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CRIOCONSERVACAO EM SEMENTES DE CEBOLA'!
TATIANAFUENTES MOLINAZ MARIAANGELAANDRE TILLMANN?, LUCIANABICCADODE?, JUDITH VIEGAS®

RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes técnicas de
crioconservagdo na qualidade fisioldgica, composi¢do quimica e indice mitdtico de sementes de
cebola. Sementes de cebola, cultivar Baia Periforme, foram expostas, durante uma hora, a duas
técnicas de crioconservagdo: (a) sem e (b) com crioprotetor (glicerol 50%), seguidas de trés métodos
de descongelamento: (1) temperatura ambiente de 25°C, durante duas horas; (2) banho-maria a
37°C, durante cinco minutos; (3) microondas em poténcia de 70W, durante cinco minutos. Antes e
apos a crioconservagao, foram realizadas as seguintes avaliagdes: teor de dgua, germinacao, vigor
(envelhecimento acelerado, primeira contagem de germinagdo e comprimento de raiz e de parte
aérea das plantulas), composi¢do quimica (teor de agticar soltivel, proteinas e amido), analise do
ciclo celular e indice mitotico. A imersdo em nitrogénio liquido, sem o uso de crioprotetor, ¢ uma
técnica adequada para a crioconservagdo de sementes de cebola, ndo altera a percentagem de
germinagao e a composi¢cdo quimica das sementes, sendo também o tratamento que proporciona
maior numero de células em divisdo celular apds o descongelamento das sementes. O tratamento
criogénico, com uso de glicerol 50% como crioprotetor, ¢ prejudicial a qualidade fisiologica e altera
a composicdo quimica de sementes de cebola. O descongelamento das sementes em microondas ¢
mais adequado do que em temperatura ambiente ou banho-maria, porém este Gltimo possibilita
maior indice mitético que os demais tratamentos.

Termos para indexacdo: Allium cepa, armazenamento, nitrogénio liquido, qualidade fisioldgica.
CRYOCONSERVATION IN ONION SEEDS

ABSTRACT — The present paper aimed to evaluate the effects in the physiological, chemical and
cellular quality of cryopreserved seeds through different techniques. Onion seeds of the Baia
Periforme cultivar were submitted, for one hour, to two cryopreservation techniques. (a) immersion
in N, fluid (-196°C) with cryoprotector (glycerol 50%) and (b) immersion in N, fluid. After the
cryogenization period of time, the seeds were submitted to three thawing methods: (1) room
temperature of 25°C for two hours; (2) water bath (double-boiler) at 37°C for five minutes; (3)
microwave the 70W power for five minutes. Before and after the cryopreservation, the following
parameters were assessed: water content, germination, vigour (accelerated aging, first counting,
length of root and of the air parts of the plantules), chemical composition (soluble sugar, proteins
and starch contents) and analysis of the cell cycle and mitotic index. The immersion in fluid
nitrogen, without the use of cryoprotector, is an adequate technique for the cryopreservation of
onion seeds that does not alter the germination nor the chemical composition of the seeds, and it
was also the treatment that presented the highest number of cells in cell division of all of the
melting methods. The cryogenic treatment with the use of glycerol 50% as cryoprotector damaged
the physiological quality and altered the chemical composition of the onion seeds. The thawing of
the seeds in the microwave is more adequate than thawing at room temperature or in a water bath.
However, the last one presented higher mitotic rate than the other treatments.

Index terms: Allium cepa, storaged, N, fluid, physiological quality.
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INTRODUCAO

O armazenamento em baixas temperaturas, o que inclui
a crioconservagdo em nitrogénio liquido, ¢ um método
eficiente e pratico para a conservagdo dos recursos
fitogenéticos. Medeiros e Cavallar (1992) definem
crioconservagdo em nitrogénio liquido como sendo a
preservacdo de materiais bioldgicos a baixas temperaturas
(entre -160 e -196°C), nas quais todos 0s processos
metabolicos sdo essencialmente paralisados e mantidos em
estado latente, proporcionando a preservagdo dos materiais a
longo prazo. Outros autores acrescentam que a
crioconservacdo em nitrogénio liquido ¢ um método
potencialmente estudado para reduzir a taxa de deterioragdo,
aumentando assim o tempo de armazenamento das sementes,
assegurando a preservagdo das fontes genéticas da planta,
além de reduzir os custos ¢ a perda da viabilidade (Stanwood
e Bass, 1981; Stanwood, 1985).

De acordo com o Internacional Board for Plant Genetic
Resources - IPBGR (1982), a crioconservagao ¢ uma técnica
indicada para as espécies de propagacdo vegetativa, espécies
com sementes recalcitrantes, germoplasmas raros ou mesmo
espécies ameacgadas de extincdo e espécies de plantas
silvestres. Além disso, a conservagdo em nitrogénio liquido
pode ser usada para espécies de sementes de importancia
agronOmica (Stanwood, 1980, 1985 e 1987).

