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

Conservar uma espécie nao significa apenas garantir sua sobrevivéncia, esse papel
seria minimo e poderia ser desempenhado mantendo poucos individuos de cada espécie em
jardins botanicos, zooldgicos e outros tipos de colecdes de seres vivos. Essa conservacao das
espécies também deve implicar na manuten¢do de sua variabilidade genética intraespecifica
(ROCHA, 2004). Tradicionalmente, a determinacdo das condi¢des ideais para a conservagao
de sementes é obtida através de experimentos que estudam a combinacao dos fatores teor de
dgua e temperatura de armazenamento, monitorando a viabilidade das sementes ao longo do
tempo (ESPINDOLA, 2007).

A conservacgdo, em seu conceito mais amplo, representa a preserva¢do, manejo € uso
de recursos genéticos conhecidos, de forma que eles possam produzir o méximo de beneficios
sustentdveis para a geragdo presente, enquanto mantém seu potencial para usos futuros
(BIOVERSITY INTERNATIONAL, 2006). Nesse enfoque vale salientar a importancia do
tema em estudo, haja vista a importancia da preservacdo dos recursos genéticos das espécies
de roma (Punica granatum L.) e jua (Ziziphus joazeiro Mart.) na busca do seu melhoramento
genético e manutencdo de estoques das sementes.

A Punica granatum L. é um arbusto ou pequena drvore nativa da Asia e tem sido
usada como adstringente, hemostatica, antidiabética, anti-helmintica e antidiarréica. E
popularmente conhecida no Brasil como “roma” e seus frutos sao usados no tratamento de
infec¢Oes de garganta, rouquiddo e febre. Pode também ser utilizada como anti-séptico e
antiviral em processos inflamatérios da mucosa oral e contra herpes genital. Além disso, a
casca do caule é também usada como vermifugo. O fruto (pericarpo) € rico em taninos
hidrolisdveis, como a punicalagina, punicalina e 4cido eldgico. Também contém

antocianosideos, como 3-glucosideos e 3-5, digluconosideos de delfinidina, cianidina e
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pelargonidina. Além disso, contém 4cidos organicos, incluindo acido ascorbico e citrico
(CATAO et al., 2006).

O jud é uma das espécies endémicas do bioma caatinga utilizada na medicina popular
como expectorante, no tratamento de bronquites e de ulceras gdstricas, na fabricacdo de
cosméticos, xampus anticaspa e creme dental, na alimentacao de animais principalmente nos
periodos de seca além de apresentar importancia ecologica (CARVALHO, 2007). Suas flores
sdo importantes fontes de recurso alimentar para abelhas indigenas sem ferrdo da tribo
Meliponini, as quais sdo utilizadas na meliponicultura, sendo atividade alternativa de renda
para produtores de algumas dreas de Caatinga (NADIA et al., 2007). Segundo MONIZ-
BRITO & OSUNA (2008) encontrar plantulas dessa espécie proximas as plantas matrizes é
extremamente raro. Além disso, saponinas estdo presentes na planta sendo responsaveis por
seu uso em xampus, dentifricios e sabonetes (CARVALHO, 2007).

BARROSO (2006) relata que ‘““a importancia dos recursos genéticos como fonte de
alimentos € enorme, constituindo a sua perda uma séria ameaca para a seguranga alimentar no
mundo”. A conservagdo dos recursos genéticos significa algo mais que o impedimento de
extingdo das espécies. Significa antes, a conservacdo de espécies, populacdes e gendtipos,
potencialmente tteis hoje ou no futuro com o propédsito de preservar numa amostra tao ampla
quanto cientifica e economicamente possivel, a diversidade genética de espécies consideradas
alvo.

Os especialistas em conservacdo tém recomendado como estratégias bdsicas, tanto a
conservagao in situ quanto a ex situ. A conservacgio in situ consiste na manutencio das
espécies em seu local de origem, onde o material genético a ser preservado € garantido em
evolu¢do na comunidade onde ocorre. J4 a conservacio ex situ consiste na manuten¢do dos
organismos fora ou longe do seu local de origem, tal como em jardins botanicos e em bancos
ativos de germoplasma, sob a forma controlada de armazenamento de sementes, pélen,
propagulos vegetativos, cultura de células e tecidos (ENGELMANN & ENGELS, 2002).

A técnica de crioconservacdo consiste em conservar o material bioldgico em
temperaturas ultra-baixas, em nitrogénio liquido, a -196°C, ou em seu vapor, em torno de -
170°C. A esta temperatura, a divisdo celular e os processos metabdlicos cessam ou sdo
paralisados e mantidos em estado latente, podendo o material permanecer armazenado por

tempo indefinido sem alteracdes em sua estrutura (COELHO, 2006).
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Sem divida alguma as sementes constituem a parte mais interessante das plantas para
o armazenamento. Além de pequenas, sdo Orgdos que possuem um "depdsito natural de
germoplasma" (ESPINDOLA, 2007).

Diante do exposto, este trabalho experimental visa determinar protocolos para
criopreservacdo de sementes de roma (Punica granatum L.) e jud (Ziziphus joazeiro Mart.).
Para tanto, o mesmo serd composto pelos seguintes capitulos:

O primeiro capitulo faz referéncia a determinagcdo das caracteristicas fisicas das
sementes de roma e jud, uma vez que possuem relevancia em diversas etapas do processo de
beneficiamento, conservacdo e armazenamento.

O segundo capitulo se refere a cinética de congelamento criogénico das sementes de
roma e jud nas temperaturas de -170°C (vapor de nitrogénio) e -196°C (nitrogénio liquido),
respectivamente. A finalidade da cinética de congelamento € conhecer a influéncia que estas
temperaturas provocam na estrutura fisica da semente.

O terceiro capitulo visa a determinacdo da qualidade fisioldgica de sementes de jua
revestidas de endocarpo, através de tratamentos pré-germinativos que viabilizem a superacdo
da dorméncia, podendo ser definida como um fendmeno pelo qual sementes de uma
determinada espécie, mesmo estando vidveis e tendo as condicdes favordveis (luz,
temperatura e oxigénio), ndo germinam.

O quarto capitulo trata da determinacdo do Teor de Agua Limite para viabilizar o
processo de crioconservacio das sementes da roma e jud, tendo em vista que se este teor de
dgua ideal ndo for determinado, as sementes podem perder sua viabilidade durante a
crioarmazenagem. Esses estudos sdo de fundamental importancia para a exploracdo de forma
racional dos recursos genéticos.

O ualtimo capitulo é com relagdo ao periodo de crioconservacdo, ou seja, O
armazenamento das sementes por um periodo de tempo prolongado. Os periodos estudados
foram de 0, 30, 60 e 90 dias em nitrogénio a -170 e -196°C; analisaram-se a qualidade
fisiolégica (germinacdo e vigor), para sO entdo permitir avaliar a viabilidade do

armazenamento criogénico.
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CAPITULO I: CARACTERISTICAS FiSICAS DAS SEMENTES DE ROMA E JUA

RESUMO

A qualidade da semente € definida como sendo o somatdrio de todos os atributos genéticos,
fisicos, fisioldgicos e sanitdrios, os quais influenciam a capacidade de originar plantas de alta
capacidade produtiva. Dessa forma as caracteristicas fisicas tais como tamanho e forma sio de
grande interesse para o controle e automacdo de equipamentos visando melhorar a qualidade
do produto, agregando valor econdmico e consequentemente reduzindo custos com mao de
obra e tempo de operacdo no processamento e pds-colheita. O presente trabalho foi realizado
com o objetivo de avaliar o efeito da variacdo do teor de 4gua nas propriedades fisicas das
sementes de roma e sementes de jud revestidas de endocarpo, ajustando o modelo matemético
linear aos valores experimentais em funcdo do teor de 4gua. Os resultados permitiram
concluir que o comprimento, a largura e a espessura das sementes de roma e sementes de jud
revestidas de endocarpo aumentam com o acréscimo do teor de 4gua; o modelo linear
representa satisfatoriamente as propriedades fisicas das sementes de roma e sementes de jud
revestidas de endocarpo; a porosidade da massa de sementes de jud revestidas de endocarpo
apresenta um aumento linear dos seus valores com a diminui¢do do teor de dgua, enquanto
que a porosidade das sementes de roma diminui com a redugdo do teor de dgua e os valores da
esfericidade aumentam linearmente com o acréscimo teor de dgua.

