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Avaliacdo da Tolerancia de
Sementes de Joa (Zizyphus
Jjoazeiro) a Exposicdo ao
Nitrogénio Liquido

Antonieta Nassif Saloméo’

Resumo

A toleréncia de sementes - endocarpos - de Zizyphus joazeiro (Mart.) a
temperatura subzero de -196°C foi avaliada. As sementes foram expostas
diretamente ao nitrogénio liquido por 24 h e descongeladas lentamente a
temperatura ambiente. As sementes ndo se mostraram sensiveis ao nitrogénio
liquido e apresentaram maiores percentagem e velocidade de germinacédo que a
testemunha. Os resultados sugerem que as sementes s&o tolerantes ao
congelamento e que a criopreservacdo pode ser uma alternativa para a
conservacédo de germoplasma da espécie.

'Eng®. Florestal, Pesquisadora MsB., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.
E-mail: antoniet@cenargen.embrapa.br



Evaluation of Joa (Zizyphus
Joazeiro) Seeds Tolerance
to Liquid Nitrogen Exposqrg

Abstract

Zizyphus joazeiro (Mart.) seeds — endocarps - tolerance to subzero
temperature at -196°C was investigated. Seeds were directly exposed to
liquid nitrogen for 24 hours and thawed slowly at room temperature. Seeds
did not revel sensitivity to liquid Nitrogen and showed higher germination
percentage and germination rate than the control. The results suggest that
the seeds are freezing-tolerant and cryopreservation may be an alternative for
the species germplasm conservation.

Avaliacdo da Tolerancia de Sementes de Joa (Zizyphus Joazeiro) & Exposicdo ao
Nitrogénio Liquido

Introducao

Zizyphus joazeiro (Mart.) - Rhamnaceae - espécie arbdrea nativa da regido
semi-arida, é utilizada para fim farmacoldgico, alimenticio e forrageiro
(Matos, 1981). A espécie possui semente tolerante a desidratacdo, cuja
germinacéo é intermitente e dependente das temperaturas alternadas de
20-30°C, como observado para as sementes de outras espécies do género
Zizyphus (Murthy & Reddy, 1990; Salomao et al., 1991).

As condicdes de um banco de germoplasma convencional, onde as sementes
ortodoxas sdo armazenadas com baixo teor de umidade, em recipientes
hermeticamente fechados, a temperatura de -18°C, permitem que tanto a
respiracdo, quanto a deterioracdo dessa categoria de sementes sejam mantidas
em niveis aceitaveis (Hukill, 1963). A criopreservacdo as temperaturas de -
196°C (nitrogénio liquido) ou de -156°C (vapor de nitrogénio liquido) tem sido
indicada como um método mais eficiente para a conservacdo de sementes
ortodoxas. Isto porque, sob condicdes criogénicas, o metabolismo basal da
semente é cessado e a estabilidade genética é assegurada, favorecendo a
manutencado da longevidade e da integridade do germoplasma durante a
conservacdo (Stanwood, 1984).

Tem-se observado, no entanto, que o processo de congelamento e
descongelamento de material biolégico pode resultar em mudancas em suas
caracteristicas morfofisiolégicas (Breda et al., 1992). Em sementes ortodoxas, o
efeito deletério desse processo esta diretamente associado ao contetido de agua
e as propriedades fisico-quimicas das sementes, bem como a velocidade de
congelamento e descongelamento do material (Stanwood & Bass, 1981).

A tolerancia a dessecacdo ndo confere, necessariamente as sementes, tolerancia
ao congelamento em nitrogénio liquido (Dussert et al., 1998). Se sementes de
vérias espécies horticolas e agricolas, tolerantes a desidratacéo, segundo

' padrées recomendados para a criopreservacdo (Stanwood, 1985), podem ser

rotineiramente armazenadas a -196°C (Styles et al., 1982), sementes de Coffea
liberica, Lactuca sativa e Sesamum indicum respondem favoravelmente a
exposicdo a -196°C, quando seus niveis de umidade estdo acima daqueles
padrées recomendados (Normah & Vengadasalam, 1992; Juntilla & Stushnoff,
1977; Stanwood, 1987). Portanto, o conhecimento das caracteristicas da
semente, assim como dos fatores que podem comprometer sua sobrevivéncia
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em temperatura criogénica é fundamental na adocéo da criopreservacéo para sua
conservacao a longo prazo.

