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Estabelecimento de método para
congelamento e descongelamento de
sementes de Apuleia leiocarpa (Vog.)

Macbr (Caesalpinaceae)

Introdução

Técnicas de criopreservação têm sido utilizadas para sementes de inúmeras espécies

herbáceas, arbustivas e arbóreas de região temperada (Pence, 1991; Iriondo et al., 1992;

Touchell & Dixon, 1993, 1994; Gonzalez-Benito et al., 1998). No entanto, para as

espécies tropicais, é necessário estabelecer protocolos para que estas técnicas sejam

adotadas rotineiramente.

O estabelecimento de protocolos para criopreservação de sementes está condicionado ao

conhecimento de suas propriedades físicas e químicas e da determinação do conteúdo de

umidade ideal, bem como das taxas apropriadas de congelamento e descongelamento

(Stanwood & Roos, 1979; Engelmann, 2000). Tais fatores são espécie-específicos e

requerem estudos e avaliações para cada espécie (Dickie & Smith, 1995;

Potts & Lumpkin, 1997).

Há controvérsias quanto à velocidade de congelamento e descongelamento adequada para

garantir a integridade do material quando exposto ao nitrogênio líquido. Stanwood & Bass

(1981) sugerem que o congelamento rápido tende a promover um resfriamento mais

uniforme da água subcelular e o descongelamento lento evita danos nos tecidos e células da

semente. Em contraste, Dumet & Benson (2000) propõem que o congelamento rápido

resulta em formação de cristais de gelo intracelulares, o que é letal para as células e os

tecidos das sementes. Por outro lado, o congelamento lento resulta em danos ou morte

celular, porque ocorre uma desidratação osmótica extrema, quando a água intracelular

movimenta-se para fora da célula compensando a água congelada dos componentes

extracelulares.

Objetivou-se neste trabalho, estabelecer o método para a criopreservação de sementes de

Apuleia leiocarpa, avaliando o efeito das taxas de congelamento e descongelamento sobre a

integridade germinativa das sementes.

Material e Métodos

Sementes de Apuleia leiocarpa com conteúdo de umidade inicial (testemunha) e após

embebição por 24 h à temperatura de 25ºC, foram acondicionadas em sacos aluminizados,

com e sem vermiculita, na proporção de três vezes o volume de vermiculita para o volume

de sementes. Foram utilizadas quatro repetições de dez sementes para os seguintes

tratamentos:

1.congelamento e descongelamento da testemunha sem vermiculita;

2.congelamento e descongelamento da testemunha com vermiculita;

3.congelamento e descongelamento de sementes embebidas sem vermiculita;

4.congelamento e descongelamento de sementes embebidas com vermiculita.

A velocidade de congelamento (imersão direta em nitrogênio líquido) e descongelamento (à

temperatura ambiente) foi mensurada com Thermocouple Delta OHM TP 956, inserido em

cada recipiente dos tratamentos previamente descritos.
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Antes e após cada tratamento, as sementes foram

submetidas ao teste de germinação, à temperatura de

incubação de 25ºC. A contagem de sementes germinadas

(plântulas normais) foi feita até o 32º dia após o início do

teste.

O conteúdo de umidade inicial e após a embebição foi

determinado pelo método de estufa, 105 ± 3ºC por 24 h,

e expresso como porcentagem média, de três repetições de

cinco sementes cada, com base no peso fresco.

Os resultados de velocidade de congelamento e

descongelamento e de germinação foram submetidos à

análise de variância (ANOVA), P = 5%.

Resultados

Sementes de Apuleia leiocarpa apresentaram conteúdo de

umidade inicial de 5,3% (± 0,40) e após 24 h de

embebição, a umidade foi de 5,4% (± 0,70).

A inexpressiva absorção de água pelas sementes, deveu-se

à dormência física causada pela impermeabilidade da testa

à água.

Não houve diferença significativa entre as taxas de

congelamento da testemunha com e sem vermiculita,

294,8ºC.min.-1 e 236,7ºC.min.-1, respectivamente (Fig. 1).

Observou-se que as taxas de congelamento da testemunha

(294,8ºC . min.-1) e das sementes embebidas

(304,4ºC.min.-1), ambas sem vermiculita, tampouco

diferiram significativamente (Fig. 1). A maior taxa de

congelamento, 466,9ºC.min.-1, foi obtida para as sementes

embebidas e congeladas com vermiculita (Fig. 1).

As taxas de descongelamento foram lentas em todos os

tratamentos, 6ºC.min.-1 testemunha sem vermiculita,

6,8ºC.min.-1 testemunha com vermiculita, 7,5ºC.min.-1

sementes embebidas sem vermiculita e 8,3ºC.min.-1 com

vermiculita (Fig. 2). Houve diferença significativa entre os

valores obtidos para as testemunhas com e sem

vermiculita e aqueles obtidos para as sementes embebidas

com e sem vermiculita.

Fig. 1. Velocidade de congelamento em nitrogênio líquido de

sementes de Apuleia leiocarpa, com conteúdo de umidade

inicial e após 24 h de embebição

Fig.2. Velocidade de descongelamento em nitrogênio líquido de

sementes de   Apuleia leiocarpa, com conteúdo de umidade

inicial e após 24 h de embebição

Constatou-se que a menor velocidade de congelamento

ocorreu para a  testemunha com vermiculita e a maior

velocidade de descongelamento ocorreu para sementes

embebidas com vermiculita. Aparentemente, a vermiculita

não atuou como isolante térmico, nas condições de

realização do experimento.

Tanto a testemunha quanto as sementes embebidas não

expostas ao nitrogênio líquido apresentaram baixos valores

de germinação, quais sejam 10% testemunha e 30%

sementes embebidas (Fig. 3). O congelamento rápido e o

descongelamento lento tiveram efeito favorável sobre a

germinação das sementes, ainda que as sementes

embebidas com vermiculita tenham atingido 80% de

germinação. Todos os valores de germinação de sementes

expostas ao nitrogênio líquido foram significativamente

maiores que aqueles observados para as sementes não

expostas à temperatura criogênica. Tais resultados

confirmam observações feitas sobre a remoção de

dormência física de sementes pela ação de nitrogênio

líquido, seja induzindo rupturas ou seja formando uma

rede de fissuras nas estruturas que envolvem o embrião

(Busse,1930; Brant et al, 1971).

Segundo os resultados obtidos, sementes de Apuleia

leiocarpa podem ser preservadas à temperatura de -196ºC,

adotando-se congelamento rápido, taxas entre

236,7ºC.min.-1 e 304,4ºC.min.-1, e descongelamento

lento, taxas entre 6ºC.min.-1 e 7,5ºC.min.-1 .
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Fig. 3.  Germinação de sementes de Apuleia leiocarpa, com

conteúdo de umidade    inicial e após 24 h de embebição


