sete dias. Apds este periodo, as sementes
foram descongeladas e avaliadas por meio de testes de germinacao, em
que as sementes (4x20) foram semeadas em caixa Gerbox, sobre papel
mata-borrdo umedecido e incubadas a 25°C. Observou-se 100% de
germinacao das sementes criopreservadas e do controle. As plantulas
obtidas apresentaram morfologia normal. Estes resultados indicam que
o procedimento testado pode ser utilizado para a criopreservacao de
sementes de melancia.
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Procedure for the
Cryopreservation of
Seeds of Citrullus lanatus
(Cucurbitaceae)

Abstract

Citrullus lanatus (Thumb.) Matsum. and Nakai (watermelon),
Cucurbitaceae, is a ground vine likely originated in the Kalahari
desert region, Africa. Watermelon seeds are tolerant of dehydration
and storage in cold rooms, at -18°C, being therefore classified as
orthodox. The objective of this work was to test watermelon seed
tolerance to freezing in liquid nitrogen. Four samples of twenty seeds
with 6,45% water content were packed in cryovials, submerged
directly in liquid nitrogen (-196°C) and stored for seven days. After
this time seeds were thawed out and their viability was assessed
using germination tests carried out using whole seeds (4x20) which
were sowed in germination boxes Gerbox, over paper soaked with
sterilized water and incubated at 25°C. It was observed that 100%
of the control and cryopreserved seeds germinated and the seedlings
obtained showed normal morphology. These results indicate that the
procedure tested can be used for cryopreservation of watermelon
seeds.



Key words: Citrullus lanatus, cryopreservation, watermelon.
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Introducao

Citrullus lanatus (Thumb.) Matsum. e Nakai (melancia) é uma planta
trepadeira rastejante da familia Cucurbitaceae, originaria da Africa,
provavelmente da regido do deserto de Kalahari.

A cultura da melancia tem grande importancia socioeconémica no
Brasil, onde é cultivada principalmente por pequenos agricultores,

sob condicdes irrigadas e de chuva, devido ao seu facil manejo e
baixo custo de producéao, quando comparada a outras hortalicas.

A variedade mais comum da melancia produz um fruto com polpa
vermelha bastante doce e saborosa mais consumida in natura, mas
em alguns paises a polpa (e a casca) é consumida cozida, usada

no preparo de conservas (pickles) e xaropes (SINGH et al., 2001).
Apesar da percepcao popular de que melancia contém apenas agua
(constitui 90% do fruto) e acucares (aproximadamente 6%), o fruto
na verdade apresenta valor nutritivo muito bom, contendo niveis
elevados de vitaminas como vitaminas A e C, minerais e antioxidantes
(vitamina C, licopeno) e um baixo nivel de calorias, de 30 a 32 calorias
em uma porcdo de 100 gramas. O fruto e as sementes de melancia
tém propriedades diuréticas, e o cha de sementes é indicado para

o tratamento de hipertensao, problemas de circulacdo e impoténcia
sexual (ALMEIDA, 2003). Adicionalmente, suas sementes apresentam
elevado teor de proteinas e podem ser usadas como uma fonte
alternativa deste nutriente (WANI et al., 2010).

As sementes de melancia sao cotiledonares e apresentam germinacao
epigea (SINGH et al., 2001). Do ponto de vista do seu comportamento
em condicdes de armazenamento para conservacao de recursos
genéticos, as sementes de melancia sdo classificadas como ortodoxas,
uma vez que sao tolerantes a desidratacdo e a manutencado em
temperaturas abaixo de zero por periodos prolongados (ROBERTS,
1973).

A criopreservacao é uma técnica de congelamento em nitrogénio
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liquido (temperatura de -196°C) que viabiliza a conservacao de
germoplasma de espécies de plantas diversas, e garante a manutencao
da integridade bioldgica e da estabilidade genética das amostras
preservadas por periodos de tempo muito longos (SANTOS, 2000

e 2001). Recentemente a criopreservacao em nitrogénio liquido

tem sido recomendada para a conservacao de sementes ortodoxas
devido a possibilidade de estender o periodo de armazenamento das
sementes, uma vez que sob temperatura do nitrogénio liquido (-196°C)
o metabolismo celular é paralisado e com isto a integridade bioldégica

e a estabilidade genética das amostras preservadas seriam mantidas
por periodos de tempo muito mais longos em comparacdo com a
conservacao em camaras frias a -18°C (PRITCHARD, 1995; SANTOS,
2001).