O objetivo desse estudo foi avaliar a tolerdncia de sementes de Z. joazeiro a
exposicdo ao nitrogénio liquido.

Material e Métodos

Material _

Sementes - endocarpos - de Z. joazeiro, de frutos coletados em Petrolina, PE,
foram despolpadas seguindo-se sucessivas lavagens em agua corrente e
secagem a temperatura ambiente (25°C), por dois dias. As sementes foram
acondicionadas em sacos de plastico e armazenadas a temperatura ambiente
(25°C), por sete meses. Apés esse periodo, o contetido de umidade das
sementes foi determinado a 105 + 3°C / 24 h, com duas repetices de

15 sementes. Os resultados foram expressos com base no peso fresco.

Exposicdao ao nitrogénio liquido

Dois recipientes criogénicos, contendo 200 sementes cada, foram imersos
diretamente no nitrogénio liquido. Apés 24 h de exposicéo a -196°C, as
sementes foram retiradas e descongeladas a temperatura ambiente, por 3 h.

Teste de germinacéao

Testes de germinagéo - testemunha e sementes submetidas ao congelamento
foram conduzidos, com quatro repeticdes de 100 sementes, em papel toalha e a
temperatura de incubacéo de 20-30°C (16h / 8h), por 30 dias. O critério
adotado para considerar a semente germinada foi a curvatura geotrépica positiva
da radicula (comprimento de 1 cm).

O tempo médio de germinacdo e a velocidade de germinagao foram calculados
segundo Labouriau & Pacheco (1979), onde:

Tempo médio de germinacao:

t (dias) =X (n,. t)/ X n, (X n=total de sementes germinadas e t = média ponderada

dos tempos de germinacéo t , —t)
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Velocidade de germinacéao:
V (dias™) =1/t
Variancia da velocidade de germinacéo :

S?V (dias?) = (V)*. S%,=%n (t,— t)2 /(-1 +%n,)

Determinacédo do padrdo de absorcédo de agua durante
a embebicéao

Curvas de embebicdo foram determinadas pesando-se as sementes durante as
seis primeiras horas apés o semeio, seguindo-se com pesagens diarias, até a
protrucdo radicular.

Analise estatistica
Os resultados de germinacdo foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA).

Resultados e Discusséao

O contetido de 4gua da semente é um fator preponderante para o sucesso do
congelamento. Esse nivel é varidvel entre as espécies e pode-lhes conferir maior
ou menor susceptibilidade aos danos resultantes da exposicdo ao nitrogénio
liquido (Becwar et al., 1983). A sobrevivéncia de sementes de Z. joazeiro, apds
a exposicdo a -196°C, néo foi comprometida por seu contetido de umidade de
7,7%. O efeito favoravel do nitrogénio liquido sobre as sementes de Z. joazeiro
foi evidenciado ao se comparar percentagens, tempos médios e velocidades de
germinacdo apresentados pelas sementes submetidas ao congelamento e por
aquelas ndo tratadas (Tabela 1 e Fig. 1). Efeito similar do nitrogénio liquido
foi observado em sementes de Solanum spp., com cerca de 6% de umidade,

‘e em sementes de Amburana cearensis, Aspidosperma discolor,

A. parvifolium, Astronium fraxinifolium, Jacaranda cuspidifolium, Magonia
pubescens, Tabebuia caraiba, T. impetiginosa e T. serratifolia, com contelidos de
umidade variando de 5,0 a 8,5%. Essas sementes sobreviveram a exposicéo a
temperatura subzero, sem comprometimento do tempo médio e da percentagem
final de germinacdo (Towill, 1982; Salom&o & Mundim, 1997).
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Tabela 1. Percentagem e velocidade de germinacdo de sementes de Zizyphus joazeiro
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Testemunha

" percentagem final de germinacéo

2 significancia P = 0,5%
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Fig. 1. Percentagens de germinacdo cumulativa de sementes de Zizyphus joazeiro.

