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Preparo e Uso de Solugbes Salinas Saturadas
para a Caracterizacao Fisiologica de
Sementes Florestais

Introducéao

As solugBes salinas saturadas podem ser usadas para a caracterizacao fisiologica das
sementes florestais nativas em relagdo ao armazenamento, quando se estuda a sua tolerancia
a desidratacdo. Nessa caracterizagéo fisioldgica, as sementes sdo denominadas como
ortodoxas, intermediérias e recalcitrantes (BLACK & PRITCHARD, 2002).

As ortodoxas sdo aquelas que toleram os efeitos imediatos da perda de agua, sendo,
portanto, denominadas como tolerantes a desidratacdo (BLACK & PRITCHARD, 2002). A
sobrevivéncia dessas sementes no armazenamento aumenta progressivamente & medida em
que a umidade relativa do ar é reduzida a valores préximos de 25% (VERTUCCI & ROOS,
1991). Sementes com caracteristicas ortodoxas podem ser conservadas a longo prazo com
sucesso, se desidratadas a valores entre 0,05+0,02 gH,0 g* de matéria seca,
acondicionadas em embalagem hermética e armazenadas em freezer regulado com
temperatura proxima de -18 °C.

Em relagéo as sementes recalcitrantes, Black & Pritchard (2002) citam que sementes dessa
classe fisiologica, quando maduras, ndo sobrevivem se forem desidratadas a potenciais de
agua menores que -15 Mpa, ou seja, quando atingem equilibrio higroscépico a
aproximadamente 90% de umidade relativa do ar. Consequentemente, ndo podem ser
armazenadas em ambientes secos. A
criopreservacdo ou ambientes com
temperatura acima de zero grau (acima do
ponto de congelamento) apresentam-se
como condi¢des potenciais para a
conservacdo de sementes recalcitrantes.

Por outro lado, as sementes com
caracteristicas intermedidrias toleram a
desidratacdo até certo ponto. Suportam
secagem até o equilibrio que acontece em
, ' torno de 30% de umidade relativa do ar
Detalhe do dessecador de vidro contendo sementes  (BLACK & PRITCHARD, 2002). Sementes
de Bauhinia forficata prontas para incubacdo em com caracteristicas intermediarias nio
solugédo salina saturada de Acetato de Potassio.

suportam temperatura sub-zero.

- National Center for Genetic Resources Preservation, USA.

Isto posto, verifica-se que é essencial
conhecer o comportamento fisiolégico das
sementes, para que se possa definir a
técnica apropriada para o seu
armazenamento seguro. Esse aspecto torna-
se mais importante quando se depara com
as espécies nativas, em especial aquelas
ameacadas de extin¢do e que ainda ndo
exista metodologia para seu armazenamento
a longo prazo. Felizmente, um grande
numero de espécies da Floresta Atlantica
apresenta caracteristicas ortodoxas e podem

Fotos: Antonio Carlos de Souza Medeiros (2000)

Detalhe do recipiente plastico contendo sementes de
Bauhinia forficata prontas para incubagéo em solugdo
salina saturada de Nitrato de Amdnio.
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facilmente ser conservadas, desde que adotado o
protocolo de desidratagdo controlada, embalagem
hermética e armazenamento em ambiente frio.

Tendo-se em vista que as sementes com caracteristicas
ortodoxas toleram secagem, resta, entédo, definir o ponto
ideal de desidratacdo para que essas sementes possam ser
embaladas e armazenadas em baixa temperatura.

Trabalhos de pesquisa desenvolvidos com o objetivo de
secagem, avaliagcdo da tolerancia a desidratacdo e posterior
armazenamento das sementes florestais nativas séo
comumente encontrados, empregando-se métodos de
camara seca e silica gel. Alguns sé@o inadequados, como o
de secagem em estufa ou a pleno sol. Neste caso, as
condi¢Bes de secagem, ou seja, temperatura, umidade
relativa do ar, condi¢des de luz e fluxo do ar utilizadas na
pesquisa, nem sempre sdo incluidas no trabalho porque
ndo existe a possibilidade de identifica-los. Entretanto,
existem técnicas mais adequadas e eficazes para esse tipo
de estudo. Pammenter et al., (2002) relaciona algumas
técnicas, entre elas a metodologia das solugdes salinas
saturadas.