O objetivo deste trabalho foi testar a tolerancia de sementes de
melancia ao congelamento em nitrogénio liquido. Até onde sabemos,
este é o primeiro relato de criopreservacao de sementes de melancia.

Material e Métodos

No Laboratério de Criobiologia Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, Brasilia, DF, foram testados os procedimentos abaixo
descritos com sementes nao congeladas (controle) ou sementes
congeladas a -196°C da espécie.

Material vegetal

Sementes de melancia foram extraidas de fruto maduro de uma cultivar
comercial de C. /anatus proveniente do CEASA, Brasilia, DF. As
sementes foram retiradas do fruto (maduro e em perfeitas condicdes)

e lavadas com detergente de cozinha sob agua corrente. As sementes
foram friccionadas levemente sobre peneira de metal repetidas vezes
para a completa remocao da solucdo de detergente e de residuos

do fruto e do arilo. Em seguida, foram colocadas para secar sobre
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papel, na bancada do laboratério, em condicdes ambientes (25 +2°C,
UR=15%). Na manha seguinte, as sementes foram coletadas,
transferidas para caixa Gerbox, que foi fechada com filme plastico e
guardada em estufa tipo BOD, sob temperatura constante de 25+ 2°C.

Métodos
Desinfeccdo das sementes

Antes da realizacdo dos testes de germinacdo, as sementes foram
imersas em frasco contendo solucdao comercial de hipoclorito de sédio
(2,0-2,5% de cloro ativo) e detergente (10 mL detergente/1L &gua), o
frasco foi tampado e transferido para agitador orbital por 15 minutos
para atuacao do produto. Em seguida os frascos foram levados a
cabine de fluxo laminar e as sementes foram enxaguadas trés vezes
com &agua destilada esterilizada.

Determinacdo do teor de 4gua das sementes

Apés a desinfeccado, as sementes foram colocadas sobre papel, na
bancada do laboratério, onde pernoitaram (= 18 horas) para secagem.
Em seguida determinou-se o teor de dgua (TU) das sementes utilizando-
se o método da estufa (BRASIL, 2009), em que trés amostras de cinco
sementes foram pesadas para a obtencao do peso fresco (PF) e levadas
a estufa sob temperatura de 105°C por 24 horas, e em seguida
pesadas novamente para a obtencao do peso seco (PS). Os valores de
PF e PS foram utilizados para calcular o TU das sementes. O teor inicial
de agua foi de 6,45%.

Congelamento

Amostras de vinte sementes foram transferidas para criotubos e em
seguida foram submersas diretamente em nitrogénio liquido, a -196°C,
por sete dias. Cada amostra de vinte sementes representa uma
repeticao, e no total foram utilizadas quatro repeticoes.
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Descongelamento

Utilizou-se o método de descongelamento lento, em que os criotubos
foram removidos do criotanque e mantidos na bancada do LCV por
aproximadamente quatro horas para descongelar gradualmente sob
temperatura ambiente (25 +2°C).

Testes de germinacéao

Os testes de germinacao foram conduzidos com quatro repeticées de
20 sementes, em caixa Gerbox, sobre papel mata-borrdao umedecido
com 12,0 mL de &gua esterilizada. As caixas foram colocadas em

sala de crescimento com fotoperiodo de 12 horas e temperatura

de 25 +2°C. Os testes foram observados diariamente, e a primeira
contagem foi feita aos cinco dias apds a instalacao do teste, seguindo-
se com contagens didrias até 25 dias apds o semeio.

Analise estatistica

Os dados de germinacao foram submetidos a andlise de variancia
P< 0,05%, seguida do teste de Bonferroni (comparacdao multipla das
médias) (ANOVA).

