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RESUMO: Tradicionalmente, a determinacdo das condicdes ideais para a conservacdo de sementes
é obtida através de experimentos que estudam a combinacéo dos fatores: teor de agua e temperatura
de armazenamento, monitorando a viabilidade das sementes ao longo do tempo. Ante 0 exposto,
objetivou-se determinar o Teor de Agua Limite para Crioconservacdo das sementes de romé,
quando armazenadas nas temperaturas de -170 e -196 °C. As sementes passaram por um processo
de umedecimento e secagem até atingirem os teores de agua de 4; 6; 8; 10; 12 e 14% b.u.; logo
apos, foram crioconservadas durante cinco dias e, em seguida, descongeladas gradativamente nas
temperaturas de -196, -170, -80, 10 °C e ambiente, com intervalo de 3 horas para cada temperatura,
para entdo serem realizados os testes de germinacdo e vigor. Para efeito de analise comparativa,
utilizou-se da armazenagem das sementes a 25 °C e 70% de umidade relativa por igual periodo de
tempo (5 dias). O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente casualizado, com arranjo
fatorial 6 X 3, representado pelos teores de agua e temperaturas, empregando-se quatro repeticdes
por tratamento. Pode-se concluir que o melhor porcentual de germinacdo e vigor das sementes de
roma foi obtido quando essas sementes foram crioconservadas em vapor de nitrogénio (-170 °C),
com umteor de dgua de 10% b.u.
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WATER CONTENT LIMIT FOR CRYOPRESERVATION OF POMEGRANATE SEEDS
(Punica granatum L.)

ABSTRACT: Traditionally, determining the ideal conditions for seed storage is obtained from
experiments that study the combination of two factors: water content and storage temperature,
monitoring the viability of the seeds over time. Based on the foregoing, the aim was to determine
the water content limit to the freezing of the pomegranate seeds by cryogenics system, when stored
at temperatures of -170 and -196 °C. The seeds have undergone to a process of wetting and drying
until they achieve the moisture content of 4, 6, 8, 10, 12, and 14% on wet basis; shortly after, they
were cryopreserved for five days and then defrosted gradually at temperatures of -196, -170, -80, 10
°C and room temperature with an interval of 3 hours for each temperature, in order to be conducted
tests of germination and vigor. For purpose of a comparative analysis it was used storage of seeds at
25 °C and 70% relative humidity for the same period of time (5 days). The statistical design was
completely randomized with 6 X 3 factorial arrangement represented by the water content and
temperature, using four replicates per treatment. It can be concluded that the best percentage of
germination and vigor of a pomegranate was obtained when these seeds were cryopreserved in
nitrogen vapor (-170 °C), with a water content of 10% w.b.

KEYWORDS: seeds, cryogenic storage, physiological quality.

INTRODUCAO

O Brasil possui uma das maiores diversidades vegetais do mundo e inimeras experiéncias
vinculadas ao conhecimento de plantas medicinais e tecnologia para correlacionar o saber popular e
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o cientifico (ALBUQUERQUE & HANAZAKI, 2006). No entanto, a extin¢do ainda é uma
preocupacdo dos conservacionistas, pois representa o desaparecimento de linhagens evolutivas. A
atividade humana, através da reducédo e fragmentacdo de habitats, da introducdo de novas espécies e
da superexploracdo dos recursos naturais, é a principal responsavel pela atual taxa de extin¢do das
espécies e consequente perda de biodiversidade (PRIMACK & RODRIGUES, 2006).

A conservagdo, em seu conceito mais amplo, representa a preservagdo, manejo e uso de
recursos genéticos conhecidos, de forma que eles possam produzir o maximo de beneficios
sustentdveis para a geracdo presente, enquanto mantéem seu potencial para usos futuros
(BIOVERSITY INTERNATIONAL, 2006). Nesse enfoque, vale salientar a importancia do tema
em estudo devido & importancia da preservacao dos recursos genéticos da espécie de roma (Punica
granatum L.) na busca do seu melhoramento genético e na manutengao de estoques das sementes.