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo divulgar a
técnica de preparo dessas solugdes, tornando-a
amplamente acessivel aos profissionais da area. Com isso,
abre-se uma promissora linha de pesquisa, permitindo
principalmente a caracterizacgao fisiolégica de sementes de
espécies arbdreas nativas, visando a seu armazenamento a
longo prazo.

Procedimento para o preparo das
solucdes salinas saturadas

As solucdes salinas saturadas produzem umidade relativa
do ar prépria de cada sal em uma determinada temperatura.
E muito importante que ndo ocorram variagdes na
temperatura. O excesso de agua retirado dos sais, durante
0 seu preparo, deve ser depositado em embalagem propria,
devidamente identificada, datada e levada, posteriormente,
para depésito de lixo quimico. Cada sal deve ter a sua
pipeta tipo Pasteur e colher proprias.

Os sais mais utilizados no preparo de solucdes salinas
saturadas encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Umidade relativa de equilibrio (%) de solucdes
salinas saturadas e Pentéxido de fésforo a 15 °C, 20 °C
ea?25 °C.

Solucéo Salina Saturada Temperatura (° C)

5 15 20 25
Pentéxido de fésforo P20s 1,0 1,0 1,0 1,0
Cloreto de zinco ZnCk 5,5 5,5 - 5,5
Hidréxido de potassio  KOH 13,0 9,0 - 8,0
Cloreto de litio LiCl.H20 140 13,0 12,5 12,0
Acetato de potassio KAc* 248 23,5 23,0 23,0
Cloreto de magnésio MgClz 34,0 33,5 33,0 32,5
Carbonato de potassio K2COs 43,0 44,0 44,0 43,0

Nitrato de Célcio Ca(NO 3)2 61,0 58,0 56,0 52,2

Nitrato de Amonio NH:NOs 73,0 70,0 655 625
Cloreto de Sédio NaCl 76,0 755 753 75,1
Cloreto de Potéassio KCI 87,8 86,0 85,3 85,0
Nitrato de Potassio KNOs 96,5 950 94,0 92,5

Fonte: Sun (2002); Rockland (1960); Winston & Bates (1960); Vertucci &
Roos (1993)

Receitas para elaboracéo de
solucdes salinas saturadas

Materiais:

- sais

- dessecadores de vidro
- placas de Petri

- colheres de aco inox de diversos tamanhos (tipo “de
cha” e “de sopa”)

- papel préprio para prote¢cdo da bancada de laboratério
- recipientes para descartes e lixos
- pipeta tipo Pasteur
- etiquetas adesivas
- pisseta de plastico com agua destilada e deionizada
Modo de Preparo:
Pentdxido de fésforo - PO,
Né&o adicione agua. NUNCA!

Coloque o p6 de pentoxido de fosforo (P,O,) diretamente
dentro da placa de Petri e basta. A cada trés dias, retirar,
rapidamente, um tipo de “pele” que se forma sobre o p6
ou 0 excesso de agua que se forma na placa. Leva
aproximadamente trés meses para ocorrer o equilibrio
higroscopico. Cuidado!: lixo perigoso!

Pentodxido de Fosforo — ndo se trata propriamente de solucéo salina
saturada. O sal é utilizado seco e nunca se deve adicionar agua. Pode ser
substituido pelo &cido sulfdrico (H,SO,; =99,6%) que produz mesma
umidade relativa do ar de 1%, nessas quatro condig6es de temperatura.

?KAc ou CH,COOK.
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Cloreto de zinco — ZnCl,

O ZnCl, produz UR muito baixa. Prepare a solugéo salina
saturada em uma capela e seja bem cuidadoso! Nunca
despeje sobras no ralo da pia. Coloque o sal de ZnClI, em
uma placa de Petri, suficiente para atingir a metade da
altura da placa. Adicione agua destilada e deionizada aos
poucos, misturando a solu¢do salina sempre com uma
colher de inox (chd) de cabo longo. Incline suavemente a
placa e remova todo o0 excesso de 4gua com uma
micropipeta do tipo Pasteur. (Mantenha um Becker
pequeno e uma pipeta exclusiva para este sal; descarte a
pipeta e lave bem o Becker apds 0 uso e coloque o que for
pipetado e a 4gua de lavagem em um vidro proprio com
tampa e etiqueta de identificacdo e data. (Cuidado: lixo
perigoso). Consulte o Manual Merck (THE MERCK
INDEX..., 1989).