Todos os procedimentos de crioconservacao requerem
uma etapa de preparacgdo da estrutura vegetal a ser conservada
para a imersdo em nitrogénio liquido. A preparacdo deve
promover a desidratacdo do material para evitar a formagao
de cristais de gelo no interior da célula, o que ¢ letal. A
desidratacdo pode ser induzida por cristalizagdo do meio
externo durante uma fase lenta de resfriamento até atingir -
30°C a-40°C. Transferindo-se rapidamente o material vegetal
para o nitrogénio liquido, obtém-se a vitrificacdo da célula,
isto €, os componentes celulares passam do estado liquido
para solido amorfo e meta-estavel, evitando a formagao de
cristais de gelo no interior da célula, que podem causar ruptura
das membranas resultando em colapso e morte, como
consequéncia da perda da semipermeabilidade ¢ da
compartimentacdo celular (Salomao, 2002).

Uma alternativa importante para aplicagdo desta técnica
¢ submeter o material a agentes crioprotetores, a base de
dimetilsulfoxido (DMSO), glicerol, etileno glicol, metanol e
propileno glicol, entre outros (Salomao, 2002). Entretanto,
esses crioprotetores podem ser toxicos ou causar estresse
osmotico, levando as células a morte ou modificando sua

resposta morfogenética em cultura (Sakai, 1995). Portanto,
utilizam-se primeiramente solu¢des com baixas concentragdes
para que haja entrada dos componentes permeaveis na célula
e, em seguida, solugdes concentradas de crioprotetores para
promover a vitrificagdo. Ap6s esse procedimento, os frascos
sdo transferidos para o nitrogénio liquido.

Os agentes crioprotetores penetrantes sdo substancias
ou farmacos que diminuem as lesdes de origem quimica ou
mecanica que o congelamento causa sobre a célula (Gonzalez,
2004).

Os crioprotetores agem reduzindo os danos celulares
causados pelos efeitos da concentragdo dos sais no meio e
possuem estruturas que lhes permitem fazer ligagdes de
hidrogénio com a molécula de dgua, diminuindo assim a
formagao de cristais de gelo, ndo permitindo o aumento de
tamanho desses cristais e diminuindo a concentragao de soluto
nos meios extra e intracelular. Estas ligacdes de hidrogénio
também promovem a estabiliza¢do da estrutura quaternaria
das proteinas de membrana, preservando-as da desidratacao.
O uso de crioprotetores para os quais as células tém alta
permeabilidade resulta em boa sobrevivéncia celular (Gonzalez,
2004).

Em um banco de germoplasma a baixas temperaturas,
ndo s6 o processo de crioconservagdo deve ser levado em
consideracdo como também o método de descongelamento,
pois quanto mais rdpido ocorrer o descongelamento das
sementes, melhor a preservacdo de suas caracteristicas
fisiologicas. Portanto, o método de descongelamento a
temperatura ambiente se torna questionavel, uma vez que existe
a possibilidade do recongelamento durante este periodo,
necessitando, desta forma, estudos em relacdo aos métodos
mais rapidos como o descongelamento em banho-maria
(temperatura de 40°C) e a utilizagdo do microondas.

Considerando que as sementes de cebola perdem
rapidamente a viabilidade pos-colheita e por apresentarem alto
valor comercial, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
os efeitos de diferentes técnicas de crioconservagao na
qualidade fisiologica, composi¢do quimica e indice mitdtico
de sementes de cebola.

MATERIALE METODOS

Neste trabalho, foram utilizadas sementes de cebola
(Allium cepa L.), cv. Baia Periforme, de procedéncia nacional,
cedidas pela Feltrin — Importadora de Sementes Ltda.

Crioconservaciao das sementes

Para a crioconservagdo, as sementes foram colocadas
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em tubos cilindricos e crioconservadas em botijdes
criogénicos durante o periodo de uma hora, a -196°C.

As técnicas de crioconservacdo foram imersao em
nitrogénio liquido com crioprotetor (glicerol 50%) e imersao
em nitrogénio liquido sem o uso de crioprotetor. A testemunha
nao foi imersa em nitrogénio liquido.

Descongelamento das sementes

Apds o tratamento criogénico, as sementes foram
descongeladas através dos métodos: descongelamento lento,
a temperatura ambiente de 25°C durante duas horas;
descongelamento em banho-maria, a temperatura de 37°C
durante cinco minutos; descongelamento em microondas, a
uma poténcia de 70W durante cinco minutos.

Apds o descongelamento, as sementes foram lavadas
com agua destilada.

Caracterizacio fisiologica das sementes

Antes e ap0s o tratamento criogénico, as sementes foram
avaliadas através dos seguintes parametros: teor de agua,
germinagdo, vigor (envelhecimento acelerado, primeira
contagem de germinagdo e comprimento de raiz e da parte
aérea), composicao quimica e analise do ciclo celular e indice
mitético.

O teor de agua das sementes foi determinado em trés
subamostras pelo método da estufa a 105 + 3°C, por 24 horas,
conforme as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992).
Os resultados foram expressos em percentagem.