A espécie P. granatum é um arbusto ou pequena arvore nativa da Asia e tem sido usada como
adstringente, hemostatica, antidiabética, anti-helmintica e antidiarreica. E popularmente conhecida
no Brasil como ‘roma” e seus frutos (pericarpo) Sd0 ricos em taninos hidrolisdveis, como a
punicalagina, punicalina e acido elagico. Também contém antocianosideos, como 3-glucosideos e
3-5, digluconosideos de delfinidina, cianidina e pelargonidina. Além disso, contém acidos
organicos, incluindo &cido ascorbico e citrico (CATAO et al., 2006).

Consideradas uma das estruturas encarregadas da propagac¢do das plantas, as sementes s&o
constituidas de dgua e matéria seca, nas quais se encontram os polissacarideos, proteinas, 0leos,
cinzas e vitaminas. O termo teor de agua refere-se a quantidade de dgua existente na semente em
relacdo a sua massa total, sendo esta, funcdo da umidade relativa do ar e da temperatura do
ambiente (ALMEIDA et al., 2006).

Determinar como o teor de &gua influencia a longevidade das sementes é logisticamente
dificil porque os experimentos relacionados & deterioracdo de sementes sdo de longo prazo,
exigindo muitos anos para detectar mudancas na viabilidade e no vigor das sementes. O principio
destes experimentos é simular, sob condi¢Ges adversas (submeter lotes de sementes com diferentes
teores de dgua a temperaturas elevadas), 0s mesmos processos de deterioracdo que as sementes
teriam sob armazenamento em condi¢cdes amenas (WALTERS et al., 2005).

Para a obtencéo de resultados confiaveis dos testes de germinacdo, é necessaria a utilizagao de
condigBes-padrao, indicadas nas Regras para Analises de Sementes (BRASIL, 2009). Isso significa
que as condigcOes sob as quais séo realizados esses testes sdo controladas de forma a atender aos
requisitos ambientais ideais & germinacdo das sementes de cada espécie.

A crioconservacdo tem-se revelado uma importante técnica para a manutencdo da qualidade
fisiologica de sementes e materiais vegetais armazenados. Essa técnica consiste na conservacdo do
material em nitrogénio liquido & temperatura de -196 °C e na sua forma de vapor de nitrogénio a -
170 °C. Nessas temperaturas, 0s processos metabolicos que necessitam de energia térmica
praticamente sdo paralisados, fazendo com que os processos de deterioracdo do material ocorram de
forma muito lenta, podendo ser armazenados por periodos prolongados (COELHO, 2006).

Quando as condi¢cdes ambientais sdo inadequadas e o teor de agua de equilibrio das sementes
se eleva a determinados niveis que passam a ser improprios para a conserva¢do de um determinado
material, inicia-se, nessas condicdes, a perda acentuada da qualidade fisiologica (GOLDFARB et
al., 2008). Portanto, antes de crioconservar sementes, € necessario conhecer o teor de agua ideal que
as mesmas devem ser armazenadas na temperatura criogénica, pois se este teor de agua ideal ndo
for determinado, as sementes podem perder sua viabilidade durante 0 armazenamento criogénico,
inviabilizando o uso dessa técnica.

Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar o Teor de Agua Limite para a
Crioconservacdo (TALC) das sementes de romad (Punica granatum L.), levando-se em consideracao
a importancia dos estudos referentes a exploracdo de forma racional dos recursos genéticos.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Sementes e no Setor de Criogenia do
Laboratério de Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas (LAPPA) da Unidade
Académica de Engenharia Agricola, Universidade Federal de Campina Grande (UFCG — PB).
Foram utilizadas sementes de romd@ oriundas de frutos fisiologicamente maduros (pericarpo
amarelado com manchas vermelhas), adquiridos na Fazenda Aguas do Tamandud, no sertio
paraibano de Sousa — PB, coletados no periodo de janeiro de 2012 (Figura 1). Os frutos foram
lavados, sanitizados com agua clorada (10 ppm de cloro livre) e cortados no sentido longitudinal
para a remocao das sementes que, em seguida, foram colocadas sobre uma peneira e maceradas com
um pistilo a temperatura ambiente (£ 25 °C), imersas em agua destilada por 24 horas para a
remocdo da sarcotesta, seguido de secagema sombra.
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A determinacdo do teor de agua inicial das sementes (Equacdo 1) foi realizada a partir do
método-padrdo da estufa a 105 + 3 °C, utilizando-se de quatro subamostras de 5 g de sementes,
acondicionadas em recipientes metalicos, onde permaneceram durante 24 horas. ApGs esse periodo,
foram retirados da estufa, tampados rapidamente, resfriados em dessecador durante 15 minutos e
pesados em balanca analitica com precisdo de 0,0001, como prescrito nas Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 2009). O resultado final foi expresso pela média aritmética das subamostras.

100 (P —p)

% de Teor de Agua =
ol P—_¢t (1)

emque,
P = peso inicial, peso do recipiente e sua tampa mais 0 peso da semente Umida;
p = peso final, peso do recipiente e sua tampa mais o0 peso da semente seca,
t = tara, peso do recipiente com sua tampa.

Apobs a determinacdo do teor de &gua inicial, as sementes de roma foram submetidas a um
processo de umedecimento ou secagem, até atingirem teores de Aagua estabelecidos para o0s
diferentes ensaios de determinagéo do TALC (4; 6; 8; 10; 12 e 14% b.u.).

No procedimento de secagem das sementes, as amostras foram colocadas em um dessecador
contendo silica gel, sendo realizadas pesagens consecutivas dos lotes até atingirem 0s pesos
referentes aos teores de dgua desejados. Para o acréscimo do teor de agua, as sementes foram
umedecidas de forma uniforme, em cesta de arame com quatro suportes em sua base; este material
foi colocado no interior de uma bandeja plastica com agua destilada até o nivel dos suportes, sem
atingir as sementes. Todo o material (bandeja e cesta com sementes) foi envolvido por um saco
plastico de alta densidade, vedado e, em seguida, levado a uma camara de refrigeracdo com
temperatura de 10 °C, sendo pesado a cada hora, utilizando uma balanca eletronica, com precisdo de
0,001 g até atingir os pesos referentes aos teores de agua desejados.
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A perda ou ganho de &gua pelas sementes foi determinada por meio da [eq.(2)]:
100 — X,

Pr=P, X ——
100 — X,

emque,

Ps = peso final da amostra (g);

Pi = peso inicial da amostra (g);

Xi = teor de &gua inicial das sementes (% b.u.),

X¢ = teor de dgua desejada das sementes (% b.u).

Os valores experimentais dos processos de umedecimento e secagem das sementes de roma
foram ajustados a uma equacdo exponencial através de regressdo ndo-linear, em funcdo do tempo
em minutos. Esse comportamento foi avaliado tomando por base lotes de 1000 sementes, 0 que
corresponde & massa de 29,32 g.

Para determinacdo do TALC, foram formados seis lotes de sementes com teores de agua
ajustados para 4; 6; 8; 10; 12 e 14% em b.u. As sementes foram acondicionadas em tubos
cilindricos de aluminio (Canister), separadas por teor de &gua e acondicionadas em botijoes
criogénicos isolados com vacuo parcial (Figura 2), o que confere, ao botijdo, a capacidade de
manter o nitrogénio em estado liquido (N,L) a-196 °C (CAVALCANTI MATA et al., 2004).
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FIGURA 2. Botijao criogénico que armazena as sementes a temperatura de -170 °C (A) e -196 °C
(C). Cryogenic container that stores the seeds at a temperature of -170 °C (A)
and -196°C (C).