Hidréxido de potassio — KOH

Esse sal vem, geralmente, em pequenas pastilhas.
Portanto, coloque uma ou duas colheres de sopa do sal em
uma placa de Petri, ou uma quantidade suficiente para
atingir a metade da altura da Placa. Adicione com cuidado
e muito lentamente a adgua destilada e deionizada,
misturando a solucdo salina sempre com uma pequena
colher de inox de cabo longo. Remova imediatamente todo
0 excesso de agua com uma micropipeta do tipo Pasteur.
(descarte a pipeta ap6s 0 uso e coloque o que for pipetado
em um vidro préprio com tampa e etiqueta de identificacéo
e data. (Cuidado: esse lixo é perigoso). Consulte o Manual
Merck (THE MERCK INDEX..., 1989).

Cloreto de litio — LiCI.H,O

Tenha muito cuidado ao manipular este sal. Prepare a
solucgdo salina saturada em uma capela e use méascara. A
placa de Petri esquentara quando vocé misturar o LiCl, com
a agua. Seja cuidadoso! Cologue a quantidade de LiCl, em
uma placa de Petri, suficiente para atingir a metade da
altura da placa. Adicione 4gua destilada e deionizada aos
poucos, mexendo e misturando a solugdo salina sempre
com uma colher de inox (cha) de cabo longo. Incline
suavemente a placa e remova todo o excesso de agua com
uma micropipeta do tipo Pasteur (descarte a pipeta apds o
uso e cologue o que for pipetado em um vidro préprio com
tampa, etiqueta de identificacdo e data. (Cuidado: esse lixo
€ perigoso). Consulte o Manual Merck (THE MERCK
INDEX..., 1989).

Acetato de potassio — KAc

O acetato de potassio vem sob a forma de p6. Coloque a
guantidade indicada em uma Placa de Petri, suficiente para
atingir a metade da altura da placa. Adicione agua destilada

e deionizada aos poucos, misturando a solucéo salina
sempre com uma colher de aco inox de cabo longo. O
acetato de potéssio apresenta aparéncia emborrachada e
textura elastica. Incline suavemente a placa e remova todo
0 excesso de agua com uma micropipeta do tipo Pasteur.
(descarte a pipeta ap6s o uso). Consulte o Manual Merck
(THE MERCK INDEX..., 1989).

Cloreto de magnésio — MgCl,

O MgCl, é facilmente preparado e mantido em boas
condigOes de uso. Coloque o MgCl, ate atingir % da altura
da placa de Petri. Adicione agua aos poucos até que toda
o sal se torne Umido. Na seqiiéncia, comece a mexer e
misturar a solugéo salina com auxilio de uma colher de
inox (cha) de cabo longo. Remova imediatamente todo o
excesso de agua com uma micropipeta do tipo Pasteur.
Consulte o Manual Merck (THE MERCK INDEX..., 1989).

Carbonato de potassio — K,CO,

Prepare a solucdo salina da mesma forma que o acetato de
potéassio. Ela possui a tendéncia de secar apds o preparo.
Adicione, portanto, um pouquinho mais de dgua e mexa
até retornar a forma saturada. Consulte o Manual Merck
(THE MERCK INDEX..., 1989).

Nitrato de calcio — Ca(NO,),

Quando preparado corretamente, o Ca(NO,), apresenta
aparéncia semelhante ao MgCl.,.

Nitrato de amonio — NH, NO,

Adotar os mesmos procedimentos empregados para o
MgCl,,.

Cloreto de sédio — NaCl

O Cloreto de potéassio é um sal fofo, macio, branco e
Umido. Adotar os mesmos procedimentos empregados
para o MgCl.,.

Cloreto de potassio — KClI

O KCI é um sal umido, mas bastante facil de ser
conservado em boas condic¢des. Ele apresenta uma
aparéncia semelhante ao MgCl.,.