Palavras-chave: Punica granatum L., Ziziphus joazeiro Mart., forma, tamanho, modelo
matematico.

ABSTRACT

Seed quality is defined as the sum of all genetic, physical, physiological and health attributes,
which influence the ability of plants to originate high production capacity. This way the
physical characteristics such as size and shape are of great interest for the control and
automation of equipment aiming to improve product quality, adding economic value and thus
reducing costs of labor, operating time in processing and post-harvest. The present study was
conducted with the objective to evaluate the effect of varying the water content in the physical
properties of pomegranate seeds and jud seeds coated with endocarp, by adjusting the linear
mathematical model to the experimental values in function of water content. The results
showed that the length, width and thickness of pomegranate seeds and jud seeds coated with
endocarp increased with the increase of water content; the linear model represents
successfully the physical properties of pomegranate seeds and jud seeds coated with
endocarp; the porosity of the mass of jud seeds coated with of endocarp shows a linear
increase in its values with the decrease of water content, while the porosity of pomegranate
seeds declined with the decrease of water content and sphericity values increased linearly with
the increase of water content.

Keywords: Punica granatum L., Ziziphus joazeiro Mart., shape, size, mathematical model.
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I.1. INTRODUCAO

A determinacdo de propriedades fisicas das sementes possui relevancia em diversas
etapas do processo de beneficiamento, como o dimensionamento de equipamentos e sistemas
para colheita, manuseio, transporte, secagem e armazenamento (NIKOOBIN et al., 2009;
ISIK & ISIK, 2008; KARABABA, 2006). Tal importancia é evidenciada ao se analisar os
trabalhos desenvolvidos na literatura recente, para diversos produtos agricolas, como grao-de-
bico (NIKOOBIN et al., 2009), trigo (KARIMI et al., 2009) sementes de niger (SOLOMON
& ZEWDU, 2009).

A roma (Punica granatum L.) (Punicaceae) é considerada uma excelente arvore para o
cultivo em zonas aridas ou semi-aridas, devido a sua resisténcia a seca (ERCISLI, 2004). E
uma fruta antiga com uma histéria rica em lendas, simbolos, arte, medicina e religido. E
cultivada principalmente em toda regiio Mediterranea da Asia, incluindo Espanha, Turquia,
Marrocos, Egito, Israel, Tunisia, Ardbia Saudita, Ird, Paquistdao, Afeganistao, India e China.
Entre estes paises, India, Ird, China e Turquia sio os principais produtores (ERCISLI et al.,
2007).

O juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) (Rhamnaceae) € uma arvore frutifera que ocorre
naturalmente em diversas dreas do bioma Caatinga e € plantada como arvore de sombra na
regido Nordeste do Brasil (LORENZI et al., 2006). Esta espécie é bastante importante no
Sertdo Nordestino, pois pode ser utilizada como forrageira, ji4 que se mantém sempre verde,
mesmo em época de seca (planta xerdfila), e seus frutos também podem ser consumidos na
alimentacdo humana (CARVALHO, 2007).

As caracteristicas fisicas dos produtos agricolas tém valores especificos para as
condi¢des que sdo obtidas e para cada espécie de semente. De modo geral, as sementes
possuem peculiaridades, espécies-especificas, que limitam a utilizacdo de suas caracteristicas
fisicas sob condicdes diferentes daquelas para as quais foram determinadas. A maioria dos
estudos, relativos ao beneficiamento e conservacdo de sementes, leva em consideracao
caracteristicas como: tamanho, forma, porosidade e outras, que estdo intimamente ligadas ao
teor de dgua da semente, que por sua vez depende das condi¢gdes do ambiente e de sua
composi¢ao quimica (GAMA, 2011).

A diminui¢do no teor de dgua em se tratando de secagem, também chamado de
dessorcao, ao qual ocorre de dentro para fora, pode também ocorrer no sentido inverso, ou

seja, de fora para dentro no caso do umedecimento, chamado de adsor¢do. Esses processos
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influenciam diretamente nas propriedades fisicas das sementes, sendo dependentes da pressao
de vapor de 4gua no ar e no produto, fator este que se deve a propriedade higrocépica da
mesma. E a caracteristica higroscépica que confere as sementes 4 propriedade de ganhar
umidade do ar e a de ceder ou perder umidade para o ar (ELIAS, 2007).

Considerando a importancia do assunto, a variabilidade existente nas caracteristicas
fisicas e a auséncia de dados na literatura especializada referente a sementes, o trabalho
apresentado neste capitulo, tem como objetivo analisar a forma, volume, massa especifica
real, massa especifica aparente, porosidade e esfericidade de sementes de roma e sementes de
jua revestidas de endocarpo ao longo do processo de umedecimento e secagem bem como,
ajustar modelos matematicos aos valores experimentais, de maneira que representem com

fidelidade as caracteristicas fisicas das sementes estudadas em funcao do teor de dgua.
I.2. REVISAO DE LITERATURA
I.2.1. Caracteristicas fisicas das sementes

O tamanho e a forma sdo caracteristicas especificas de cada produto, definidas
geneticamente, podendo ser influenciada pelo ambiente durante e apds o periodo de sua
formacao, determinando assim as demais propriedades fisicas do produto. Sdo caracteristicas
intrinsecamente ligadas e por este motivo, dificil de estuda-las separadamente, visto que para
os cdlculos de fatores de forma utilizam-se suas medidas de tamanho. Costuma-se definir
formas de sementes por semelhanca com formas geométricas conhecidas. Sdo muitos os
métodos utilizados para caracterizar uma semente quanto a sua forma (DUARTE et al., 2006).
Por exemplo, o grdo é comparado visualmente com formas esférica, cilindrica, oval, conica,
etc.

Sao varios os métodos utilizados para caracterizar uma semente quanto a sua forma.
Os métodos descritivos, que apenas nomeiam as sementes conforme um diagrama padrao,
pré-determinado, ajudam na escolha de equagdes adequadas para se fazer aproximacgdes de
volume, drea superficial, drea projetada e demais caracteristicas relativas 4 forma, porém os
métodos de maior utilidade nos projetos de beneficiamento e conservacdo de sementes sao
aqueles que fornecem um fator de forma. Os fatores de forma, na maioria dos projetos, sdo
usados como fatores de correcdo do processo segundo um modelo empregado, funcionam

como incremento de equagdes para uma melhor aproximacdo do fendmeno estudado, como
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exemplo pode-se citar o caso de transporte de particulas s6lidas em um fluido (DUARTE et

al., 2000).

1.2.1.1 Dimensoes

Segundo DUARTE et al. (2006), as dimensOes referentes ao comprimento, largura e
espessura podem ser determinadas com um paquimetro, no entanto, nos casos de certas
sementes de tamanhos diminutos estas medidas ndo sdo tao simples de se obter com precisio.
Para certificar-se de que os didmetros medidos s@o os maximos, em cada dire¢do, costuma-se,
também, fazer a projecdo da semente em trés planos, procedendo-se da seguinte forma:
utilizando um retro projetor € uma escala milimétrica transparente, projeta-se a semente em
papel milimetrado, inicialmente em repouso, ¢ dessa forma obtém-se as duas maiores
dimensdes da semente, correspondentes ao maior diametro (a) e o didmetro intermediério (b).
Em seguida gira-se a semente 90°, horizontalmente, e obtém-se a nova projecao de onde pode
se retirar o0 menor diametro (c) e, novamente, maior diametro (a). Por fim, gira-se a semente
90°, verticalmente, e obtém-se a terceira projecdo que permite medir, novamente, didmetro
intermedidrio (b) e menor didmetro (c). Desse modo cada dimensdao pode ser medida duas
vezes, 0 que permite uma boa aferi¢do dessas medidas. A escala projetada, simultaneamente,
com a semente permite a transformacgdo para o tamanho real das medidas. A Figura I.1

contém um esquema de como seriam estas 3 (trés) projecdes para uma semente de milho.

