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RESUMO

As técnicas de criopreservação de sementes têm sido muito utilizadas para a conservação a
longo prazo de sementes em bancos de germoplasma. Ultimamente, houve um grande
avanço das pesquisas em criopreservação de sementes resultando em protocolos de conser-
vação para cerca de 100 espécies. Entretanto estas pesquisas tem sido desenvolvidas com
sementes de espécies de clima temperado e frio e pouco tem sido realizado com as espécies
de sementes de clima subtropical e tropical. O objetivo deste trabalho foi estudar o compor-
tamento das sementes de espécies florestais nativas brasileiras na conservação em nitrogê-
nio líquido. Este trabalho foi executado no Laboratório de Fisiologia de Sementes da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. As amostras de sementes foram coletadas no
Cerrado. Foram estudadas as sementes de 13 espécies pertencentes a 7 famílias botânicas
relacionadas a saber: Aegiphila lhotzkiana Cham. (Verbenacaeae); Albizia lebbeck (L.) Benth.
(L.Mimosoideae); Anadenanthera macrocarpa Benth. (L.Mimosoideae); Bauhinia
sp..(L.Caesalpinoideae); Cassia ferruginea (Schrader.) Schrader Ex DC. (L. Caesalpinoideae);
Chorisia speciosa St.Hil. (Bombacaceae); Hymenae stignocarpa Mart. ex Hayne
(L.Caesalpinoideae); Mimosa setosa Benth (L.Mimosoideae); Platypodium elegans Vog.
(L.Papilionoideae); Qualea parviflora Mart. Warm. (Vochysiaceae); Roupala montana Aubl.
(Proteaceae);  Sclerolobium aureum (Tul.) Benth. (L.Caesalpinoideae);  Tabebuia umbellata
(Sond.) Sandw. (Bignonaceae).  A umidade inicial das sementes variou de 5,41% a
25,17%, apresentando uma média de 10,89 % e após secagem a variação foi de 3,46% a
7,54%, ficando a média em 5,93%.  As sementes apresentaram uma média inicial da
germinação de 64,92%, e após o período de congelamento a média foi de 62,23%. Os
resultados indicaram para as espécies estudadas que as sementes secas resistiram a tempera-
tura de -196ºC, sugerindo que esta técnica poderá ser usada para a conservação das
espécies florestais nativas em bancos de germoplasma.

INTRODUÇÃO

O Brasil, com uma extensa superfície de terras contínuas dispõe de diferentes ecossistemas
sendo considerado um dos países de maior diversidade biológica do globo
(UNEP,1992;Brasil,2002). Em geral, os recursos naturais do País tem sido pouco estuda-
dos, esta situação indica a necessidade de estudos que visem o melhor conhecimento e uso
desta diversidade biológica e consequentemente, o estabelecimento de estratégias de
conservação em função da destruição dos habitats naturais pelo homem através das queima-
das, poluição das águas, expansão das áreas agrícolas e das áreas urbanas (Dias, 1994).

A semente é a forma pela qual a planta sobrevive o máximo de tempo com o mínimo de
atividade fisiológica. Na conservação de sementes, deve-se prestar atenção às características
fisiológicas  que afetam a longevidade de cada espécie quando submetidas a  baixos níveis
de umidade e a temperaturas abaixo de zero. Segundo Roberts (1973) as sementes são
classificadas como  ortodoxas quando são capazes de manter a sua viabilidade após serem
desidratadas e expostas a baixas temperaturas e são recalcitrantes quando não suportam
desidratação e baixas temperaturas de armazenamento. Ultimamente surgiu através de novos
estudos o comportamento das sementes “intermediárias”, ou seja, que são sensíveis ou a
desidratação ou a temperaturas baixas (Ellis, 1990).

