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Parkia nitida Miquel Il: Efeito do congelamento
em temperaturas subzero sobre a germinabi-
lidade das sementes

Antonieta Nassif Salomao'

Izulmé Rita Imaculada Santos?
Solange Carvalho Barrios Roveri José®
Joseane Padilha da Silva*

Resumo - Foi avaliado o efeito do congelamento a -20 °C e a -196 °C por 72h
sobre a germinabilidade de sementes de duas amostras (A1 e A2) de Parkia
nitida, coletadas em Porto Velho - RO,a margem esquerda do rio Madeira. Para
as sementes de A1 com 7,1% de umidade os percentuais germinativos foram
de 96% (controle), 79% (-20 °C) e 87% (-196 °C), havendo diferenca
significativa (P < 0,05) entre os percentuais de germinagao do controle e -20
°C. Para as sementes de A2 com 7,8% de umidade, os percentuais
germinativos foram de 89% (controle), 14% (-20 °C) e 0% (-196 °C). Houve
diferenca significativa entre o controle e os tratamentos em A2. Esses
resultados sdo atribuidos a interagcdo entre diferentes fatores, tais como
diferenga do grau de maturacéo e da qualidade fisiologica entre as sementes
das amostras e teor de agua inapropriado para a exposigao das sementes as
temperaturas subzero. Recomenda-se testar sementes de outras
procedéncias e com distintos teores de agua, com vistas a determinar as
melhores condi¢des para a conservagdo em longo prazo de sementes de
Parkia nitida.

Termos para indexagao: Congelamento de sementes, germinabilidade.

' Engenheira Florestal, mestre, pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.
2 Bidloga, Ph.D, pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.
3 Agrénoma Dra., pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.

4 Estatistica, mestre, pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.



Parkia nitida Miquel |l: Effect of freezing at sub-
zero temperatures on seed germinability

Abstract - The effect of freezing at -20 °C and -196 °C per 72 hours on the
germinability of seeds of two samples (A1 and A2) of Parkia nitida, collected in
Porto Velho - RO, on the left bank of the Madeira River, was evaluated. For the
seeds of A1 with 7.1% water content the germination percentages were 96%
(control),79% (-20 °C) and 87 % (-196 °C), with a significant difference (P <0.05)
between the percentages of germination of the control and -20°C. For seeds of
A2 with 7.8% water content, germination percentages were 89% (control), 14%
(-20 °C) and 0% (-196 °C). There was a significant difference between the
control and the treatments in A2.These results are attributed to the interaction
between different factors, such as differences in the degree of maturation and
physiological quality between the seeds of the samples and water content
inappropriate for the exposure of the seeds to subzero temperatures. It is
recommended to test seeds from other sources and with different water
contents, in order to determine the best conditions for the long-term
conservation of Parkia nitida seeds.

Key words: Frozen seeds, germination.
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Introducao

As atividades de rotina que precedem a conservacao de
germoplasma semente em bancos convencionais (-18 °C; -20 °C) e
criogénicos (-156 °C; -196 °C) sao o processamento (limpeza e selegao do
material), 0 ajuste do teor de agua e a avaliagdo de qualidade fisiologica das
sementes. Durante a conservagado, a periodicidade para avaliar o
germoplasma é variavel segundo a espécie, o genoétipo e a temperatura de
congelamento (Fuetal.,2015).

Padrdes especificos para o teste de germinagao e a conservagao ex
situ estao disponiveis na literatura para sementes de espécies domesticadas,
que constituem a quase totalidade do germoplasma conservado pelos mais de
1.700 bancos de germoplasma semente existentes (Engels, 2002; Engelmann
e Gonzalez-Arnao, 2013). Para as espécies nao cultivadas, esses padroes
derivam, na maioria, de estudos sobre as espécies cultivadas (Theilade et al.,
2004). Ha esforgos pontuais para o estabelecimento de condigbes de
germinagdo e conservagao ex situ para as espécies ndo domesticadas
(Godefroid etal,2010; Ensconet,2016).

A espécie Parkia nitida Miquel (Fabaceae) é conhecida popularmente
como faveira, faveira-grande, faveira-bengué e distribui-se desde o Panama
até aregiao Amazonica. Seus usos sao alimenticio, medicinal, madeireiro para
fabricacdo de compensados, embalagens leves, brinquedos, forros, produgao
de lenha e papel, construgdes em geral e em programas de reflorestamento e
de recuperacdo de areas degradadas (Rios; Pastore Junior, 2011). Suas
sementes apresentam dorméncia exdgena imposta pela impermeabilidade
tegumentar (Cruzetal.,2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do congelamento em
temperaturas subzero (-20 °C e -196 °C) sobre a germinabilidade de sementes
de duas amostras (A1 e A2) de Parkia nitida, visando determinar as melhores
condigdes para a conservacgao de germoplasma semente da espécie.