Plano ZY

Figura I.1 - Esquema das trés projecoes feitas para uma semente de milho nos trés planos

mutuamente perpendiculares (DUARTE et al., 2000).
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1.2.1.2 Massa e volume

A massa consiste na pesagem da semente em balanca analitica de precisdao 0,0001g,
podendo ser expressa em (mg, g ou kg). J4 o volume da semente pode ser obtido por
semelhanca geométrica e dai se utiliza uma equacdo matemdtica que melhor represente a

forma da semente ou, ainda, por deslocamento de massa de fluido (DUARTE et al., 2006).

1.2.1.3 Massa especifica real e aparente

A massa especifica real (p;) € definida como a relacdo entre a massa de uma unidade
do produto e seu volume, ou seja, neste calculo ndo € considerada a porosidade (DUARTE et
al., 2000).

A massa especifica aparente (p,), uma das propriedades fisicas de produtos agricolas
granulares, € definida como a relacdo entre a massa de determinada amostra € o volume por
ela ocupado. Nesse caso, a massa total € representada pela soma das massas de matéria seca,
ar intra e inter-granular e da 4gua contida tanto no ar quanto nos griaos. O conhecimento da
massa especifica aparente de sementes € essencial no dimensionamento de componentes e
planejamento de unidades de beneficiamento; em aplicagdes como a calibracdo de medidores
indiretos do teor de dgua; na separacdo de material indesejavel; na determinacdo da pureza de
um lote de sementes; na separacao e classificacdo das sementes e na determinagdo de suas

propriedades dielétricas (CARLESSO et al., 2005).

1.2.1.4 Porosidade

Porosidade é a relacdo entre o volume ocupado pelo ar intergranular de determinado
produto e o volume total ocupado por esta massa granular. O teor de dgua dos produtos
agricolas € um importante fator que determina a variacdo da porosidade dos graos, pois graos
com maiores teores de dgua apresentam uma tensao superficial maior que graos mais secos
(SIQUEIRA et al., 2012).

De acordo com CAVALCANTI MATA & DUARTE (2002), o conhecimento da
porosidade intergranular de um produto, entendido como uma das suas caracteristicas fisicas é
de suma importincia, pois ela estd inserida no dimensionamento de vérias estruturas como

silos, containeres, caixas, embalagens, unidades transportadoras, além de estar presente dentro
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dos estudos da transferéncia de calor e de massa, nos processos hidrodindmicos,

aerodinamicos e termoelétricos, dentre outros nao citados.

1.2.1.5 Esfericidade

A esfericidade é um fator que indica o quio préximo estd a semente de uma esfera. E
considerada um dos principais pardmetros a ser definido, ou seja, quanto mais proximos da
unidade estiverem esses valores, mais préximo de uma esfera estard o grao em estudo. A
esfericidade € a razdo entre o diametro do maior circulo inscrito (di) e o didmetro do menor

circulo circunscrito (dc) (DUARTE et al., 20006).

I.3. MATERIAL E METODOS

O estudo das caracteristicas fisicas das sementes de roma e jud foram conduzidos nos
Laboratdrios de Propriedades Fisicas e de Sementes do Laboratério de Armazenamento e
Processamento de Produtos Agricolas (LAPPA) da Unidade Académica de Engenharia
Agricola, da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG — PB).

Utilizaram-se sementes (material ainda ndo padronizado pelas Regras para Andlise de
Sementes) de roma oriundas de frutos fisiologicamente maduros, adquiridos na Fazenda
Aguas do Tamandu4, no sertao paraibano de Sousa, PB (cidade que estd a uma altitude média
de 220 metros, com latitude — 06 ° 45° 33”’, longitude 38° 13” 41°’e uma area que abrange
765,0 km?), coletadas no periodo de janeiro de 2012. J4& as sementes de jud revestidas de
endocarpo sdo oriundas de frutos de jud coletados no Campus da UFCG na cidade de
Campina Grande, PB (cidade que estd a uma altitude média de 551 metros, com latitude — 07
° 13’ 50°°, longitude 35° 52° 52’’e uma area que abrange 599,6 km?), entre maio e julho de
2012, sendo coletados diretamente da arvore quando iniciaram a queda espontanea.

O teor de dgua inicial das sementes foi determinado a partir do método padrdo da
estufa a 105 + 3 °C, utilizando quatro sub-amostras de 5g de sementes acondicionadas em
recipientes metdlicos, onde permaneceram durante 24 h. Apds esse periodo, foram retirados
da estufa, tampados rapidamente, resfriados em dessecador durante 15 minutos e pesados em
balanca analitica com precisdo de 0,0001g, como prescrito nas Regras para Andlise de

Sementes (BRASIL, 2009).
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Ap6s a determinagd@o do teor de dgua inicial, sementes de roma e jud foram secas ou
umedecidas até que atingissem os teores de dgua estabelecidos para os diferentes ensaios das
caracteristicas fisicas (6, 9, 12, e 15% b.u. = 0,2%). Como as sementes de roma tinham um
teor de dgua inicial de aproximadamente 10,6% b.u., foi feita uma secagem para a obtengdo
dos teores de 6 € 9% b.u. e um umedecimento para a obtencao dos teores de 12 e 15% b.u. As
sementes de jud foram extraidas dos frutos com teor de 4gua elevado (15,86% b.u.) e em
seguida, foram submetidas a dessor¢cdo na temperatura de 40 °C até atingirem os teores de

agua desejados.
I.3.1. Caracteristicas fisicas das sementes
1.3.1.1 Massa de mil sementes

Essa determinacdo foi realizada através da pesagem de lotes de 1000 unidades de
sementes de roma e sementes de jud revestidas de endocarpo, as quais tiveram a biomassa
fresca determinada através da pesagem em balanca semi-analitica (Mod. BS 3000A).
1.3.1.2 Dimensoes mutuamente perpendiculares

Para cada nivel de teor de dgua avaliado realizaram-se determinacdes das dimensdes
referentes ao comprimento (a), largura (b) e espessura (c) de 30 sementes de roma e sementes
de jud revestidas de endocarpo escolhidas aleatoriamente, as quais foram determinadas com o
auxilio de um paquimetro digital, marca Mitutuyo com resolu¢do de 0,01 mm.

1.3.1.3 Volume por deslocamento de massa (Vg)

A determinacdo do volume individual das sementes foi realizada pelo método do

deslocamento de dgua, em balanca analitica, e calculado utilizando a Equacdo I-1:

v massa de fluido deslocado (kg)
R

I-1

~ massa especifica do fluido (kg.m=3)
Onde:

-3
Vg — volume, m™.
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1.3.1.4 Massa especifica real (p,)

A massa especifica real das sementes foi determinada pelo método do deslocamento
de liquidos. Conhecendo-se o volume, de acordo com metodologia descrita no item 1.3.1.3, a

massa especiﬁca foi obtida diretamente pela Equagéo I-2:
Pr = [ 2
T I/r ( )

Onde:

o 3
P, - massa especifica real, kg.m
m - massa, kg

. . . 3
V, - volume (volume real, sem considerar a porosidade intergranular), m™.

1.3.1.5 Massa especifica aparente (p,)
A massa especifica aparente foi determinada pela relacdo entre a massa de certa

quantidade do produto e o volume que esta quantidade ocupa (volume do recipiente), sendo

calculada pela Equacao I-3:

(I-3)

|3

Pa

Onde:
O, - massa especifica aparente, kg.m'3
m - massa das sementes que ocupam um certo recipiente, kg

V, - volume do recipiente que contém a amostra de sementes, m’.
1.3.1.6 Porosidade (g)

A porosidade dos graos foi determinada para cada repeticdo, nos quatro niveis de

teor de dgua, utilizando-se a relagdo apresentada na Equacao 1-4:

—|1_(Fa _
o= 1= (2)] 0 0o
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Onde:
¢ - porosidade da massa granular, %
pa - massa especifica aparente, kg.m'3

pr - massa especifica real ou unitaria, kg.m'3.
1.3.1.7 Esfericidade (¢)

A esfericidade das sementes foi determinada com base na média geométrica dos trés
eixos perpendiculares (comprimento, largura e espessura) ao corpo em relacdo ao maior €ixo

(comprimento), de acordo com a Equacdo I-5:

¢=MX10O (1-5)

Onde:

@ - esfericidade, %

a - maior eixo da semente, cm

b - eixo intermediario da semente, cm

¢ - menor eixo da semente, cm.
1.3.1.8 Analise estatistica

Os dados obtidos nos procedimentos experimentais foram submetidos a andlise de
regressdo, sendo selecionado o modelo matematico mais adequado para expressar a relacdo
entre as caracteristicas fisicas e o teor de dgua das sementes de romd e sementes de jud
revestidas de endocarpo. Aos dados experimentais de dimensdes mutuamente
perpendiculares, massa individual, volume individual, massa especifica real, porosidade e
esfericidade foi ajustado o modelo matematico linear, utilizando o programa computacional
STATISTICA, versao 7.0. Utilizou-se como critério para a determinacdo do melhor ajuste das

equagdes aos dados experimentais o coeficiente de determinagdo (RY).
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L4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1.1 encontram-se os quatro niveis de teor de dgua utilizados no trabalho,
expressos em base Uimida (Xy,,) € a massa de mil sementes correspondente a cada nivel,
expresso em gramas. Nota-se que houve uma diminui¢do da massa de mil sementes (32,57 a
29,80g) para as sementes de roma e de (542,70 a 495,30g) para as sementes de jua revestidas
de endocarpo a medida que foi diminuido o teor de 4gua das mesmas. A relacdo linear da
massa de mil sementes com os teores de 4gua analisados apresentaram coeficiente de
determinagdo (Rz) variando de 99,91 a 99,98%, respectivamente. Estes resultados encontram
concordancia com RESENDE et al. (2008) que estudando o efeito da variagdo do teor de dgua
na massa de 1000 graos de feijao da cultivar Vermelho Coimbra, verificaram que com a

reducgdo do teor de dgua de 0,45 a 0,11 (b.s.), a massa de 1000 graos variou de 0,31 a 0,23 kg.

Tabela 1.1 - Teor de dgua das sementes de roma e sementes de jud revestidas de endocarpo

em base umida (Xp,) € massa de mil sementes nos quatro niveis avaliados.

Roma Jua
Teor de dgua - Xy, (%) 1000 Sementes (g) Teor de dgua - Xy, (%) 1000 Sementes (g)
6,17 29,80 6,09 495,30
9,03 30,79 9,11 510,60
12,10 31,63 12,30 526,40
15,09 32,57 15,00 542,70

Nas Figuras 1.2 (A;B) encontram-se os valores médios dos eixos ortogonais
caracteristicos (a, b e ¢) para as sementes de roma e sementes de jud revestidas de endocarpo
nos teores de dgua estudados. Verifica-se a existéncia de uma reducdo do tamanho das
sementes com a diminui¢do do teor de dgua. A reducido do tamanho deve-se ao processo de
secagem, no qual ocorre a contragio das sementes.

Ainda, nota-se a relacdo linear entre o comprimento, a largura e a espessura das
sementes com os teores de 4gua que apresentam coeficientes de determinagdo (R?) de 99,98%,
99.92% e 99,97% para as sementes de roma e 99,99%, 99,97% e 99,96% respectivamente,
para as sementes de jud revestidas de endocarpo. Resultados semelhantes foram encontrados
por OLIVEIRA NETO et al. (2010) que estudando as propriedades fisicas de sementes de
feijao (Phaseolus vulgaris L.) variedade “emgopa 201 - Ouro” verificaram que as trés
dimensdes axiais (a, b e ¢) reduziram proporcionalmente com a diminui¢do do teor de 4gua,

confirmando os valores obtidos nesse trabalho.
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Sementes de roma

-+ Comprimento
a=5,61+0,0867 X
R? = 0,9988
s Largura
b=2,791 + 0,0863 X
R”=0,9992

L.2A =+ Expessura

2]

c=1,935+0,0867 X

78 9 R? = 0,9997

10 11 12 13 14 15

Teor de dgua (% base umida)

15
Sementes de jua revestidas de endocarpo
14
13 /
/g 12
zg 11
8
=
A 10 =4~ Comprimento
a=11425+0,1533 X
9 R?=0,9999
- Largura
8 b=7251+0,153X
R*=0,9997
L.2B = Expessura
7 e ———————— . _ 6,72+ 0,1533 X
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 )
R“=10,9996

Teor de 4gua (% base umida)

Figura 1.2 - Caracteristicas referentes ao comprimento, largura e espessura das sementes de

roma (I.2A) e sementes de jud revestidas de endocarpo (I.2B) em funcdo do teor de dgua.

Os valores experimentais da massa individual das sementes de roma e sementes de jua

revestidas de endocarpo nos teores de dgua estudados sdo apresentados nas Figuras 1.3 (A;B).

Os valores variaram entre 0,0262 a 0,0286g na faixa de teor de dgua de 6,17 a 15,09% (b.u.)

para as sementes de roma e 0,5346 a 0,5857g na mesma faixa de teor de dgua para as

18



Capitulo I: Caracteristicas fisicas das sementes de romd e jud

sementes de jud revestidas de endocarpo. Observa-se ainda que a massa individual das

sementes aumenta com a elevagdo do teor de d4gua, comportamento ja esperado.

Massa Individual (g)

Massa Individual (g)

0,034
Sementes de roma
0,032
0,030
0,028
0,026

0,024

0,022

L.3A —e— Massa Individual

0,020 m = 0,0246 + 0,0003 X
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 5
R*=1,0000

Teor de dgua (% base imida)

0,66
0,64 Sementes de jua revestidas de endocarpo
0,62
0,60
0,58
0,56
0,54
0,52
0,50
0,48

0,46 1.3B

—=— Massa Individual
m = 0,5003 + 0,0057 X
R*=0,9998

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Teor de dgua (% base umida)

Figura 1.3 - Massa individual das sementes de roma (I.3A) e sementes de jud revestidas de

endocarpo (I.3B) em funcao do teor de dgua.

Encontram-se, nas Figuras 1.4 (A;B), os valores referentes ao volume individual das

sementes em fun¢do do teor de dgua.
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0,054
Sementes de roma
0,052
0,050
0,048
0,046
0,044
0,042
0,040
0,038
0,036
0,034

0,032
I.4A —e— Volume Individual

0,030 Vi = 0,0398 + 0,0004 X
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 5
R%=0,9936

Teor de dgua (% base timida)

0,60
0,58 Sementes de jua revestidas de endocarpo
0,56
0,54
0,52
0,50
0,48
0,46
0,44
0,42

I.4B = Volume Individual

0,40 Vi = 0,4373 + 0,006 X
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 )
R = 0,9999

Teor de dgua (% base timida)

Figura 1.4 - Volume individual das sementes de roma (.4A) e sementes de jud revestidas de

endocarpo (I.4B) em funcdo do teor de dgua.

Pode-se observar que o volume individual aumenta linearmente com aumento do teor
de 4gua, com valores variando entre 0,0421 a 0,0458 g.cm3 para as sementes de roma e

0,4732 a 0,5268 g.cm3 para sementes de jua revestidas de endocarpo, comportamento este
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semelhante ao encontrado por GAMA (2011) ao estudar as propriedades fisicas de sementes
de frutas tropicais.

MARCOS FILHO (2005) relata que as partes das sementes embebem-se em
velocidades distintas, ocorrendo maior absor¢do pelo eixo embriondrio, onde acontecem
intensas divisdes celulares. O volume do eixo embriondrio e a composi¢do quimica dos
tecidos de reserva determinam maior ou menor propor¢do de absorcao de dgua pela semente.

Os valores de massa especifica aparente das sementes de roma variaram de 0,4134 a
0,4175g.cm™ e os de massa especifica real (Figura I.5A) de 0,6279 a 0,6351g.cm™3 para uma
faixa de teor de dgua entre 6,17 e 15,09%. Observa-se um decréscimo da massa especifica
aparente e real e com a diminui¢ao do teor de dgua cujos coeficientes de determinagdo foram
de 98,27 e 93,84%. Ja as sementes de jud revestidas de endocarpo apresentaram valores de
massa especifica aparente variando de 0,5358 a 0,5412g.cm™ e massa especifica real (Figura
I.5B) variando de 1,1295 a 1,1116g.cm™ para a faixa de teor de 4gua entre 6,05 a 15%,
observando um aumento da massa especifica real com a diminuicdo do teor de dgua, com
coeficientes de determinacdo de 94,67 e 99,80%. Em estudos realizados por GONELI et al.
(2008), utilizando sementes de mamona (Ricinus communis L.) verificou-se um decréscimo
da massa especifica aparente com a reducdo do teor de d4gua, os quais encontram concordancia
com os resultados obtidos nesse trabalho.