Quando for iniciar um novo experimento com outras
sementes, basta adicionar 4gua aos poucos, misturando
sempre a solucéo salina. E possivel que o KCI seque
rapidamente ao colocar-se sementes muito secas para
equilibrio higroscépico. Além disso, observe a formacéo de
condensacéo dentro da cAmara de equilibrio. Neste caso,
apenas limpe com um papel-toalha seco.
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Em ambientes cuja temperatura seja de 25 °C, é possivel
que o equilibrio higroscopico ocorra em trés dias. Passado
esse tempo, pode ocorrer a formacao de mofo nas
sementes. Dessa forma, ndo deixe as sementes
equilibrando por mais do que uma semana, em nenhuma
temperatura!

Nitrato de Potassio — KNO,

Basta adicionar agua aos poucos, misturando sempre a
solugédo salina, que satura-se com muita rapidez.

Existe outra forma de preparo das solucdes salinas
saturadas, como a empregada pelo Millennium Seed Bank
Project do Royal Botanic Gardens, Kew, adotada e descrita
por Medeiros (1996); Medeiros et al., (1998). As
solugdes salinas saturadas sé@o preparadas dissolvendo-se
guantidade suficiente de sal em agua, fervendo-se até
chegar a saturagdo. Nesse ponto, adiciona-se um pouco
mais do sal, a fim de garantir o ponto de saturacéo. Esta
fase deve ser realizada em capela com exaustor para gases.
Posteriormente, as solugdes sao deixadas para esfriar. Em
temperatura ambiente, as soluc¢des salinas saturadas
devem ser armazenadas a 2 °C por 24 horas a fim de que
sejam formados cristais tipicos do sal. Para o preparo das
solugdes salinas saturadas e obtengéo dos valores da
solubilidade dos sais, deve-se consultar o manual de
laboratério (THE MERCK INDEX..., 1989), para a
obtencao da solubilidade dos sais. Alguns deles podem ser
vistos na Tabela 2.

Tabela 2. Quantidade de agua destilada e deionizada
necesséria para dissolver um grama de sal.

Sal Férmula Quantidade de agua destilada e

deionizada fervendo a 25 °C

Cloreto de aménio (NH-CI) 2,83 mL
Brometo de sddio NaBr 1,10 mL
Carbonato de célcio K2COs 0,70 mL
Cloreto de magnésio MgClz 0,30 mL
Cloreto de litio LiCl 0,80 mL
Nitrato de potassio KNOs 0,50 mL

Fonte: Manual de Laboratério (THE MERCK INDEX..., 1989).

Depois de definidos os sais a serem usados, deve-se
consultar a solubilidade de cada um deles no manual (THE
MERCK INDEX..., 1989). As solugdes salinas saturadas
sdo preparadas conforme exemplo adotado para a
obtencado de 400 mL do sal NaBr (brometo de sdédio) que,
segundo o manual, 1 g é dissolvido em 1,1 mL de agua.

1. Por regra de trés, determinou-se que seriam necessarios
363,636 g de NaBr para cada 400 mL de agua;

2. Foram colocados 400 mL de agua destilada na
temperatura ambiente em um ‘beacker’ de vidro de 2,5 L e
adicionados inicialmente 63,636 g do sal;

3. O ‘beacker’ de vidro foi transferido para um agitador
regulado para baixa temperatura, colocado em uma capela
com exaustor®

4. O restante do sal foi adicionado sempre em porcdes de
50 g, apds completa dissolugéo visual de cada porgéo;

5. Apés completadas as 363,636 g, foram adicionados
mais 50 g do sal que tornaram a solucao saturada,
constatado pela formacgéo de cristais, apds armazenamento
da solugéo a 2 °C, por 24 horas.

Observacéo: dependendo do sal, deve-se adicionar maior
ou menor quantidade para garantir o ponto de saturacéo.