Para o teste de germinacdo, foram utilizadas 200
sementes, distribuidas em quatro repeticdes iguais, sobre duas
folhas de papel mata-borrdo previamente umedecidas com
agua destilada e mantidas em germinador a temperatura de
20°C. As avaliagdes foram realizadas no sexto e décimo
segundo dia apdés a semeadura, de acordo com as Regras
para Analise de Sementes (Brasil, 1992). Os resultados foram
expressos em porcentagem de plantulas normais.

A primeira contagem de germinagao constou da avaliagdo
do nimero de plantulas normais obtidas no sexto dia apds a
instalac@o do teste de germinagao, expressa em percentagem.

Para a determina¢do do comprimento da raiz e da parte
aérea, foram utilizadas 150 sementes, distribuidas em trés
repeti¢des iguais e colocadas para germinar em papel germitest,
umedecido com agua destilada, na quantidade de 2,5 vezes a
sua massa. As sementes foram distribuidas sobre uma linha
horizontal tragada no tergo superior do papel umedecido. Os
rolos contendo as sementes permaneceram no germinador
por seis dias a 20°C, quando entdo foi procedida a avaliagdo.
Os resultados foram expressos em centimetros.

Para o teste de envelhecimento acelerado das sementes,
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foram utilizadas caixas plasticas (tipo gerbox), possuindo em
seu interior uma bandeja com tela de aluminio onde as sementes
foram distribuidas de maneira a formarem camada uniforme.
Em cada caixa, foram adicionados 40mL de agua destilada;
as caixas, tampadas, foram mantidas em camara tipo BOD, a
42°C por 72 horas com umidade relativa préxima a 100%
(AOSA, 1983). Apods o envelhecimento, as sementes foram
submetidas ao teste de germinagdo, conforme descrito
anteriormente. Os resultados obtidos foram expressos em
percentagem de plantulas normais.

Composiciao quimica

Apobs o descongelamento, as sementes, acondicionadas
em envelopes, foram mantidas em estufa a 70°C, durante 48
horas e, posteriormente, colocadas em dessecador. As
sementes foram moidas e guardadas em camara fria a -18°C,
durante quatro meses, até a determinagdo das avaliagdes
bioquimicas.

Os efeitos da crioconservagao sobre os teores de amido,
agucar soluvel e proteinas foram determinados em quatro
subamostras de 0,25 gramas de sementes moidas. Os teores
de agtcar solavel foram determinados através das reagdes
com antrona (Clegg, 1956). As determinacdes do teor de amido
foram realizadas com o residuo dos centrifugados, apos a
extragdo do agucar soluvel, segundo o método descrito por
McCready et al. (1950). As proteinas soliveis foram
determinadas pela metodologia descrita por Bradford (1976).

As determinagdes dos teores de amido e agtcar soltvel
foram realizadas em espectofotometro a 620nm e de proteina,
a595nm. Os resultados foram expressos em pg.g™! de semente.

Analise do ciclo celular e indice mitético

Para avaliar a freqiiéncia de divisdo celular através do
indice mitotico, as sementes foram colocadas para germinar,
conforme metodologia descrita anteriormente. No sexto dia
de semeadura, entre 8 e¢ 10 horas da manha, foi realizada a
coleta do apice radicular das plantulas normais, quando as
mesmas apresentavam, aproximadamente, 1,5¢cm de
comprimento, as raizes foram colocadas diretamente no
fixador Carnoy (3 partes de dlcool etilico absoluto : 1 parte de
acido acético glacial), por 24 horas, a temperatura ambiente.
Posteriormente, as raizes foram lavadas em dgua corrente,
transferidas para alcool 70% e estocadas em freezer, até a
preparagdo das laminas.

No preparo das laminas do apice radicular, estas foram
lavadas duas vezes em agua destilada e hidrolizadas em HCI
5N, por 10 minutos, & temperatura ambiente e, novamente,
lavadas com agua destilada.

Com o auxilio do microscopio estereoscopio, as zonas
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meristematicas das raizes foram coletadas e transferidas para
lamina na qual foi adicionado acido acético 45% para o
esmagamento do material. A laminula foi colocada e o material
aquecido e prensado.

Posteriormente, as laminas foram colocadas dentro de
tubos cilindricos com nitrogénio liquido (N,L), a uma
temperatura de -196°C, de forma que ficassem imersas no
mesmo, para a retirada da laminula e fixagdo do material na
lamina. Apos, a lamina foi lavada e seca ao ar. A coloragao foi
realizada por imersao em solugdo de Giemsa 2%, pH 6,8, por
cinco minutos.

A observagdo do material foi realizada em microscopio
otico, a uma magnitude de 400X. Para a contagem das células
em divisdo celular, adotou-se o método de varredura, partindo
do canto inferior da lamina, da esquerda para a direita. Foram
contadas as células em divisao mitdtica e em intérfase, num
total de 100 células por lamina. A unidade experimental constou
de quatro laminas por repeti¢do. Assim, foram analisadas 400
células por repeticdo, de trés repetigdes por tratamento, num
total de 1.200 células por tratamento. O indice mitético foi
calculado como a percentagem de células em divisdo (profase,
pro-metafase, metafase, anafase e telofase) do total de células
observadas.