Material e Métodos

As sementes de Parkia nitida foram coletadas em Porto Velho - RO, a
margem esquerda do rio Madeira, a 09° 28' 09"S 64°48' 48"W, (voucher
Santos, A.A.etal.,3353,N°Tombo 80860, Herbario CEN - Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia) [A1] e a 09° 15" 09"S 64° 39' 57"W
(voucher Silva, G.P. et al., 16143, germoplasma, Herbario CEN - Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia) [A2].

Determinagao do teor de agua e desidratagéo das sementes
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As sementes de ambas as amostras com 9,6% de umidade (controles)
foram acondicionadas em recipientes contendo silica gel, indicador azul (4g
silica/1g semente) por 24h. Os teores de agua das sementes foram
determinados pelo método de estufa 103 £ 2 °C/24h (Brasil, 2009). Os
resultados foram expressos em percentuais médios com base no peso fresco.

Congelamento e descongelamento das sementes

Foram separadas trés subamostras de cada uma das amostras, as
quais foram acondicionadas em sacos aluminizados que foram vedados com
parafilme e identificados com o numero da amostra e o tipo de tratamento
(controle,-20 °C e -196 °C).As subamostras identificadas como controle foram
mantidas a temperatura ambiente de laboratério (25 + 2 °C) por 72h. As
demais subamostras foram congeladas por 72h, as temperaturas subzero de -
20 °C (freezer) e -196 °C (NL). O congelamento em NL foi feito por imersao
direta das subamostras com uma taxa de congelamento de aproximadamente
200 °C.min.". O descongelamento do material mantido nas temperaturas
subzero foi lento (5 °C.min.") e feito & temperatura ambiente de laboratério (25
1 2°C) por pelo menos 4h.

Teste de germinagao

Foram adotados como tratamentos pré-germinativos a escarificagéo
manual e a pré-embebicao das sementes conforme proposto por Salomao et.
al. (2017). O tegumento das sementes foi escarificado manualmente com lixa
d'agua gramatura 120, na lateral distal superior da semente, parte oposta a
micropila, sem atingir os cotilédones. Apds a escarificagao, as sementes foram
imersas em solugao de hipoclorito de sddio a 0,5% (20% da solugao comercial
com 2,5% de principio ativo) por 5 min., seguindo-se com enxagues em agua
corrente. As sementes foram imersas em agua por 24h, enxaguadas em agua
corrente e dispostas sobre papel toalha, procedendo-se o0 semeio imediato.

Os testes de germinagao foram conduzidos com quatro repeti¢coes de
25 sementes em substrato rolo de papel, a temperatura de incubacéao de 25 °C,
fotoperiodo de 16h luz/8h escuro.A primeira contagem de plantulas normais foi
aos 14 dias apos semeio (DAS) e a contagem final aos 25 DAS. Foi
considerada como plantula normal aquela com as estruturas essenciais (raiz
principal e primeiro par de edfilos) bem formadas. Os tegumentos aderidos aos
cotilédones e edfilos foram retirados cuidadosamente com pinga durante as
contagens para melhor avaliagdo das plantulas.

Tempo médio e velocidade média de germinagéo

O tempo médio e a velocidade média de germinagéo foram calculados
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de acordo com Laboriau (1983).

Tempo médio de germinagdo: T = XX, niti / £, ni (dias)

ti = tempo entre o inicio do teste e a i-ésima observagao
ni = numero de sementes germinadas no tempo ti;
k = ultimo tempo de germinacao.

Velocidade média de germinagao: Vi= 1/t (dias™)

Anélise estatistica

Para testar o efeito das temperaturas de congelamento sobre a
germinabilidade das sementes de A1 e A2 utilizou-se a distribuicdo binomial
feita por meio de modelos lineares generalizados (MLGs), obtendo-se,assim,a
ANODEV (Analise da Deviance). Quando os fatores da ANODEV foram
significativos, foram realizados os desdobramentos dos graus de liberdades
por meio de contrastes ortogonais para obter as comparagdes de interesse.As
analises foram desenvolvidas no programa de linguagem estatistica R pela
fungdo MLG, com nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos com sementes das amostras A1 e A2 de P.
nitida submetidas ou ndo ao congelamento encontram-se nas Tabelas 1a3 e
na Figura 1.

De maneira geral, para sementes de espécies arboreas autoctones

sdo recomendados teores de agua < 8% e < 10% para sua conservagao a -
20°C e a-196 °C (NL), respectivamente (Salomao et al.,2015). Assim sendo,
buscou-se reduzir o teor de aguainicial de 9,6% das sementes de A1 e A2 para
um valor compativel com as duas temperaturas subzero testadas. Apds 24h
de desidratagao sobre silica gel, as sementes atingiram teores de agua muito
proximos 7,1% (A1) e 7,8% (A2).