0,80
Sementes de roma
0,75
0,70

0,65

0,60

Massa Especifica Real (g/cm?®)

0,55

0,50

L5A e Massa Especifica Real

0,45 p,=0,6239 + 0,0007 X
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 2
R*=0,9384

Teor de dgua (% base imida)
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Sementes de jua revestidas de endocarpo

Massa Especifica Real (g/cm?)

I.5B = Massa Especifica Real
pr=1,1411-0,002 X
R* = 10,9980

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Teor de dgua (% base umida)
Figura L5 - Massa especifica real das sementes de roma (I.5A) e sementes de jud revestidas

de endocarpo (I1.5B) em fung¢do do teor de agua.

Os valores médios da porosidade em funcdo do teor de dgua estdo expressos nas Figuras
1.6 (A;B). A porosidade apresentou, para as sementes de roma, valores entre 31,87 a 32,59%
na faixa de teor de dgua estudada (Figura [.6A). GAMA (2011) também constatou 0 mesmo
comportamento linear para a porosidade das sementes de frutas tropicais, as quais
apresentaram reducao dos seus valores com a diminui¢do do teor de 4gua, com porosidade da
massa de sementes de cajd variando entre 68,54 a 77,61% para faixa de teor de dgua de 5,2 a
62,9% (b.u.); na massa de sementes de graviola os valores variaram entre 63,82 a 73,91%
para faixa de teor de dgua de 44,26 a 63,27% (b.u.); na massa de sementes de tamarindo os
valores variaram entre 50,24 a 54,78% para faixa de teor de d4gua de 11,5 a 15,89% (b.u.) e na
massa de sementes de umbu os valores variaram entre 63,41 a 86,40% para faixa de teor de
agua de 25,37 a 56,38% (b.u.).

A porosidade da massa de sementes de juad revestidas de endocarpo (Figura 1.6B)
apresentaram valores variando entre 52,51 a 51,26% numa faixa de teor de dgua entre 6,09 a
15% (b.u.). COUTO et al. (1999) também constataram o mesmo comportamento para as
sementes de café, observando que ha uma diminuicdo da porosidade com o aumento do teor
de dgua. De acordo com MELO et al. (2007) a variacdo da porosidade com o teor de dgua é

uma caracteristica intrinseca de cada produto, aumentando ou diminuindo como o aumento do
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teor de dgua, devido a textura e a composi¢do do material que constitui a casca deste produto,

fato este que pode ser constatado nesse estudo. Todavia, a relacdo da porosidade com o teor

de 4dgua € sempre linear.
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45
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<
S 35 T T T
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S 30 Ji l l
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20
L.6A —eo— Porosidade
15 ’ : ’ ’ ; ! ! ! ’ ’ =31 1 X
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 823 3391 +0,0799
R*=0,9622
Teor de dgua (% base umida)
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Sementes de jua revestidas de endocarpo
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B 52
3
8
3
A 59
50
49
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R*=0,9869

Teor de dgua (% base timida)

Figura 1.6 - Porosidade das sementes de roma (I.6A) e sementes de jud revestidas de

endocarpo (1.6B) em funcao do teor de dgua.
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Os valores experimentais da esfericidade das sementes de roma e sementes de jud

revestidas de endocarpo em func¢do do teor de dgua (b.u.) sdo apresentados nas Figuras 1.7
(A;B).

60
58 Sementes de roma
56
54
52
50
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Esfericidade (%)
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36 I.7A  —e— Esfericidade
P — ¢ = 38,0995 + 0,8527 X
R?=0,9984

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Teor de dgua (% base umida)
105
Sementes de jua revestidas de endocarpo
100
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I.7B = Esfericidade
¢ = 79,0051 + 1,0765 X
R?=0,9994
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6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Teor de dgua (% base umida)

Figura 1.7 - Esfericidade das sementes de roma (I.7A) e sementes de jud revestidas de

endocarpo (I.7B) em funcao do teor de dgua.
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Os valores da esfericidade das sementes de roma (Figura 1.7A) variaram entre 43,10 a
50,78% para a faixa de teor de dgua estudada, com coeficiente de determinacio de 99,84%.
Apresentando comportamento similar, as sementes de jud revestidas de endocarpo (Figura
1.7B) apresentaram valores de esfericidade variando de 85,38 a 95,07% para a faixa de teor de
agua de 6,09 a 15%, e coeficiente de determinacdo de 99,94%. Estes resultados encontram
concordancia com os valores apresentados por GAMA (2011), com o comportamento
semelhante as sementes de graviola e umbu observando um aumento da esfericidade com o

aumento do teor de dgua.

1.5. CONCLUSOES

O comprimento, a largura e a espessura das sementes de roma e sementes de jud
revestidas de endocarpo aumentam com o acréscimo do teor de dgua.

O modelo linear representa satisfatoriamente as propriedades fisicas das sementes de
roma e sementes de jud revestidas de endocarpo.

A porosidade da massa de sementes de jud revestidas de endocarpo apresenta um
aumento linear dos seus valores com a diminui¢do do teor de d4gua, enquanto que a porosidade
das sementes de roma diminui com a reducao do teor de 4gua.

Os valores da esfericidade aumentam linearmente com o acréscimo teor de agua.
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PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE ROMA E JUA

CAPITULO II: CINETICA DE CONGELAMENTO CRIOGENICO DE SEMENTES
DE ROMA E JUA

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar as curvas de congelamento das sementes de roma e
jud com teores de dgua de 6, 9, 12 e 15% base umida + 0,1% nas temperaturas criogénicas de:
nitrogénio liquido (-196 °C) e no vapor do nitrogénio (-170 °C), bem como determinar a
difusividade térmica efetiva. Para obtencdo das curvas de congelamento criogénico, utilizou-
se para a temperatura de -170 °C, o vapor de nitrogénio e, para a temperatura de -196 °C, as
sementes foram submersas no nitrogénio liquido. Com o propdsito de expressar o
comportamento cinético do congelamento das sementes de roma e jud, foi usado o Modelo de
Fourier levando-se em consideragdo o primeiro termo da série, além dos Modelos I e II de
Cavalcanti Mata. Os resultados obtidos indicam que as curvas de congelamento criogé€nico
sdo exponenciais e ndo se distinguem com clareza as trés fases tipicas, devido a velocidade de
congelamento e um maior gradiente térmico a que estdo expostas as sementes; os modelos I e
II de Cavalcanti Mata descreve de forma satisfatdria, o processo de cinética de congelamento
para as temperaturas criogénicas estudadas, representando melhor os dados experimentais que
0 Modelo de Fourier; para os Modelos de Fourier e Modelo I de Cavalcanti Mata, a
difusividade térmica aumenta com a diminuicdo do teor de 4gua em todas as temperaturas. Ja
no Modelo II de Cavalcanti Mata nao € possivel extrair a difusividade térmica, mas se podem
obter constantes de congelamento, que € funcio da temperatura e do teor de 4gua do produto.

Palavras-chave: Punica granatum L., Ziziphus joazeiro Mart., congelamento criogénico,
difusividade térmica.

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the freezing curves of pomegranate seeds and jud
seeds with water contents of 6, 9, 12 and 15% wet basis + 0,1% at cryogenic temperatures of:
liquid nitrogen (-196 °C) and nitrogen vapor (-170 °C), well as to determine effective thermal
diffusivity. To obtain cryogenic freezing curves, nitrogen vapor was used for the temperature
of -170 °C, and for a temperature of -196 °C the seeds were submerged in liquid nitrogen.
With the purpose of expressing the kinetic behavior of freezing pomegranate seeds and jud
seeds, was used the Fourier Model taking into consideration the first term of the series, in
addition to Models I and II from Cavalcanti Mata. The results obtained indicate that the
cryogenic freezing curves are exponential and do not clearly distinguish the three typical
phases, due to freezing speed and a higher thermal gradient at which the seeds are exposed;
the models I and II from Cavalcanti Mata describe satisfactorily the process of freezing
kinetics for the cryogenic temperatures studied, representing the experimental data better than
the Fourier Model; for the Fourier Models and Model I from Cavalcanti Mata, the thermal
diffusivity increases with decreasing water content at all temperatures. Yet in Model II from
Cavalcanti Mata is not possible to extract thermal diffusivity, but is possible to obtain
freezing constants, which is a function of temperature and water content of the product.