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
em arranjo fatorial (2x3+1), ou seja, duas técnicas de
crioconservagdo e trés métodos de descongelamento +
testemunha, com trés repeticdes.

As andlises de variancia e as comparacdes de médias
pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de significancia foram
procedidas com o auxilio do programa computacional
SANEST - Sistema de Analise Estatistica (Zonta e Machado,
1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Qualidade fisiolégica das sementes de cebola
submetidas a diferentes técnicas de crioconservacao.

Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados da qualidade
fisiologica de sementes de cebola submetidas a diferentes
técnicas de crioconservacdo. Verificou-se que as sementes
submetidas ao tratamento criogénico, sem crioprotetor,
apresentaram germinac¢ao e vigor (Envelhecimento Acelerado
¢ Primeira Contagem) superior aquelas com uso de
crioprotetor. O comprimento de raiz e da parte aérea das
plantulas ndo foram afetados pela crioconservagao.

As sementes de cebola imersas em nitrogénio liquido,

sem o uso de crioprotetor, mantiveram sua qualidade, ndo
diferindo da testemunha em todos os pardmetros avaliados.
Estes resultados confirmam os obtidos por Stanwood e Sowa
(1995), ao armazenarem 14 variedades de cebola, nas
temperaturas de 5, -18 e -196°C, durante um periodo de 10
anos e constatarem que a germinagdo média das sementes
mantidas a -18 ¢ -196°C nao declinou ao longo do tempo,
ficando em torno de 92%, enquanto a germinagao de sementes
armazenadas a 5°C diminuiu de 94 para 68%.

Entretanto, as sementes crioconservadas com o uso de
crioprotetor (glicerol 50%) apresentaram um decréscimo
acentuado na germinagdo (22 pontos percentuais),
envelhecimento acelerado (66 pontos percentuais) e na primeira
contagem (46 pontos percentuais). Esses resultados ndo estdo
de acordo com os obtidos com sementes de orégano, cujas
sementes crioconservadas, sob acdo do glicerol como
crioprotetor, apresentaram valores de germinagdo superiores
aquelas submetidas ao nitrogénio sem glicerol, indicando a
necessidade do uso do glicerol como crioprotetor para
conservagdo destas sementes (Vargas et al., 2004).

Qualidade fisiologica das sementes de cebola apés
diferentes métodos de descongelamento.

Observa-se na Tabela 2, que na crioconservagdo, sem
crioprotetor, o teor de agua das sementes foi mantido apods o
descongelamento independentemente do método utilizado, ndo
diferindo da testemunha. Ja na técnica de crioconservacgao,
com crioprotetor, houve um aumento de 42 pontos percentuais
no teor de agua das sementes apos os trés métodos de
descongelamento, evidenciando que o glicerol 50%, utilizado
como crioprotetor, aumentou acentuadamente o teor de dgua
das sementes. Quimicamente, o glicerol ¢ um alcool que
contém trés grupos funcionais de hidroxila que podem aceitar
um hidrogénio da molécula de agua em seis sitios diferentes

TABELA 1. Qualidade das sementes de cebola submetidas a
diferentes técnicas de crioconservacio, quanto a
germinacao (G), envelhecimento acelerado (EA),
primeira contagem (PC), comprimento de raiz (CR)
e comprimento de parte aérea (CPA).

G EA PC CR CPA

Técnicas de crioconservagao (%) (%) (%) (cm) (cm)

Sem crioprotetor 93a 89a 76a l,6a 14a
Com crioprotetor (glicerol 50%) 70b 27b 39b 1,7a 1,4a
Testemunha 92a 93a 85a 2,1a 18a
CV (%) 4,67 7,01 539 12,61 11,54

Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Duncan.
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TABELA 2. Qualidade das sementes de cebola crioconservadas e submetidas a diferentes métodos de descongelamento, quanto ao
teor de agua (TA), germinacao (G), envelhecimento acelerado (EA), primeira contagem (PC), comprimento de raiz (CR)

e comprimento da parte aérea (CPA).

Técnicas de crioconservagao Meétodos de TA G EA PC CR CPA
descongelamento (%) (%) (%) (%) (cm) (cm)

Ambiente 74a 93 a 84 Db 74 b 1,3b I,1c

Sem crioprotetor Banho-maria 7,2 a 9 a 88ab 750 14b 1,3b
Microondas 7.4 a 93a 9ab 710 14b 12¢

Testemunha 7,5a 92 a 93 a 85a 2,1a I,8a

Ambiente 496 a 50 ¢ 9b 9¢ 1,8b I,1c

Com crioprotetor Banho-maria 492a 67b 6b 35b 15b 15b
(glicerol 50%) Microondas 49,6a  64b I1b 31b 1,4b I,1c
Testemunha 75b 92a 93 a 85a 2,1a 1,8a

CV (%) 1,77 4,67 7,01 539 12,62 11,54

Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

(Gonzalez, 2004). O glicerol 50% pode ser utilizado para
reduzir o dano fisico e favorecer o processo de vitrificagdo
durante a etapa de congelamento a temperaturas ultrabaixas,
entretanto ¢ importante observar o comportamento das
sementes de diferentes espécies em presenca deste
crioprotetor.