As técnicas de criopreservação de sementes têm sido muito utilizadas para a conservação a
longo prazo de sementes em bancos de germoplasma. Ultimamente, houve um grande
avanço das pesquisas em criopreservação de sementes resultando em protocolos de conser-
vação para cerca de 100 espécies. Entretanto estas pesquisas tem sido desenvolvidas com
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sementes de espécies de clima temperado e frio e pouco
tem sido realizado com as espécies de sementes de clima
subtropical e tropical. Por outro lado, o avanço da agricul-
tura no Brasil tem causado uma grande perda das espécies
florestais nativas. A criopreservação de sementes pode ser
uma forma de conservar a biodiversidade das espécies
florestais das regiões subtropicais e tropicais do país.

Os estudos de armazenamento de sementes provaram que
vários fatores influenciam no comportamento das sementes
durante o armazenamento, tais como: a qualidade fisiológi-
ca inicial das sementes (viabilidade e vigor), o teor de
umidade, a temperatura, condições da secagem,
beneficiamento inapropriado, umidade relativa do ar,
colheita imprópria, entre outros (Bewley & Black, 1984).

Durante a conservação, o conteúdo de umidade das
sementes é um dos fatores que mais influencia a
longevidade, e a garantia de um armazenamento seguro
está relacionada com a desidratação (Harrington, 1972).
Portanto, o tempo de vida de uma semente ortodoxa é
função, dentre outros fatores, do conteúdo de umidade da
semente e da temperatura de armazenamento (Bewley &
Black,1984).

A secagem das sementes é um dos fatores que interagem
no prolongamento de sua vida. Durante o preparo das
sementes para o armazenamento, as mesmas devem ser
desidratadas até atingir  um nível de umidade  em torno de
3 a 7%, dependendo da espécie. A velocidade de secagem
das sementes depende do tempo, temperatura e umidade
relativa do ar, bem como das características intrínsecas da
semente, tais como teor de água inicial, composição
química, tamanho e área superficial (Carvalho e Nakagawa,
2000). Uma vez secas, as sementes são embaladas em
sacos aluminizados e impermeáveis, para evitar que
absorvam umidade e armazenadas em câmaras frias (IPGRI,
1994;Faiad, 1998).

A criopreservação compreende a conservação de material
biológico a temperaturas ultra-baixas, em nitrogênio líquido
a -196oC, ou em sua fase de vapor ao redor de -150°C.
Às temperaturas ultra-baixas do nitrogênio líquido o
metabolismo celular e todos os processos bioquímicos são
significativamente reduzidos e a deterioração biológica é
virtualmente paralisada (Kartha, 1985) e como
consequência quase não ocorre deterioração biológica do
material durante o armazenamento. Esta técnica tem sido
recomendada para a conservação de sementes por longos
períodos de tempo (Stanwood,1984; Stanwood & Bass,
1978). O aumento na longevidade da semente reduziria a
freqüência das atividades de multiplicação, diminuindo o
risco de contaminação e modificações na composição
genética do acesso original (Stanwood & Roos,1979).
Stanwood (1985) indica que sementes de 155 espécies

agrícolas sobreviveram ao congelamento em nitrogênio
líquido.
Resultados obtidos após congelamento em NL de semen-
tes de espécies florestais indicam que as de aroeira
(Astronium urundeuva) (Medeiros et al., 1992) e joazeiro
(Ziziphus joazeiro) (Salomão,1995) podem ser
criopreservadas.

Estudos devem ser conduzidos no  processo de desidrata-
ção, uma vez que o conteúdo de umidade é o mais crítico
fator relacionado com a criopreservação. Existe um limite
máximo de umidade para o congelamento, acima do qual
ocorre a redução da viabilidade da semente durante
congelamento e descongelamento em nitrogênio Líquido
(Stanwood,1985).

O objetivo deste trabalho foi estudar o comportamento da
viabilidade das sementes das espécies florestais
subtropicais e tropicais nativas na imersão em nitrogênio
liquido visando a sua conservação a longo prazo.