A germinabilidade das sementes de Z. joazeiro n&o foi afetada pelo congelamento
répido. Tanto as sementes submetidas ao congelamento, quanto aquelas nao
tratadas apresentaram o mesmo padréo de producéo e crescimento radicular.

Se para as sementes dessa espécie 0 congelamento rapido ndo comprometeu sua
germinabilidade, provavelmente, o descongelamento lento foi decisivo para a
manutencédo da germinabilidade. O efeito positivo do descongelamento lento foi
relatado para sementes ortodoxas de outras espécies. Sementes de Setaria
Jutescens aumentaram a percentagem de germinacdo de 40 para 70% ao serem
descongeladas lentamente (Jordan et al., 1982). Sementes de Manihot esculenta
tiveram alto indice de sobrevivéncia quanto submetidas ao descongelamento
lento, independente da velocidade de congelamento (Marin et al., 1990).
Sementes de Manihot glaziovii atingiram maior percentagem de germinacéo ap0s
descongelamento lento, precedido por congelamento rapido

(Saloméo et al., 1997a).

11
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As curvas de embebicdo mostraram um padréo trifdsico, tanto para as sementes
submetidas ao congelamento, quanto para a testemunha, apesar da diferenca de
absorgéo de 4gua entre as sementes tratadas e ndo tratadas (Fig. 2 a e b).
Sementes tratadas absorveram dgua mais lentamente durante as duas primeiras
fases de embebicdo. O aumento de absorgdo de dgua deu-se a partir de 96 h de
embebic&o e a protrusdo radicular ocorreu 140 h apés o semeio. Essa lenta
absorcdo de dgua durante as fases iniciais poderia ser atribuida & desorganizacéo
mecénica das estruturas do endocarpo, devido ao estresse térmico. Nesse caso,
0 encocarpo teria protegido a semente de danos fisicos e mecéanicos decorrentes
do estresse térmico. A funcéo protetora do endocarpo foi evidenciada em
sementes de Coffea liberica. A maior taxa de sobrevivéncia dessas sementes foi
obtida quando expostas ao nitrogénio liquido com o endocarpo

(Normah & Vengadasalam, 1992). Tem sido sugerido que, para sementes
dessecadas, a rapida reidratacdo pode resultar em injurias. Entretanto, é durante
o processo de reidratacdo que ocorrem os reparos dos danos fisicos e a
retomada da atividade metabdlica das sementes (Sherwin & Farrant, 1996).
Mecanismos de reparo, possivelmente, ocorreram durante as etapas
subsequentes de embebicéo, os quais propiciaram a expressdo dos efeitos
benéficos do congelamento sobre as sementes de Z. joazeiro. Durante o
congelamento de sementes de Setaria lutescens, formaram-se fissuras na testa
impermedvel a dgua, o que favoreceu a embebicéo e, conseqlientemente, a
germinacédo (Jordan et al., 1982). Resultados similares foram observados em
sementes de Nicotiana occidentales e de Schinopsis brasiliensis, as quais
apresentaram maior velocidade de germinac&o apds o armazenamento em
nitrogénio liquido (Touchell & Dixon, 1993; Salomé&o et al., 1997 b). E possivel
que o congelamento tenha induzido o amolecimento do rigido endocarpo de

Z. joazeiro ou a formacéo de fissuras em sua superficie, o que promoveu a
embebicéo e, por conseguinte, a germinacdo. Os resultados obtidos nesse
estudo indicam que sementes de Z. joazeiro sdo tolerantes e respondem
favoravelmente a exposicdo ao nitrogénio liquido. Esses resultados permitem
considerar a criopreservacdo como uma alternativa promissora para a
conservacéo a longo prazo de germoplasma da espécie.
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Fig. 2. Curvas de embebicdo de sementes de Zizyphus joazeiro curvas normais (A) e

regressao linear (B).
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