Conforme apresentado naTabela 1,houve efeito de interagdo entre as
amostras e as temperaturas de congelamento sobre os percentuais de
germinagao, ou seja, os percentuais de plantulas normais obtidas. Como
consequéncia, os graus de liberdade do MLG binomial foram desdobrados por
meio de contrastes ortogonais, obtendo-se as comparagdes das médias
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apresentadas naTabela 2.

Tabela 1- ANODEV do modelo linear generalizado binomial (AIC= 105.6239)

Fator de Variagao Razao de G.L P <0,05
Verossimilhanca (x?)

Temperatura de 121,466 2 <22e-16

congelamento

Amostra 149,436 1 <2,2e-16

Temperatura de 23,948 2 6.31 e -03

congelamento: amostra

Padrdes internacionais indicam que para bancos de germoplasma, os

percentuais de germinagdo devem ser = 75% para sementes de espécies ndo
domesticadas (Rao et al., 2006; Ensconet, 2016). Os percentuais de
germinacao de sementes dos controles das amostras de P. nitida foram de
98% (A1) e 89% (A2), ndo havendo diferenca significativa entre esses valores
(Tabela 3). O tempo médio de germinacgao foi de 14 dias e velocidade média de
germinacéo foi de 0,071 dias” para os controles de ambas as amostras.

Tabela 2. Comparagbes de médias dos percentuais de
germinacao dentro e entre as amostras A1 e A2 de Parkia
nitida Miquel, obtidas pelos desdobramentos dos graus de

liberdade do MLG binomial.
Tratamento Amostra
A1 A2
Controle 96 + 3 Aa 89 + 9Aa
-20°C 79+ 11 Ac 14 + 16,2 Bb
-196°C 87 + 8 Aabc 0+0Bc

Letras maiusculas indicam as comparagbes entre os acessos em cada
temperatura de congelamento, letras minusculas indicam as comparagdes
dentro dos acessos (P<0.05).

Quando as sementes de A1 e A2 foram submetidas ao congelamento,
sobretudo as de A2, houve perda de germinabilidade e o processo germinativo
tornou-se mais lento (Tabela 2 e 3). Os percentuais de germinagao de A1
foram de 79% (-20 °C) e 87% (NL) e os tempos médios e as velocidades
médias de germinagéo foram de 23 dias e 0,043 dias™ (-20 °C) e 18,382 dias e
0,054 dias”(NL). Em A2, os percentuais de germinagéo foram de 14% (-20 °C)
e 0% (NL) e os tempos médios e as velocidades médias de germinacao foram
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de 21,28 dias e 0,046 dias™ (-20 °C) e 0 dias e 0 dias” (NL). Para A1 houve
diferenca significativa entre os percentuais de germinacao do controle e de
sementes congeladas a -20 °C e, para A2, os percentuais de germinagao de
sementes congeladas nas temperaturas subzero diferiram estatisticamente do
valor obtido pelo controle (Tabela 2).

A interagao entre distintos fatores pode ter contribuido para esses
resultados. O teor de agua € o fator mais importante na manutengdo da
integridade biolégica de sementes durante sua conservagcao em temperaturas
subzero. Em banco convencional de germoplasma o intervalo recomendavel
de teor de agua esta entre 3-7% para sementes de espécies cultivadas
(Engels, 2002). Para sementes de espécies arbdreas de clima temperado, o
intervalo recomendavel de teor de agua esta entre 5-8%, em bancos
convencionais e entre 5-10%, em bancos criogénicos (Bonner,2008; Natural...,
2016).

Ao se congelar o material com teor de agua inapropriado ocorrem
danos que comprometem a germinabilidade das sementes, acarretando
alteragbes na velocidade de germinagao, aceleram 0s processos
deteriorativos e a proliferacdo de patdégenos (Kholina; Voronkova, 2012).
Ademais, o congelamento e o descongelamento de sementes sdo um tipo de
estresse que pode provocar a liberagcao de bactérias enddégenas no momento
da regeneracgao do material (Ahuja, 1991). Nesse trabalho, foi observada uma
perda abrupta de germinabilidade, 89% (controle), 14% (-20 °C) e 0% (NL),das
sementes de A2, como teor de agua de 7,8%. Além disso, possivelmente, a
intensidade de estresse causada pelo congelamento em NL e
descongelamento foi maior que a -20 °C, resultando em maior viruléncia
bacteriana durante o processo de germinacao (Figura 1).

Tabela 3. Tempo médio e velocidade média de germinagéo de sementes das
amostras A1 e A2 de Parkia nitida Miquel.