MATERIAL E MÉTODOS

As amostras de sementes de 13 espécies florestais
pertencentes a 7 famílias foram colhidas no bioma Cerrado
entretanto nem todas são nativas deste bioma. Os traba-
lhos foram desenvolvidos no Laboratório de Fisiologia de
Sementes da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
A lista das espécies das sementes, suas famílias botânicas
e o numero de amostras trabalhadas encontra-se na Tabela
1.

Todas as amostras das sementes foram fumigadas logo
após a coleta. Foram  limpas de impurezas (sementes
quebradas e outros materiais), beneficiadas (retiradas do
fruto) e homogeneizadas visando a sua uniformização. O
conteúdo de umidade das amostras foi avaliado de acordo
com as Regras de Análise de Sementes - MAPA, (Brasil,
1992), ou seja, duas repetições são colocadas em estufa a
105±3ºC por 24 horas e o peso das sementes é avaliado
antes e depois deste período. O numero de sementes
usado neste teste variou de acordo com o tamanho das
sementes das espécies.

As Regras de Analise  de Semente - MAPA ainda não têm
métodos específicos para estas espécies estudadas,
portanto, todas as sementes das espécies foram  avaliadas
da mesma forma ou seja, colocadas em papel toalha
umedecido à temperatura de 25ºC constantes. O número
de sementes usadas para a avaliação da viabilidade
dependeu do número de sementes de cada amostra,
entretanto sempre com 2 ou 4 repetições. Sementes com
tegumento impermeável, como é o caso da Hymenea, e de
outras leguminosas foram escarificadas manualmente antes
da germinação. Foram consideradas viáveis as sementes
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Espécie Família n.º amostras 
 

Aegiphila lhotzkiana Cham. Verbenaceae 1 
Albizia lebbeck (L.) Benth. L.Mimosoideae 1 
Anadenanthera macrocarpa Benth. L.Mimosoideae 3 
Bauhinia sp. L.Caesalpinoideae 1 
Cassia ferruginea (Schrader.) Schrader Ex DC. L.Caesalpinoideae 1 
Chorisia speciosa St.Hil. Bombacaceae 4 
Hymenae stignocarpa Mart. Ex Hayne L.Caesalpinoideae 2 
Mimosa setosa Benth L.Mimosoideae 3 
Platypodium elegans Vog. L.Papilionoideae 1 
Qualea parviflora Mart. Warm.  Vochysiaceae 1 

Roupala montana Aubl. . Proteaceae 1 
Sclerolobium aureum (Tul.) Benth.   L.Caesalpinoideae 1 
Tabebuia umbellata (Sond.) Sandw.  Bignonaceae 2 

 

Tabela 1. Lista das espécies florestais, família e número de amostras trabalhadas

que emitiram radícula e parte aérea. A duração do teste
variou de acordo com a espécie. Sempre foi aguardado o
desenvolvimento completo das  plântulas.

Após as avaliações iniciais, as amostras de sementes
foram embaladas em sacos de papel tipo Kraft e colocadas
em câmara de secagem regulada nas condições de
20±3ºC e 12±3% de umidade relativa. Após 15 dias, as
amostras foram submetidas, novamente a determinação do
grau de umidade e a um novo teste de germinação para
avaliação das sementes quanto a resistência a desidrata-
ção. As amostras de sementes que não foram afetadas pela
desidratação foram embaladas em sacos aluminizados
(trifolheadas:polietileno-aluminio-polietileno) e fechados
hermeticamente com selagem a calor e imersas em tanques
contendo nitrogênio liquido por sete dias. Após esse
período as amostras de sementes foram retiradas e descon-
geladas a temperatura ambiente e novamente submetidas
ao teste de germinação.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na Tabela 2  estão apresentados os resultados comparati-
vos para cada espécie. A umidade inicial das sementes
variou de 5,41% a 25,17%, apresentando uma média de
10,89 % e após secagem a variação foi de 3,46% a
7,54%, ficando a média em 5,93%.  As sementes
apresentaram uma média inicial da germinação de
64,92%, e após o período de congelamento a média foi
de 62,23%.