Decorrido um periodo de cinco dias de crioarmazenamento, as sementes foram submetidas a
descongelamento gradativo (-196; -170; -80; 10 °C e temperatura ambiente) com intervalo de trés
horas para cada temperatura. Em seguida, foram submetidas a uma avaliacdo da qualidade
fisiologica através dos testes de germinacdo e de vigor. Para uma analise comparativa, 0S mesmos
testes foram realizados para um lote de sementes armazenadas pelo periodo de cinco dias, a
temperatura ambiente de aproximadamente 23 °C e umidade relativa (UR) média de 70%.

N&o ha, nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009), um protocolo que descreva a
metodologia para avaliar as sementes de romd (Punica granatum L.); portanto, o teste de
germinacdo adotado foi determinado através de procedimentos experimentais. Foram utilizadas
quatro repeticdes de 50 sementes por tratamento, semeadas em bandejas plasticas com dimensdo de
56 x 31,5 x 7,0 cm. O substrato utilizado foi a vermiculita, que foi umedecida com agua destilada, e,
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sempre que necessario, substrato era umedecido novamente; consideraram-se germinadas as
sementes que emitiram 10 mm de radicula no 10° dia ap6s a semeadura, sendo as contagens
realizadas a cada cinco dias.

Os testes de vigor foram determinados através do comprimento da plantula e do peso da
matéria seca. Para a determinacdo do comprimento das plantulas, foi utilizado um paquimetro com
precisdo de 0,01 mm, sendo avaliada a altura das plantulas normais (sistema radicular desenvolvido,
presenca de hipocétilo e cotilédones) (GOLDFARB et al., 2010). A determinacdo do peso da
matéria seca, das plantulas consideradas normais de cada repeticdo, foi realizada retirando-as do
substrato e colocando-as em saco de papel, as quais, separadas por tratamento e repeti¢cdes, foram
colocadas para desidratacdo em estufa a 70 £ 3 °C, até a obtencdo do peso constante. Depois deste
periodo, a matéria seca foi retirada da estufa e colocada para resfriar em um dessecador, pelo
periodo de 15 minutos, seguido de pesagem em balanca eletrénica, com precisdo de 0,01 g. O peso
seco foi calculado através da fdrmula proposta por VIERA & CARVALHO (1994).

O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 6 X
3, representado pelos teores de dgua de 4; 6; 8; 10; 12 e 14% em b.u. e temperaturas de 25, -170 e -
196 °C, empregando-se quatro repeti¢des por tratamento. Foram realizadas a analise de variancia e a
comparacdo das médias dos tratamentos, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando o
programa computacional ASSISTAT, versdo 7.6 beta (SILVA & AZEVEDO, 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O valor do teor de agua inicial das sementes de romd foi de 10,6% (b.u.). Os valores
experimentais referentes ao processo de umedecimento e secagem das sementes em funcdo do
tempo estdo demostrados nas Figuras 3 e 4:

Umidificacdo das sementes de roma
14,5 T T T . . . . . .

14,0

13,5

13,0

12,5

12,0 X =10,333 exp (0,0287 t %47y R?=98,55%

11,5

Teor de agua (% base Umida)

11,0

10,5

10,0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Tempo (min.)

FIGURA 3. Valores experimentais do umedecimento das sementes de romd em funcdo do tempo.
Experime ntal values of the moistening of pomegranate seeds versus time.
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Secagem das sementes de roma
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FIGURA 4. Valores experimentais da secagem das sementes de romd em funcdo do tempo.
Experime ntal values of pomegranate dried seeds versus time.

Os dados experimentais do processo de umedecimento e secagem foram ajustados por
regressdo. Tais processos foram facilitados pelo fato de as mesmas se encontrarem livres da
sarcotesta, 0 que expBe o tegumento a maior absor¢do e desidratacdo. O modelo ndo linear
representou satisfatoriamente os valores experimentais, apresentando elevado valor para o
coeficiente de determinagéo (R?).