Na presente pesquisa, as sementes crioconservadas, com
uso de crioprotetor, apresentaram média de teor de agua de
49,5%. Provavelmente, este alto teor de agua contribuiu para
a redugdo da qualidade fisioldgica das sementes. O teor de
agua das sementes ¢ um dos principais fatores controladores
da crioconservagdo. Existe um nivel maximo de umidade para
o congelamento (High Moisture Freezing Limit - NMU) acima
do qual a viabilidade da semente é reduzida (Stanwood, 1985).
Este limite critico ¢, em geral, uma faixa relativamente estreita
de umidade para cada espécie, mas pode variar entre espécies.

Diversos pesquisadores mostraram a importancia do teor
de 4gua das sementes na crioconservacao. Ao crioconservarem
sementes recalcitrantes de cha (Camellia sinensis (L) O.
Kuntze) e de jaca (Artocarpus heterophyllus Lamk.), Chandel
et al. (1995) constataram que o teor de dgua adequado para
crioconservagdo foi de 14% e que acima desse valor as
sementes perderam sua capacidade germinativa. Sementes
de alface foram danificadas ao serem crioconservadas com
mais de 18% de umidade (Roos e Stanwood, 1981).
Resultados semelhantes foram obtidos na crioconservacio
de sementes de Sesamum indicum, com 12% de umidade
(Stanwood, 1987).

O estresse de congelamento, com o uso de crioprotetor,
pode ter causado a interrupc¢ao e desestruturagdo de alguns
processos metabdlicos assim como reportados por Fleck et
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al. (1999) e Dumet e Benson (2000) com outros sistemas
biologicos. Alguns crioprotetores podem ser toxicos ou podem
causar estresse osmotico, levando a morte das células ou
modificando sua resposta morfogenética em cultura (Sakai,
1995). Também, ¢é possivel que os danos observados na
crioconservagdo possam ter sido causados pela perda da
integridade celular devido a formagao de cristais de gelo e ao
emprego do crioprotetor, que pode danificar membranas,
conforme descrito no trabalho realizado por Martinez-Montero
et al. (2002).

As sementes crioconservadas, com o uso de crioprotetor,
e descongeladas pelas diferentes metodologias utilizadas,
apresentaram decréscimo acentuado na qualidade fisiologica,
de acordo com todos os pardmetros avaliados. A redu¢do na
germinagdo foi em média de 32 pontos percentuais. Para os
parametros de vigor analisados, as diminuigdes de qualidade
também foram acentuadas, evidenciando que a
crioconservagdo, com uso de crioprotetor, ndo foi adequada
para sementes de cebola. Também, foi observada por
Stonayova (1994), reducdo na viabilidade de sementes de milho
crioconservadas por um periodo de 10 anos.

Por outro lado, as sementes quando crioconservadas,
sem o uso de crioprotetor, apresentaram valores de germinagao
iguais ou superiores a 92%, para todos os métodos de
descongelamento estudados, ndo diferindo em relagdo a
testemunha, embora tenha ocorrido reducdo no vigor para
todos os métodos de descongelamento.

Os resultados obtidos mostram que o descongelamento
em ambiente foi o que mais prejudicou a qualidade das
sementes, com ou sem uso de crioprotetor. As técnicas de
descongelamento por banho-maria e microondas, nao
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apresentaram diferencas entre si, para a maioria dos parametros
de qualidade avaliados. Esses resultados confirmam a
afirmativa de Pita Villamil (1997) de que os métodos mais
rapidos de descongelamento se adaptam melhor a
crioconservacdo, pois métodos lentos possibilitam o
recongelamento das sementes. H4 controvérsias quanto a
velocidade de descongelamento adequada para garantir a
integridade do material quando exposto ao nitrogénio liquido.
Stawood e Bass (1981) indicam o descongelamento lento
para evitar danos aos tecidos e células da semente.

Um parametro importante que deve ser observado para
cada procedimento de crioconservacgdo é o periodo em que o
material pode ser conservado de tal forma que, quando avaliado,
mostre pelo menos 60% de sobrevivéncia (Van den Houve et
al.,, 1995, citado por Vieira, 2000). Os resultados apresentados
nesta pesquisa mostram que a crioconservacao, sem uso de
crioprotetor, manteve a germinacgdo das sementes de cebola.
Estes resultados sdo promissores e demostram que sementes
de cebola podem ser crioconservadas, com relativa eficiéncia,
se, conforme Diniz (1999), forem estudados alguns
parametros como: teor de agua mais adequado, técnicas de
congelamento ¢ métodos de descongelamento.

Composicao quimica

Na Tabela 3, encontram-se os valores da composi¢ao
quimica — amido, proteina e agticar soliivel das sementes de
cebola submetidas as diferentes técnicas de crioconservagao.