As sementes de Aegiphila apresentaram germinação de
apenas 30% entretanto observa-se que a imersão no
nitrogenio liquido não afetou a germinação. Wetzel (1997)
trabalhando com as sementes desta espécie observou que

os índices germinativos eram, no máximo, de 50%, talvez
indicando ser uma característica de espécie. As sementes
de Albizia foram escarificadas por terem o tegumento
impermeável, este fato pode ter contribuído para o decrés-
cimo da percentagem da germinação após a imersão no
nitrogênio liquido. As sementes das espécies
Andenanthera, Bauhinia,  Hymenae e Mimosa, todas da
família de Leguminosas,  apresentaram (foram submetidas
a escarifição mecânica) um ligeiro aumento de germinação
após a imersão. As sementes de Cassia, Platypodium,
Sclerolobium e Roupala apresentaram um  decréscimo de
germinação após a imersão no nitrogênio liquido requeren-
do outros estudos e um maior numero de amostras para se
identificar a causa do decréscimo, que pode estar na
amostra coletada de forma inapropriada e a outras causas
(Bewley & Black, 1984). As sementes de Chorisia  pare-
cem não ter sido afetadas pela temperatura de –196 C.
podendo serem conservadas em tanques de nitrogênio
líquido.

As sementes de Qualea parviflora embora contendo,
inicialmente, teor de umidade das sementes que pode ser
considerado elevado (25,17%),  após secagem 8,46%
mesmo assim a temperatura de –196 C não afetou a sua
alta germinação, podendo ser conservada a longo prazo
em criotanques. As sementes da espécie de Tabebuia
apresentaram um aumento de germinação, sugerindo que
podem serem conservadas nestas condições. Diversas
podem ser as causas das sementes das espécies estudadas
que não apresentaram altas porcentagens de germinação
iniciais, o que pode ser atribuído a diversos fatores como
altos índices de contaminação fúngica (sementes coletadas
no chão), desuniformidade de maturação, ausência de
embrião, coleta de sementes imaturas, ataques de insetos,
etc. Verifica-se porém, que estas espécies resistiram a
imersão em nitrogênio líquido, embora algumas requeiram
mais estudos.
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Tabela 2. Sementes de espécies florestais, seu grau de umidade e porcentagem de Germinação: inicial, após secagem e
após nitrogênio líquido.

                 Espécie Umidade (%)                   Germinação (%) 
 

 Inicial Secas Inicial Após NL 
 

Aegiphila lhotzkiana Cham. 8,21 4,58 30 35 

Albizia lebbeck (L.) Benth 9,2 6,07 65 50 
Anadenanthera macrocarpa Benth 7,42 5,04 43 58 
Bauhinia sp. 13,78 6,89 90 95 
Cassia ferruginea (Schrader.) 
Schrader Ex DC. 

10,96 6,45 90 35 

Chorisia speciosa St.Hil 7,46 5,75 55 76 
Hymenae stignocarpa Mart. Ex Hayne 10,46 5,04 35 40 
Mimosa setosa Benth 5,41 3,46 70 95 
Platypodium elegans Vog. 12,46 5,43 40 35 
Qualea parviflora Mart. Warm 25,17 8,46 100 100 
Roupala montana Aubl. . 12,82 7,54 100 65 
Sclerolobium aureum (Tul.) Benth 9,3 6,45 60 50 
Tabebuia umbellata (Sond.) Sandw 8,97 6 66 75 
 

CONCLUSÃO

Os resultados obtidos sugerem a possibilidade da conser-
vação ex-situ das sementes florestais nativas de clima
tropical e subtropical em nitrogenio liquido. A
criopreservação vem comprovando sua eficiência na
conservação a longo prazo para a maioria das espécies
tolerantes à dessecação sugerindo ser uma forma de
conservação da diversidade biológica do País.
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