A germinacdo e o vigor das sementes de roma com os teores de dgua descritos anteriormente
e submetidas a armazenagem por cinco dias, a temperatura ambiente (25 + 2 °C), imersdo em vapor
de nitrogénio (-170 °C) e nitrogénio liquido (-196 °C), encontram-se na Tabela 1. De acordo com 0s
resultados, observou-se que as sementes com teor de agua abaixo de 6% e acima de 12%, quando
imersas no vapor de nitrogénio e nitrogénio liquido, apresentaram reducdo dos valores de
germinacdo, indicando resultados negativos quando expostas ao frio, além de apresentarem
diferencas estatisticas entre os teores de agua a 10 e 12%, quando crioarmazenadas em nitrogénio
liquido. Observou-se também que, para as sementes armazenadas a temperatura ambiente e
crioarmazenadas em nitrogénio liquido, com teores de dgua entre 4 e 8% b.u., os resultados para
germinacao foram estatisticamente iguais para o teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Diversas pesquisas ttém demonstrado que o porcentual do teor de dgua das sementes interfere
no processo de crioconservacdo. De acordo com TRESENA et al. (2010), sementes de ipé-amarelo
com teores de dgua acima de 4% (b.u.) apresentaram um decréscimo significativo nos testes de
germinacdo e vigor quando armazenadas a temperatura ambiente e crioarmazenadas em nitrogénio
liquido. Ja nos procedimentos experimentais realizados por GOLDFARB et al. (2008), as sementes
de pinhdo-manso podem ser crioconservadas a temperatura de -196 °C, com teor de dgua entre 4 e
8% (b.u.), pois sua germinacdo e seu vigor ndo sdo alterados significativamente. No entanto, o teor
de agua limite para a crioconservacdo das sementes de pinhdo-manso foi estabelecido como sendo
8% (b.u.).

Segundo MARCOS FILHO (2005), as variacbes de temperatura afetam a velocidade, a
percentagem e a uniformidade de germinacdo. Portanto, a temperatura Otima é aquela que
possibilita a combinacdo mais eficiente entre a porcentageme a velocidade de germinacao.
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TABELA 1. Valores médios de germinacéo e de vigor em fungdo do teor de &gua das sementes de
romd (Punica granatum L), armazenadas em crioconservacdo (-170 e -196 °C) e a
temperatura ambiente (25 °C), por um periodo de cinco dias. Average values of
germination and vigor according to water content of pomegranate seeds (Punica
granatum L.), stored in cryopreservation (-170 and -196 °C) and at room
temperature (25 °C), for a period of five days.

Germinacao Vigor
(%) Comprimento da Plantula (mm) Matéria Seca (g)
TA%bu. 25°C -170°C -196°C 25°C -170°C -196°C 25°C -170°C -196°C
4 68,0aA 62,0aC 62,0aA  25,0475abA 23,3300bA  28,5600aA  0,461aC  0,211bF 0,209bE
6 69,58A  69,0aBC 66,5aA  25,6450aA 27,7375aA 28,1050aAB  0,555bA  0,573aD 0,433cC
8 68,58A  70,0aBC 67,58A  25,6700aA 25,3800aA 23,4275aAB 0,423bD  0,653aC  0,360cD
10 69,0bA 83,0aA 69,5bA  25,0400aA 26,4925aA 25,6400aAB  0,517bB 1,485aA  0,471cB
12 67,0bA  76,53AB 68,5abA  26,5875aA 26,4500aA  25,6400aB  0,345cE 0,851aB  0,730bA
14 68,5aA 62,0aC 62,0aA  29,1300aA 25,8225abA 23,2700bAB 0,514aB  0,311bE 0,212cE
Média 68,42 70,42 66,00 26,19 25,87 25,29 0,469 0,681 0,402
dmscomnasz 8,68 de|inh35:lo,63 dmscolunas:4v47 dmslinhas:5147 dmsc0|un3520,016 dmslinhas:O:O]-g
CV%= 61,51 CV%-=10,16 CV%=1,97

M édias seguidas pelas mesmas letras, minusculas nas colunas e maidsculas nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Ainda em relacdo a viabilidade dessa espécie, observa-se disparidade tanto na germinagéo
como no vigor (matéria seca), na temperatura de -170 °C, indicando que a mesma € fragil com
relacdo a sua armazenabilidade e qualidade fisioldégica, sendo o teor de agua limite para a
crioconservacao da semente, nessas condicdes, emtorno de 10 a 12% b.u.