Amostra Tratamento t (dias) St St 7 (dias™) S% Sv
Controle 14 0 0 0,071 0,005 O

A1 -20°C 23 0 0 0,043 0,001 0
-196°C 18,382 19,824 3,977 0,054 0,002 1,070
Controle 14 0 0 0,071 0,005 O

A2 -20°C 21,28 11,60 0,262 0,046 0,002 0,025
-196°C 0 0 0 0 0 0

t = tempo médio de germinagao; S%= variancia do tempo médio de germinagao; St= desvio padrao
do tempo médio de germ inag&o; V= velocidade média de germinag&o; S% = variancia da velocidade média
de germinagéo; Sv= desvio padrdo da velocidade média de germinagéo.

Os teores de agua < 8% e < 10% tém se mostrado apropriados para
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a manutengao da integridade de sementes de espécies autdctones durante
sua conservacgao nas temperaturas de -20 °C e em NL, respectivamente.
Entretanto, tem sido observado para espécies autéctones que o teor de agua
favoravel ao congelamento varia entre sementes de uma mesma espécie e
entre temperaturas subzero (Salomao et al., 2015). As sementes de P, nitida
atingiram teores de agua muito proximos 7,1% (A1) e 7,8% (A2), apds
dessecagao em silica gel. Para sementes de A1, com 7,1% de teor de agua,
houve decréscimo significativo de germinabilidade em sementes congeladas a
-20 °C, de 96% para 79% (Tabela 2). Provavelmente, o teor de agua de 7,8%
nao foi favoravel ao congelamento das sementes de A2 a-20 °C e em NL,uma
vez que houve decréscimo (14%) e perda total (0%) de germinabilidade
dessas sementes. Isso corrobora com as observagdes feitas por Rao et al.,
(2006) que em sementes de varias espécies, variagbes sutis de seu teor de
agua resultam em perdas de viabilidade durante o armazenamento em
temperaturas subzero.

Sementes das duas amostras submetidas ao congelamento
apresentaram maiores tempos médios de germinagdo (Tabela 3). Em
sementes de A1, os tempos médios foram de 23 dias (-20 °C) e 18,382 dias
(NL).Em sementes de A2 os valores de tempo médio foram de 21,28 dias (-20
°C) e 0 dias (NL). Na Figura 1 tem-se o resultado do teste de germinagdo com
sementes de A2 apds o congelamento em NL. As sementes protrudiram
radiculas. Porém, devido a contaminagado bacteriana, ndo houve
desenvolvimento de plantulas.

0

Figura 1. Contaminagao bacteriana em sementes de Parkia nitida Miquel
da amostra A2 ap6s o congelamento em Nitrogénio liquido (NL).
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A maturagéo fisioldgica das sementes é outro fator que interfere tanto
em seu potencial germinativo quanto em sua armazenabilidade (Brancalion;
Marcos Filho,2008). Sementes imaturas nao sintetizaram e/ou acumularam a
quantidade necessaria de reservas, enzimas e reguladores de crescimento,
tampouco atingiram o desenvolvimento morfoldégico e a plena organizagao
celular (Bonner, 2008). Esses mecanismos de matura¢do sdo essenciais para
que as sementes estejam habilitadas a tolerancia a distintos tipos de estresses
e ao desenvolvimento de plantulas. A espécie P. nitida, além de apresentar
frutificagdo irregular, no momento de dispersao dos frutos, suas sementes
estao fisiologicamente imaturas, requerendo um periodo de maturagao pos-
colheita (Moraes et al., 2015). Via de regra, sementes imaturas tendem a
apresentar baixa germinabilidade em maior tempo médio e pouca tolerancia
ao congelamento (Godefroid etal., 2010).

Possivelmente, as sementes das duas amostras quando foram
coletadas nao estavam no mesmo estadio de maturagao fisiologica,
diferenciando em sua habilidade para tolerar tanto a dessecagao quanto a
exposicao em temperaturas subzero.

A germinabilidade e a capacidade de armazenamento entre
sementes de uma mesma espécie estdo intrinsecamente relacionadas. Em
sementes com alta qualidade fisiolégica o processo germinativo ocorre com
maior uniformidade e velocidade, atingindo altos percentuais germinativos
(Godefroid et al, 2010; Pelissari et al., 2013). Pelos resultados obtidos, as
sementes de P. nitida de A1 apresentaram qualidade fisiolégica superior as
A2. Isso, provavelmente, influenciou a capacidade de armazenamento de
sementes de A2 em ambas as temperaturas testadas.

A especificidade de cada espécie vegetal requer que distintos
genotipos de uma mesma espécie sejam testados para que sejam feitos
ajustes visando a padronizagao de procedimentos em bancos de
germoplasma. Dessa forma, os protocolos elaborados atendem maior gama
de variagbes intraespecifica.

Conclusoes

Recomenda-se testar sementes de outras procedéncias e com
distintos teores de agua com vistas a aperfeicoar os procedimentos para o
congelamento e, consequentemente, a conservagao de sementes de Parkia
nitida em bancos de germoplasma em temperaturas subzero.
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