Observa-se que a técnica de crioconservacgao, sem 0 uso
de crioprotetor, ndo alterou a composi¢do quimica das
sementes de cebola, ou seja, manteve os teores de amido,
proteina e agucar soltvel, ndo diferindo da testemunha.
Entretanto as sementes crioconservadas, com o uso de
crioprotetor (glicerol 50%), apresentaram menores teores
de proteina e agtcar solivel indicando inibi¢do da atividade

TABELA 3. Composicio quimica das sementes de cebola
submetidas a diferentes técnicas de
crioconservacio, quanto ao teor de amido (TAm),
teor de proteina (TP) e teor de agiicar solhivel (TAS).

TAm TP  TAS
(ug.g de semente™)
Sem crioprotetor 1607,1 a 40,3a 37,8 a
Com crioprotetor (glicerol 50%) 1742,7a 20,6 b 24,0b
Testemunha 1796,1a 35,8a 38,6a
CV (%) 16,8 9,0 12,8

Técnicas de crioconservagao

Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

metabolica, provavelmente, devido ao aumento no teor de
agua das sementes pelo crioprotetor, capaz de promover danos
as membranas celulares e ainda possivelmente a toxicidade
do glicerol (Stanwood, 1985). Apesar de o glicerol ser o
crioprotetor mais utilizado no congelamento de sémem de
espécies domésticas, seus efeitos deletérios sobre os
espermatozoides ocorrem, provavelmente, pelas alteragdes
causadas na membrana plasmatica (Soares et al., 2002). Caso
seja necessario o uso de crioprotetores para viabilizar o
processo de crioconservacdo, devera haver um esforgo para
dimuinuir a toxicidade do crioprotetor utilizando-se diferentes
grupos quimicos, concentragdes ¢ ainda adequando o tempo
de exposicdo. Entretanto, estudando os efeitos do glicerol na
viabilidade de micélio de fungos, foi observado que nao houve
influéncia do contato com o crioprotetor na recuperagao dos
mesmos (Herrera et al., 1998).

Esses resultados evidenciam que a técnica de
crioconservacgdo, sem o uso do crioprotetor, foi adequada
para sementes de cebola, ndo alterando a composi¢ao quimica
nem a germinacdo das sementes. Na preservagdo de materiais
biologicos a baixas temperaturas (entre -160 e -196°C), todos
os processos metabolicos sdo essencialmente paralisados e
latente, proporcionando,
conseqiientemente, preservacdo indefinida (Medeiros e
Cavallar, 1992).

Na Tabela 4, sdo apresentados os valores da composicao
quimica (amido, proteina e acucar solivel) das sementes de
cebola submetidas a diferentes métodos de descongelamento.

Os resultados confirmam os obtidos na avaliagdo da
qualidade fisioldgica, em que o tratamento criogénico, com o

mantidos em estado

uso de crioprotetor (glicerol 50%), ndo foi adequado para as
sementes de cebola. Todos os métodos de descongelamento
alteraram o teor de proteina e agucar soltivel das sementes.

Observa-se que, sem o uso de crioprotetor, ndo houve
diferenga no teor de amido das sementes independentemente
do método de descongelamento utilizado; o teor de agtcar
soluvel, também, nao foi alterado, quando o descogelamento
foi realizado em banho-maria e microondas. Ja o teor de
proteina se manteve somente quando o descongelamento foi
realizado em microondas.

Considerando que a composi¢do quimica das sementes
nao deve ser alterada durante a crioconserva¢do, o
descongelamento em microondas foi o mais adequado, pois
manteve inalterado o teor de amido, proteina e agticar soluvel.
Esses resultados confirmam que, quanto mais rapido e
uniformemente ocorrer o descongelamento das sementes,
melhor a preservagao de suas caracteristicas fisiologicas. Logo,
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TABELA 4. Composiciao quimica de sementes de cebola crioconservadas e submetidas a diferentes métodos de descongelamento,
quanto ao teor de amido (TAm), teor de proteina (TP) e teor de acuicar solivel (TAS).

.. . N M¢étodos de TAm TP TAS
Técnicas de crioconservacao =
descongelamento (ug.g de semente’)

Ambiente 15229 a 40,9 ab 30,2b
Sem crioprotetor Bapho—maria 1297,5 a 449 a 40,6 a
Microondas 1812,0 a 39,8 bc 41,6 a
Testemunha 1796,1 a 358¢c 38,6 a
Ambiente 24975 a 16,2 be 19,7b
Com crioprotetor Banho-maria 2227.5 ab 18.3b 179b
(glicerol 50%) Microondas 1929,5b 12,0 c 19,8 b
Testemunha 1796,1 b 35,8 a 38,6 a

CV (%) 16,8 9,0 12,8

Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

o método de descongelamento lento (temperatura ambiente)
se torna questionavel, uma vez que existe a possibilidade do
recongelamento durante este periodo. As etapas de secagem,
acondicionamento e congelamento empregadas nas técnicas
de crioconservacdo sdo importantes e devem ser ajustadas.
Porém, a adequagdo da forma de descongelamento tem sido
a etapa limitante no processo.