Keywords: Punica granatum L., Ziziphus joazeiro Mart., cryogenic freezing, thermal
diffusivity.
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IL.1. INTRODUCAO

A Punica granatum L. tem sido associada com um alto valor nutritivo e um grande
nimero de beneficios para a satide. E uma boa fonte de antioxidantes e vitaminas em que
inclui a vitamina A, C e E, bem como &cido f6lico. Essa fruta é composta de trés vezes mais
antioxidantes do que o vinho ou cha verde, podendo ser consumida diretamente como arilo
fresco, assim como o suco fresco (AL-SAID et al., 2009). Diz-se ser a forca motriz de satde,
sendo conhecida principalmente para curar os problemas relacionados ao coragdo e para
manter a circulacdo do sangue eficaz e saudavel. Outros beneficios de saide incluem cura de
doencas estomacais, cancer, atendimento odontoldgico, osteoartrite, anemia e diabetes
(VIUDA-MERTOS et al., 2010).

O Ziziphus joazeiro Mart. é uma arvore de porte médio, possui ramos tortuosos com
espinhos e copa verde durante o ano inteiro. Essa espécie ¢ muito conhecida pelos seus frutos
comestiveis e também devido as suas propriedades farmacolégicas (SILVA et al., 2012). E
uma planta rica em saponina, muito usada pela populagdo local como expectorante no
combate a bronquite e pela indudstria farmac€utica na fabricacdo de xampus e dentifricio.
Além disso, o juazeiro serve de alimento para o rebanho caprino durante a estagdo seca por
apresentar-se sempre com folhas (LORENZI, 2008). Suas inflorescéncias surgem nas axilas
foliares, sendo compostas por muitas flores amarelas e pequenas. O néctar é o principal
recurso coletado pelos visitantes florais, entre eles vespas e abelhas nativas. As flores do
juazeiro fornecem principalmente néctar para a manutencdo das abelhas durante a estacio
seca. Por manter sua folhagem verde durante o ano inteiro, o juazeiro é muito utilizado em
projetos de arborizagdo visando o sombreamento (SILVA et al., 2012).

No tocante a conservacdo de sementes, vale ressaltar todas essas potencialidades das
espécies em estudo, as quais representam uma fonte imensurdvel de recursos genéticos.
Porém, grande parte desses recursos vem sendo destruidos de modo irreversivel, antes mesmo
de seu inteiro conhecimento, exigindo medidas urgentes de sua conservacdo. Para que as
constantes pesquisas continuem sendo realizadas faz-se necessdrio a preservagdo das atuais
cultivares em bancos de germoplasma, com o objetivo de fornecer matéria-prima para a
engenharia genética ou para os programas de melhoramento vegetal, com a finalidade de criar
novas cultivares mais produtivas para diversas condi¢des edafoclimdticas e mais resistentes a
pragas e doengas (ALMEIDA et al., 2010).

Um dos processos indispensdveis a preservagdao dessas espécies no banco de

germoplasma € o congelamento do material genético que pode variar da temperatura de -20 °C
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até temperaturas criogénicas, -196 °C. De acordo com CAVALCANTI MATA & DUARTE
(2011) o congelamento a baixas temperaturas pode ser classificado em trés nomenclaturas:
congelamento convencional (lento), em que o processo ocorre em temperaturas variando de 0
a -60 °C; congelamento semicriogénico (rdpido), cujo processo ocorre nas temperaturas entre
-60 a -130 °C e congelamento criogénico (ultra-rdpido) com temperaturas variando entre -130
a-196 °C.

No processo de crioconservacdo € imprescindivel conhecer as caracteristicas da
cinética de congelamento das sementes, uma vez que possibilita determinar os tempos
necessarios para que as sementes possam ser congeladas em diferentes temperaturas podendo-
se determinar sua difusividade térmica efetiva, que é a propriedade fisica deste produto
bioldgico que estabelece como a energia se propaga da parte externa até o interior do produto
(BONOMO et al., 2009; BARBIN et al., 2010).

Durante o congelamento, primeiramente € removido o calor sensivel para diminuir a
temperatura de um material biolégico até o ponto de congelamento. Uma quantidade
substancial de energia €, portanto, necessaria para remover o calor latente, formar os cristais
de gelo e congelar as sementes. O calor latente de outros componentes do alimento deve ser
removido antes que solidifiquem, mas na maioria dos alimentos, esses componentes estao
presentes em pequenas quantidades e € necessdria a remocdo de uma quantidade
relativamente pequena de calor para que a cristalizacao aconteca (FELLOWS, 2006).

Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar as curvas de congelamento das
sementes de roma e sementes de jud revestidas de endocarpo com teores de dgua de 6,9, 12 e

15% base timida + 0,1% nas temperaturas criogé€nicas de: nitrogénio liquido (-196 °C) e no

vapor do nitrogénio (-170 °C), bem como determinar a difusividade térmica efetiva.

IL.2. REVISAO DE LITERATURA

O processo de congelamento dos sistemas bioldgicos segue de maneira muito distinta
do congelamento de solugdes fisicas. A principal diferenca resulta da constitui¢do dos tecidos
dos produtos. Os sucos celulares estdo suspensos € inclusos no interior de uma membrana
celular que possui propriedades especiais. Por se tratar também de um ser vivo, durante o
congelamento segue ocorrendo 0s processos bioldgicos. Neste caso, o processo de

congelamento provoca a destrui¢do das estruturas do tecido e a inibicdo do desenvolvimento
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dos processos bioldgicos, além das manifestagdes normais que sio especificas das solugdes
(CAVALCANTI MATA, 2008).

SANTOS (2000) explica que quando a velocidade de congelamento ocorre
lentamente, a célula do organismo bioldgico super congela e entdo perde dgua porque a
pressdo de vapor da d4gua no meio intracelular excede aquela do exterior congelado e, com a
reducdo progressiva da temperatura, a d4gua se difunde do interior das células para a solucio
extracelular e € convertida em gelo na superficie das células ou entre o protoplasto e a parede
celular. Como resultado, a concentragcdo da solucao celular aumenta e a célula perde o turgor,
este fendmeno ¢ chamado de desidratacdo induzida por congelamento (“freeze-induced
desiccation”).

Quando o potencial hidrico das células parcialmente hidratadas se iguala aquele do
gelo extracelular, um equilibrio é estabelecido e a desidratacdo adicional ndo ocorrera,
contando que a temperatura permaneca constante. No entanto, se a célula é congelada
rapidamente, a desidratacdo por congelamento ndo ocorre e, eventualmente, a solucao
intracelular, que contém alto teor de dgua livre, se congela, formando cristais de gelo que, por
sua vez, causam injuria as células (SANTOS, 2000).

Na cristalizacdo ou formacdo de fase sélida organizada sistematicamente a partir de
uma solucdo, podem-se distinguir duas etapas: a nucleacdo e o crescimento dos cristais.
Durante o congelamento, essas duas etapas sdo ocultadas no tempo, mas é possivel controlar a
velocidade relativa de cada uma delas e, dessa forma, modificar as caracteristicas do sistema
final (PEREDA et al., 2005).

GOLDFARSB et al. (2010) observaram, em estudos realizados com sementes de pinhdo
manso, que as sementes congeladas em nitrogénio na fase de vapor, a -170 °C, alcancaram a
temperatura de equilibrio num tempo de 220 segundos; ja as sementes imersas em nitrogénio
liquido a -196 °C, o tempo para ocorrer o congelamento foi de 200 segundos; nessa
perspectiva conclui-se que, quanto maior o gradiente térmico a que o produto estd exposto,

maior também velocidade de congelamento.