Em estudos referentes a manutencdo de bancos de germoplasma, ALMEIDA (2006) afirma
que o teor de dgua, a composicdo quimica e as velocidades de congelamento e descongelamento sdo
fatores determinantes do efeito da crioconservagdo sobre as sementes, assim como as sementes de
menor tamanho, uma composicdo quimica rica em lipideos ou welocidade de
congelamento/descongelamento inadequadas pode afetar a viabilidade das mesmas.

Nessa perspectiva, estabeleceu-se, ao longo dessas Ultimas décadas de pesquisa com
crioconservacdo de sementes, que existiria um limite maximo de teor de agua para 0 seu
congelamento (High Moisture Freezing Limit - HMFL ou Teor de Agua Limite para a
Criopreservacao - TALC), acima do qual a viabilidade das sementes fica reduzida (STANWOOD,
1985).

Buscando avaliar o sucesso da crioconservacgao, varios pesquisadores tém trabalhado nesse
tema, como, por exemplo, ROCHA et al. (2009), que testaram as sementes das cultivares de
algodoeiro BRS-Verde (V1), BRS-200-Marrom (V2), BRS-187-8H-Branco (V3) e 6M-Moco-
-Branco (V4) provenientes da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (CNPA/EMBRAPA).
Neste trabalho, os autores concluiram que a crioconservacdo aumentou o percentual de germinacéo
e de vigor das sementes de algoddo, em razdo de essa temperatura promover a quebra de dorméncia
pela acéo do frio.

Pesquisas a respeito da crioconservacdo de sementes de interesse econdmico estdo sendo cada
vez mais estudadas, podendo citar GOLDFARB et al. (2010%), que estudaram o armazenamento
criogénico de sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), com o objetivo de preservagdo dos
recursos genéticos dessa espécie para selecdo, melhoramento genético e manutencdo de estoques
para o futuro. Esse trabalho mostrou que as sementes mantiveram sua viabilidade e os indices de
vigor durante os periodos de crioconservacao.

O comportamento apresentado pelas sementes de roma pode também estar associado a
sensibilidade a dessecacdo que algumas espécies apresentam, refletindo no processo de germinacao.
Segundo ROBERTS (1973) citado por LOPES et al. (2001), sementes que ndo toleram dessecacéo
até niveis abaixo de 12 a 31% de teor de agua, conforme a espécie, e que ndo sobrevivem em
temperaturas subzero, recebem a denominagdo de recalcitrantes. Esta tolerdncia ou ndo a
dessecacdo € de extrema importancia, uma vez que desta depende a conservacdo das sementes a
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longo ou a curto prazo. Assim, ha necessidade da realizacdo de trabalhos que esclarecam se as
sementes de roma permanecem ou ndo no grupo de recalcitrantes, bem como o comportamento
dessas sementes frente a outras formas de extracdo da sarcotesta, com énfase na eliminacdo de uma
possivel dorméncia causada pelo tegumento.

CONCLUSOES

As sementes de roma (Punica granatun L.) com teores de agua abaixo de 6% e acima de 12%
b.u., quando crioconservadas, tém sua germinacdo e vigor diminuidos significativamente.

O melhor percentual de germinacgéo e vigor (12 contagem e matéria seca) para as sementes de
roma (Punica granatun L.) foi obtido quando essas sementes foram crioconservadas em vapor de
nitrogénio (-170 °C), com teor de agua de 10% b.u.
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