Resultados e Discussao

O armazenamento de sementes é um procedimento eficiente para

a conservacdo de germoplasma de plantas de interesse. Quanto ao

seu comportamento em condicoes de armazenamento, as sementes
ortodoxas sao aquelas que toleram reducao do seu teor de umidade
para 5-7% e conservacdo em camaras frias, sob temperatura de
-18°C, sendo que nestas condicOes estima-se que sua viabilidade se
mantenha por muitas décadas (ROBERTS, 1973). As sementes de
melancia sao classificadas como ortodoxas, uma vez que sao tolerantes
a desidratacdo e ao armazenamento em temperaturas abaixo de zero
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por periodos prolongados (ROBERTS, 1973).

Recentemente a criopreservacdo em nitrogénio liquido tem sido
recomendada também para a conservacao de sementes ortodoxas
com a finalidade de prolongar sua longevidade e proteger a integridade
biolégica e a estabilidade genética das sementes preservadas, uma vez
que existem relatos de perda da qualidade em amostras de sementes
de algumas espécies apds o armazenamento por longos periodos em
camaras frias a -18°C (PRITCHARD, 1995).

Nao foram encontrados relatos de criopreservacao de sementes

de Citrullus lanatus na literatura. Entretanto, Alsadon et al. (2014)
observaram 65-100% de germinacdo de nove lotes de sementes de
Citrullus colocynthis L. (teor de umidade variando de 6,4 a 8,9%)

apds a criopreservacdao em nitrogénio liquido, sendo que as sementes
submetidas a criopreservacao apresentaram maior velocidade média de
germinacao do que os controles.

No caso do presente trabalho, observou-se 100% de germinacéo das
sementes (6,45% de teor de umidade) apds a criopreservacdo em
nitrogénio liquido por sete dias, o mesmo porcentual de germinacao
apresentado pelas sementes nao criopreservadas (controles) (Tabela
1). O teste de germinacao foi realizado em sala de crescimento

com fotoperiodo de 12 horas e temperatura constante de 25+ 2°C.
A protruséao radicular foi observada aos cinco dias, tanto para as
sementes expostas ao nitrogénio liquido quanto para os controles
(Figura 1A e B), e o surgimento dos epicdétilos foi observado aos

14 dias apdés o semeio. As plantulas obtidas a partir de sementes
criopreservadas ou nao (controles) apresentaram morfologia normal.

As sementes sdao um germoplasma valioso, pois contém genes que
potencialmente podem ser utilizados em programas de melhoramento
da uma espécie. O uso das técnicas de criopreservacao para a
conservacao de sementes ortodoxas € de interesse de bancos
genéticos, pois amplia a capacidade de conservacdao em longo
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prazo de material genético de interesse. No caso da melancia, a
criopreservacao de sementes foi utilizada com sucesso e poderia ser
adotada para a conservacao de germoplasma desta espécie de grande
valor socioecon6mico. Seria interessante testar este procedimento de
criopreservacdo com amostras de sementes de outras procedéncias
para avaliar a ocorréncia de diferencas entre lotes em decorréncia da
origem do material.

Tabela 1. Percentuais de germinacao de sementes e de plantulas normais
obtidas de sementes de Citrullus lanatus criopreservadas em nitrogénio liquido
(NL+) ou ndo (NL-).

Teor de Germinacao (%) Plantulas normais (%)
umidade
(%) NL- NL + NL- NL +
6,45 100 100 100 100

Fotos: ®Embrapa/LCV

Figura 1. Aspecto de sementes de Citrullus lanatus (Thumb.) Matsum. e Nakai apés o

inicio da germinacédo. A: controle (NL-), sete dias apés o semeio; B: criopreservadas em

nitrogénio liquido (NL+) 15 dias apds o semeio.
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Figura 2. Percentuais de germinacao de sementes de Citrullus lanatus (Thumb.) Matsum.

e Nakai ndo congeladas (NL-) e congeladas em nitrogénio liquido (NL+).

Conclusoes

Sementes de melancia apresentaram 100% de germinacdo apds a
criopreservacao, e as plantulas obtidas apresentaram morfologia
normal. Estes resultados indicam que o procedimento testado pode ser
utilizado para a criopreservacao de melancia.
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