IL.3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Setor de Criogenia do Laboratério de
Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas (LAPPA) da Unidade Académica de

Engenharia Agricola, da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG — PB).
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Utilizaram-se sementes de roma (material ainda ndo padronizado pelas Regras para
Andlise de Sementes) oriundas de frutos fisiologicamente maduros, adquiridos na Fazenda
Aguas do Tamandu4, no sertao paraibano de Sousa, PB (cidade que estd a uma altitude média
de 220 metros, com latitude — 06 ° 45° 33”’, longitude 38° 13’ 41°’e uma 4rea que abrange
765,0 km?), coletadas no periodo de janeiro de 2012. J4& as sementes de jud revestidas de
endocarpo sdo oriundas de frutos de jud coletados no Campus da UFCG na cidade de
Campina Grande, PB (cidade que estd a uma altitude média de 551 metros, com latitude — 07
° 13’ 50°°, longitude 35° 52’ 52’’e uma area que abrange 599,6 km2), entre maio e julho de
2012, sendo coletados diretamente da arvore quando iniciaram a queda espontanea.

A determinac¢do do teor de dgua inicial das sementes foi realizada a partir do método
padrao da estufa a 105 + 3 °C, utilizando quatro sub-amostras de 5g de sementes
acondicionadas em recipientes metdlicos, onde permaneceram durante 24 h. Apds esse
periodo, foram retirados da estufa, tampados rapidamente, resfriados em dessecador durante
15 minutos e pesados em balanga analitica com precisdao de 0,0001g, como prescrito nas
Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009) e o resultado final expresso pela média
aritmética em porcentagens das sub-amostras.

Ap6s a determinacdo do teor de dgua inicial, sementes de roma e jud foram secas ou
umedecidas até que atingissem os teores de dgua estabelecidos para os diferentes ensaios das
curvas de congelamento (6, 9, 12, e 15% b.u. = 0,1%). Como as sementes de roma tinham um
teor de 4dgua inicial de aproximadamente 10,6% b.u., foi feita uma secagem para a obtengdo
dos teores de 6 € 9% b.u. e um umedecimento para a obtencdo dos teores de 12 e 15% b.u. As
sementes de jud foram extraidas dos frutos com teor de 4gua elevado (15,86% b.u.) e em
seguida, foram submetidas a secagem na temperatura de 40 °C até atingirem os teores de dgua
desejados. A quantidade de 4gua evaporada, em gramas, foi determinada de acordo com a

seguinte expressao:

100 — X;

=" 100 — X;

(I —-1)

Onde:

Py - peso final da amostra, g

P; - peso inicial da amostra, g

X; - teor de dgua inicial das sementes, % (b.u.)

Xy - teor de dgua desejada das sementes, % (b.u.).
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No procedimento de secagem das sementes as amostras foram colocadas em uma
Céamara, modelo MA 415/Marconi, a 40 °C, sendo os lotes de sementes pesados a cada duas
horas até atingirem os pesos referentes aos teores de dgua desejados. Para o acréscimo do teor
de 4gua, 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 pldstica com dgua
destilada em um nivel em que alcance os suportes, sem atingir as sementes. Todo o material
(bandeja e cesta com sementes) foram envolvidos por um saco plastico de alta densidade,
vedado, e em seguida, levado a uma camara de refrigeracdo com temperatura de 10 °C sendo
pesados a cada hora, utilizando uma balanga semi-analitica (Mod. BS 3000A) com precisao
de 0,001g até atingir os pesos referentes aos teores de dgua desejados.

As sementes oriundas das operacdes de secagem e umedecimento € nos respectivos
teores de dgua foram selecionadas manualmente, tomando por base as suas caracteristicas
fisicas semelhantes como, tamanho e forma, além de aspecto sauddvel. Logo apds, foram
determinadas as dimensdes de comprimento, largura e espessura de 30 sementes, com auxilio
de um paquimetro digital, marca Mitutuyo com resolucdo de 0,01 mm.

Para proceder a tomada dos dados da evolucdo do processo de congelamento em
funcdo da temperatura e do tempo, efetuou-se um furo no centro geométrico de cada semente
escolhida nos respectivos teores de dgua, o qual foi determinado através de valores de
comprimento, largura e espessura de cada semente. Para monitoramento da temperatura no
interior da semente, foi conectado um termopar a um registrador multicanal, e da mesma
forma, outro termopar foi colocado no interior do ambiente em que se realizaram as leituras,
ou seja, no vapor de nitrogénio (-170 °C) e no nitrogénio liquido (-196 °C), com o propoésito
de verificar a temperatura de equilibrio, correspondente ao final do processo.

Para o estudo da cinética de congelamento das sementes de roma as leituras foram
realizadas em intervalo de 1 segundo, até a conclusdo o experimento; ja as sementes de jud os
dados foram registrados a cada 5 segundos. O término dos registros das temperaturas
aconteceu quando o segundo termopar atingia a temperatura de congelamento em cada botijao
criogénico. Dessa maneira, foram realizadas trés repeticdes para cada teor de dgua, obtendo as
curvas de congelamento nas temperaturas criogénicas em fun¢do do tempo.

Os modelos matemadticos utilizados para descrever a cinética de congelamento nos
diversos teores de dgua (6, 9, 12 e 15%) foram os de Fourier, utilizando o primeiro termo da
série, o Modelo I e Modelo II, proposto por Cavalcanti Mata (2012). Para execucdo dos

tratamentos matematicos, tomaram-se os valores experimentais das curvas de congelamento
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das sementes das duas espécies, sendo obtido os parametros fator de atraso (J) e difusividade
térmica (a), para o modelo de Fourier utilizando o 1° termo da série, de acordo com a

Equacao II-2:

RT =4 —To _ (k - t) -2
=n -7t e (1 -2)
Em que:
SenA—A1-CosA
J = ZW (fator de atraso)
2a
k = 2
Onde:

RT - razdo de temperatura, adimensional

T - temperatura em cada momento, °C

T, - temperatura do meio de congelamento, °C
T, - temperatura inicial do produto, °C

J - fator de atraso

k - coeficiente da cinética de congelamento

t - tempo, seg

A - raiz da equagdo transcendental

o - difusividade térmica efetiva, mm>.s’!

r - raio da esfera equivalente, mm.

O Modelo I de Cavalcanti Mata (2012) propde uma equagdo derivada do modelo de
Fourier, utilizando o 1° termo da série, no qual € realizado uma correcdo no tempo de ordem

exponencial (N) e seu modelo pode ser escrito como:
2,

A1 a
RT=]’eXp< = )tN (I1-13)

Onde:

J’ - fator de atraso, variando entre 1,001 e 1,006.

O Modelo II proposto por Cavalcanti Mata (2012) € um modelo empirico, onde o
autor introduz coeficientes na cinética de congelamento, de maneira que exista uma mudanga

de curvatura no comportamento cinético, podendo ser escrito como:
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A — A
1+ exp((Az —t) - Ay)

RT = A, + (I — 4)

Onde:

Ay, Ay Aj e Ay- coeficientes da equacdo de congelamento.

Com os dados de razdo de temperatura em func@o do tempo, foi realizada uma analise
de regressdao nao linear, pelo método Quasi-Newton através do programa computacional
STATISTICA, versdo 7.0. Para cada modelo foram considerados o coeficiente de
determinagdo (R?) e o erro médio relativo (P), sendo calculado de acordo com a seguinte

expressao:

pP— 100 i |(RTexp RTpre)| (I - 5)
n RTxp
Onde:

P - erro médio relativo, %

RT,,. - razdo de temperatura predita pelo modelo

RT,,, - razdo de temperatura experimental

n - nimero de observagdes do experimento.
I1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento cinético do congelamento das sementes de roma e jud, nas
temperaturas criogé€nicas encontram-se nas Figuras II.1 a II.6, respectivamente, para o0s
Modelos de Fourier, Modelo I e II de Cavalcanti Mata (2012). Nas curvas de congelamento
das sementes por imersdao no vapor de nitrogénio (-170 °C) e em nitrogénio liquido (-196 °C),
ndo se distingue com clareza as trés fazes tipicas do congelamento devido a velocidade de
processo € um maior gradiente térmico a que estdo expostas as sementes, além do baixo teor
de 4dgua.