Com base nas informagdes obtidas neste estudo constata-
se que o tratamento criogénico, sem uso de crioprotetor, é
uma técnica adequada para a crioconservagdo de sementes
de cebola, pois ndo altera a germinagdo e composi¢ao quimica
das sementes. Também ¢ possivel afirmar que o
descongelamento em microondas ¢ o mais adequado.

Ciclo celular e indice mitético

As estimativas da frequéncia de células nas diferentes
fases do ciclo celular, que sdo a interfase e a divisdo celular
(profase, prometafase, metafase, anafase e telofase),
ocorrentes no meristema do apice radicular de sementes de
cebola crioconservadas, estdo apresentadas na Tabela 5.

Ao serem comparadas cada uma das diversas fases do
ciclo celular ap6s cada tipo de descongelamento, em cada
técnica de crioconservacdo, verificou-se que as sementes
crioconservadas, sem o uso do crioprotetor, ndo diferiram
daquelas crioconservadas com glicerol 50%, com exceg¢do
das fases de interfase e de profase descongeladas tanto em
banho-maria quanto em microondas.

Em todas as técnicas de crioconservagdo, a maior
freqiiéncia foi de células interfasicas, comparativamente as
fases da divisdo celular, variando na técnica de
crioconservagdo, sem o uso de crioprotetor, de 72,59%
(banho-maria) a 88,36% (testemunha), apresentando uma
freqiiéncia média de 81,83%, conforme a Tabela 5. Ja com o
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uso do crioprotetor, a frequéncia de células em interfase variou
de 81,64% (ambiente) a 88,36% (testemunha), apresentando
uma frequéncia média de 86,19%.

Esta maior freqiiéncia de células interfasicas é esperada,
pelo fato da interfase ser a fase mais longa do ciclo celular na
maioria das células de organismos eucariotos. O ciclo celular
das células somaticas esta dividido em duas fases: a interfase
e a divisdo celular ou mitose. A interfase ¢ constituida pelas
fases G1 (crescimento celular), S (duplicacdo dos
cromossomos) e G2 (preparo para a divisao celular). A mitose,
que produz duas células filhas, ¢ habitualmente seguida pela
citocinese (separagdo das células filhas), e esta constituida
pelas fases de profase, prometafase, metafase, anafase e
telofase. Estes periodos tém duragdes diversas de acordo com
a célula e/ou organismo estudado. O ciclo celular de uma
célula de ponta de raiz de cebola é de cerca de 17,40 horas
(Vant’ Hof, 1965, citado por Singh, 2003). O ciclo celular da
Vicia faba ¢ de cerca de 20 horas, das quais apenas 10% ¢
dispendido pela mitose, sendo os periodos G1, S e G2 da
interfase responsaveis por 25, 40 e 25%, respectivamente
(Viégas, 2004). Excetuam-se algumas fases da embriogénese
em que, nas primeiras divisdes do zigoto, as fases G1 e G2
da interfase sdo suprimidas, diminuindo drasticamente o
tamanho da interfase (Cooper, 2001; Alberts et al., 2002).

Ao se utilizar o indice mitdtico para comparar as técnicas
de crioconservacgao, verifica-se que as mesmas diferem entre
si. A técnica de crioconservagdo, sem o uso de crioprotetor,
apresentou indice mitotico médio igual 18,17%, enquanto que
com crioprotetor apresentou indice mitético médio de 13,81%
(Tabela 5).

Médias seguidas por asteriscos na coluna, diferem entre
si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

Resultados semelhantes foram encontrados por Sebaje
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TABELA S. Freqiiéncia de células do apice radicular de sementes de cebola crioconservadas e submetidas a diferentes métodos de
descongelamento em seis fases do ciclo celular: Interfase (I), Préfase (P), Pré-metafase (Pm), Metafase (M), Anafase (A)

e Teléfase (T).
Ciclo Celular Indice
Técnicas de Métodos de Fases de divisdo celular Mitético
. ~ Interfase , 0/ 1
crioconservagao descongelamento (% células) (% células) (% células)
P Pm M A T
Ambiente 8322bA 11,15bB 4,04aC 041aD 0,55abD 0,58bD 16,78b
Sem crioprotetor Bapho—maria 72,59 cA  2231aB 1,71abC 099aC 091abC 1,33abC 2740a
Microondas 81,84 bA  14,34bB 0,80bCD 0,75aCD 0,25bD  1,65abC 18,16b
Testemunha 88,36 aA 4,06cB 1,77abBC 1,06aC 1,85aBC 2,38 aBC 11,64 b
Freqiiéncia média (%) 81,83 A 12,14B 1,93C 0,78D 0,79D 1,41CD 18,17*
Ambiente 81,64bA 1299aB 3,00aC 0,62aD 0,65abD 0,76aD 1836a
Com crioprotetor Banho-maria 86,28 abA 10,37 abB 1,26 aC 0,62aC 0,25bC 1,03aC 13,72a
(glicerol 50%) Microondas 88,08 aA 7,77bB 1,51 aC 0,11aD 0,55abCD 1,29aC 1192a
Testemunha 88,36 aA 406cB 1,77aBC 1,06aC 1,85aBC 2,38aBC 11,64 a
Freqiiéncia média (%) 86,19 A 848B 1,84C 0,54 E 0,73DE  1,30CD 13,81**

Médias seguidas por letras distintas, minisculas nas colunas e maiusculas nas linhas, diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

Médias seguidas por asteriscos na coluna, diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

et al. (2003), ao analisarem a instabilidade cromossomica de
arruda crioconservadas. Estes autores encontraram indice
mitético igual a 2,8% na testemunha. J& as raizes
crioconservadas sem crioprotetor, apresentaram indice
mitotico de 5,0%, enquanto que a crioconservagao associada
ao uso de crioprotetor (glicerol) levou a diminuigdo do indice
mitotico (1,2%).