Uso das solucgdes salinas saturadas

Os trabalhos de pesquisa com solugfes salinas saturadas
podem ser conduzidos para se determinar as relagdes entre
a umidade relativa do ar, temperatura e o grau de umidade
de equilibrio das sementes e o estabelecimento de
isotermas (umidade relativa do ar versus grau de umidade
das sementes, sob determinada temperatura), conforme
Vertucci & Roos (1990), Vertucci et al., (1993),
WALTERS (1998), Walters et al., (1998) e Eira et al.,
(1999), bem como para definir o nivel critico de 4gua da
sementes com vistas ao armazenamento em diferentes
temperaturas (VERTUCCI et al., 1994; WALTERS et al.,
1998), ou como a longevidade é afetada pela retirada de
agua das sementes, abaixo de valores considerados
criticos (WALTERS & ENGELS, 1998). Interessados em
estudos com isotermas, bem como sobre 0s niveis criticos
de agua das sementes, devem consultar, principalmente,
Walters (1998). Ademais, Vertucci & Roos (1990) e
Walters-Vertucci & Roos (1995) relataram que a
temperatura e o contetido de 4gua com que as sementes
sdo armazenadas sdo importantes determinantes para a
longevidade dessas sementes. Consideraram, ainda, a
funcdo da agua no envelhecimento das sementes em
termos termodinamicos e chegaram a conclusao que existe
um nivel 6timo de agua para a sua conservacado. Solucdes
salinas saturadas podem, também, ser empregadas em
estudos de deterioracdo controlada de sementes
(MEDEIROS et al., 1998).

Pesquisa com soluges salinas saturadas também pode ser
conduzida para se investigar a influéncia da umidade
relativa do ar e temperatura na longevidade de polen
(BUITINK et al., 1998).

2 Como se trata de produtos quimicos, alguns extremamente perigosos para a
vida e salde humana, recomenda-se o maximo de cuidado na manipulagédo e
uso dos mesmos.
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Procedimento sugerido:

1. preparo de solugBes salinas saturadas - SSS escolhidas;

2. identificacdo dos dessecadores com etiquetas contendo
0 nome do sal, data de entrada das sementes na incubagéo
e nome da espécie;

3. colocacado de cada SSS em placa de petri de 9 cm de
didmetro;

4. colocagéo da placa de Petri contendo a SSS no interior
de dessecadores de vidro com tampa, criando ambiente
totalmente fechado;

5. colocacdo das sementes que se deseja estudar?;

6. colocacdo de trés amostras de sementes em placas de
Petri de 3 cm de didmetro, para o monitoramento do peso
em balanca com precisdo de #0,0001 g;

7. transferéncia dos dessecadores com sementes para 0
interior da cdmara, com temperatura controlada;

8. monitoramento do peso das sementes colocadas na
placa de Petri de 3 cm de didametro®;

9. re-hidratacéo: para evitar injarias por embebicéo,
sementes provenientes de SSS que confiram teores de
agua abaixo do grau de umidade observado no momento
da colheita devem ser lentamente re-hidratadas,
previamente as analises em que tenham que ser embebidas
em agua (CHAI et al., 1998; VERTUCCI & ROOS, 1990);

10. analises sugeridas®.

- determinacédo do grau de umidade das sementes, base
seca (WALTERS et al., 1994; WALTERS et al., 1998) ou
base umida (BRASIL, 1992);

- teste de germinacao;
- testes de vigor:
. condutividade elétrica (PANDEY, 1992)

. indice de velocidade de germinacdo (WALTERS et al.,
1998)

4 As sementes a serem estudadas devem ser colocadas em quantidade
suficiente para a determinagdo do teor de agua, germinagéo e vigor.

5 Atencgdo: as SSS que produzem umidade relativa do ar acima de 85%
atingem equilibrio higroscépico em trés dias e nem precisam ser monitoradas,
e as que produzem umidade relativa do ar abaixo de 5% demoram em torno
de trés meses para atingirem o equilibrio higroscépico, dependendo da
constituicdo quimica da semente.

¢ As andlises devem ser realizadas em trés ocasifes, ou seja, antes que as
sementes sejam incubadas em SSS, no momento do equilibrio higroscépico e
durante o periodo de armazenamento.

. comprimento de raizes (VERTUCCI & ROOS, 1990).

11. épocas de analise durante o armazenamento

As épocas de analise das sementes armazenadas ndo sao
pré-definidas para cada SSS. Sugere-se que as primeiras
analises sejam realizadas aos sete e aos trinta dias apds o
inicio do armazenamento e, a partir desse ponto, conforme
for o comportamento das sementes e a tendéncia de cada
curva de germinacao e vigor.
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