A freqiiéncia de células em divisdo aponta para um tecido
em franco crescimento, como é o esperado em meristemas
vegetais, tais como os das raizes primdrias. Estes tecidos
apresentam maior ou menor suscetibilidade a diversos
estresses bidticos ou abiodticos, indicando tanto a toxicidade
de uma determinada substancia, quanto o nivel de reagdo em
funcdo de um genotipo determinado. Analisando a reagdo de
cultivares de cevada suscetiveis e resistentes ao aluminio do
solo, Eckert (1994) ressaltou a diminui¢ao do indice mitdtico
para ambas as cultivares, apesar do resultado diferencial entre
as mesmas. O indice mitdtico mede, indiretamente, o
crescimento de raizes de diversas plantas com relagdo a suas
reacdes a metais pesados, como € o caso do trigo, comum ¢
duro, do centeio e do triticale (Camargo et al., 1998).

Comparando todas as fases do ciclo celular dentro cada
método de descongelamento, tanto da técnica de
crioconservagao sem o uso do crioprotetor como com 0 uso
do crioprotetor, verificou-se que a frequéncia de células em
profase diferiu ndo sé da interfase, mas também das demais
fases da divisdo celular (Pm, M, A e T), conforme a Tabela 5.

As células em profase, crioconservadas sem o uso do

crioprotetor e descongeladas em banho-maria, apresentaram
frequéncia superior (22,31%) aos demais métodos, o que
também explica, de certa maneira, a diminuic¢ao de células em
interfase com o conseqiiente aumento do indice mitotico
(27,40%). Para aquelas crioprotegidas, a frequéncia de células
em profase foi maior para o descongelamento no ambiente
(12,99%), diferindo tanto da testemunha (4,06%), como em
microondas (7,77%), relagdo esta que se inverte na interfase.

As fases da pro-metafase, metafase, anafase e telofase
ndo caracterizaram nenhuma das técnicas de crioconservagao,
nem os métodos de descongelamento, apresentando
percentagens muito baixas, que variaram de 0,11%, freqiiéncia
encontrada para células de ponta de raiz em metafase obtidas
de sementes criprotegidas e descongeladas em microondas,
a 4,04%, das células em pro-metafase do material sem
crioprotetor e descongelado em temperatura ambiente (Tabela
5).

Em trabalho realizado com inseticidas, que apresentam
dois tipos diferentes de ingredientes ativos, Chauan et al.
(1999) observaram que ambos inibiram a divisdo mitotica e
induziram quebras e aberragdes cromossOmicas em
meristemas de raiz de cebola. Ao trabalhar com diferentes
concentragdes de nitrato de chumbo, Liu (1994) observou
que o mesmo reduziu o crescimento de raizes e causou
irregularidades mitéticas, como pontes anafésicas e
cromossomos com aderéncias, em células de meristema de
raiz de Allium cepa. A redugdo do crescimento de raizes foi
devida a diminui¢do da freqiiéncia de divisao celular produzida
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por este microelemento (ou metal pesado).

Resultados, em termos de indice mitotico, variam muito
nao so de espécie para espécie, mas também entre estudos
realizados com a mesma espécie, devido a respostas
diferenciais dos gendtipos das cultivares utilizadas pelos
pesquisadores. Isto mostra a importancia do uso de sementes
de mesmo gendtipo e do estabelecimento de um tratamento
controle/testemunha. Santiago e Cannen (1999) verificaram
ser de 56,9% o indice mitotico de cebola.

CONCLUSOES

A imersdo em nitrogénio liquido, sem o uso de
crioprotetor (glicerol 50%), ¢ uma técnica adequada para a
crioconservagdo de sementes de cebola.

O tratamento criogénico, sem uso de crioprotetor (glicerol
50%), ndo altera a germinagdo nem a composi¢do quimica
das sementes de cebola, sendo também o tratamento que
apresenta maior nimero de células em divisdo celular em todos
os métodos de descongelamento estudados;

O tratamento criogénico, com uso de glicerol 50% como
crioprotetor, ¢ prejudicial a qualidade fisiologica e altera a
composicdo quimica de sementes de cebola.

O método de descongelamento das sementes
crioconservadas de cebola em microondas ¢ mais adequado
do que em temperatura ambiente e banho-maria, porém este
ultimo apresenta maior indice mitdtico.
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