COELHO (2006) estudando as curvas de congelamento de sementes de algoddo em
diferentes teores de 4gua salienta que, as curvas nas temperaturas criogénicas para este
produto ndo apresentavam as trés fases tipicas de congelamento. As trés fases distintas sdo: a

Fase 1 que corresponde ao resfriamento do produto, e vai, da temperatura ambiente até o
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inicio da temperatura de congelamento desse produto, é caracterizado por uma tipica curva
exponencial. A Fase 2 € constituida pelo congelamento do produto. Nesta fase a fracdo de
dgua na forma liquida ou na forma vapor, absorve a energia para formar os cristais de gelo, e
a curva caracteristica é praticamente uma reta com pequena inclina¢io. E na Fase 3 a curva

caracteristica volta a ser uma exponencial, que corresponde ao pds congelamento do produto.

1,0

M odelo de Fourier
RT = J*exp(k*t)

0,8 T=-170°C

0,6

Teores de Agua
e 6%
= 9%

12%

15%

0,4

A

0,2

RT (razdo de temperatura, adimensional)

0,0

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo (segundos)

10| m

M odelo de Fourier
= A RT = J*exp(k*t)

0,8 T=-196°C

0,6

Teores de Agua
° 6%
" 9%
12%
4 15%

0,4

RT (razdo de temperatura, adimensional)

0,2

0,0 e o " m i & * & a4 a4 .
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Tempo (segundos)

Figura II.1 - Dados experimentais e calculados pelo Modelo de Fourier com o 1° termo da

série, das curvas de congelamento de sementes de roma nas temperaturas de -170 e -196 °C.
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Figura I1.2 - Dados experimentais e calculados pelo Modelo I de Cavalcanti Mata, das curvas

de congelamento de sementes de roma nas temperaturas de -170 e -196 °C.
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Figura I1.3 - Dados experimentais e calculados pelo Modelo II de Cavalcanti Mata, das

curvas de congelamento de sementes de roma nas temperaturas de -170 e -196 °C.
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Figura I1.4 - Dados experimentais e calculados pelo Modelo de Fourier com o 1° termo da
série, das curvas de congelamento de sementes de jud revestidas de endocarpo nas

temperaturas de -170 e -196 °C.
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Figura IL.5 - Dados experimentais e calculados pelo Modelo I de Cavalcanti Mata, das curvas
de congelamento de sementes de jud revestidas de endocarpo nas temperaturas de -170 e -196

°C.
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Figura I1.6 - Dados experimentais e calculados pelo Modelo II de Cavalcanti Mata, das

curvas de congelamento de sementes de jud revestidas de endocarpo nas temperaturas de -170

e -196 °C.

As sementes de romd e juid analisadas apresentaram um teor de &agua de
aproximadamente (6, 9, 12, e 15% b.u. £ 0,1%), ou seja, baixas percentagens de dgua. Como

as curvas de congelamento das sementes das duas espécies ndo apresentam as trés fases
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distintas, anteriormente descritas, pode-se dizer que o teor de dgua, embora passe pelas trés
fases, ndo € suficientemente marcante de modo a conferir a essas curvas de congelamento um
aspecto de uma curva sigmoide, tendo predominancia a curva caracteristica de matéria seca
que € uma curva exponencial. Esta afirma¢do encontra consondncia com KASAHARA et al.
(1986) e GOLDFARB et al. (2010), ao salientarem que s6 os produtos agricolas, com teor de
agua elevado, em torno de 50 a 90% (b.u.), apresentam de maneira evidente as trés fases do
congelamento.

Depreende-se ainda da andlise das curvas apresentadas nas Figuras II.1 a I1.6, que se
demanda mais tempo para se alcancar o estado final de congelamento, aquelas sementes com
um teor de 4gua mais elevado, comportamento este totalmente esperado. De acordo com
GOLDFARSB et al. (2010) outro fator a ser considerado € a temperatura, uma vez que quanto
maior o gradiente térmico a que o produto estd exposto, maior também é a velocidade de
congelamento.

Nas Tabelas 1.1 e I.2 se encontram os parametros das equagdes de congelamento
propostas para as sementes de roma e jud (A, r,), coeficiente do modelo (J, J°, k), bem como
os coeficientes de determinagdo das curvas de congelamento das sementes, seu erro médio
estimado e o erro médio relativo, além de sua difusividade térmica efetiva. Observa-se que a
difusividade térmica efetiva das sementes aumenta com a diminui¢do do teor de 4gua, nas
temperaturas de -170 e -196 °C para o Modelo de Fourier e o Modelo I de Cavalcanti Mata
(2012). Resultados semelhantes foram encontrados por SUBRAMANIAN &
VISWANATHAN (2003), que trabalhando com graos de milho mitido (“minor millet”),
obtiveram valores crescentes da difusividade térmica com o decréscimo do teor de dgua dos
graos.

Para todos os teores de dgua analisados a raiz da equagdo transcendental foi varidvel,
apresentando valores inversamente proporcionais, ou seja, a medida que se diminuiu a
temperatura estes aumentaram. Com relagdo ao fator de atraso (J), observa-se que, as curvas
de congelamento criogé€nico apresentam valores que expressam o conceito de fator de atraso
que deve estar acima de 1, pois segundo SPAGNOL et al. (1989) o termo fator de atraso
indica o tempo necessdrio para que o congelamento ultrapasse o ciclo logaritmico. Nos teores
de agua, 6 e 9% (b.u.), o modelo I de Cavalcanti Mata apresentou valores de J inferiores a 1,0
o que nao corresponde ao fendmeno fisico real, sendo assim procedeu-se uma nova andlise de

regressdo fixando o valor em 1,001, obtendo-se um novo valor de k.
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Tabela II.1 - Parametros das sementes de roma e coeficientes dos modelos da cinética de

congelamento a temperaturas criogénicas.

Modelo de Fourier (1° termo da série)

Curvas de congelamento (T = -170 °C)

Teor de Agua (% b.u.) A Iy (Mm) J k R2 (%) « (mmzs'l) P(%)
6 0,54513 11,9468 1,03012 0,05719 99,09 0,72941 37,39
9 1,02247 2,0238 1,10945 0,03822 97,28 0,14974 46,03
12 1,11109 2,0955 1,13028 0,03342 98,19 0,11887 43,92
15 1,28602 2,1507 1,17755 0,02978 96,79 0,08329 46,41
Curvas de congelamento (T = -196 °C)
Teor de Agua (% b.u.) A I'p (Mm) J k R2(%) « (mmzs'l) P(%)
6 1,31621 11,8920 1,18657 0,18024 90,49 0,37244 56,39
9 1,41559 11,9596 1,21811 0,18078 92,38 0,34644 45,84
12 1,45854 2,0137 1,23264 0,14489 9245 0,27617 49,18
15 1,46717 2,0541 1,23562 0,12315 92,51 0,24138 48,78

Modelo I de Cavalcanti Mata

Curvas de congelamento (T = -170 °C)

Teor de Agua (% b.u.) A I,y (Mm) J k R2 (%) o(mm’s’) P(%)
6 0,10016 1,9468 1,001  0,01931 99,19  7,29539 36,99
9 0,10016 2,0238 1,001  0,00606 98,96  2,65252 4549
12 0,10016 2,0955 1,001  0,00372 9945 151879 43,33
15 0,31125 2,1507 1,009 0,00224 99,29  0,10695 45,60
Curvas de congelamento (T = -196 °C)
Teor de Agua (% b.u.) A I,y (Mm) J k R2(%) o (mm’s’') P(%)
6 0,10016 1,8920 1,001  0,00245 99,15  0,79583 55,75
9 0,10016 1,9596 1,001  0,00223 99,32  0,79245 43,16
12 0,25525 2,0137  1,0065 0,00212 9947  0,15248 47,02
15 0,25760 2,0541  1,0066 0,00207 99,09  0,13479 46,82

Modelo IT de Cavalcanti Mata

Curvas de congelamento (T = -170 °C)

Teor de Agua (% b.u.) 1, (mm) A A, A; A, R2(%) P(%)
6 1,9468 20,6661 -0,2397 -75,8802 0,0368 99,90 36,73
9 2,0238  1,4065 -0,2339 20,3355 0,0505 99,87 45,13
12 2,0955 1,5982 -0,1458 15,6174 0,0431 99,98 42,96
15 2,1507 11,1311 -0,0564 31,7738 0,0637 99,95 45,11
Curvas de congelamento (T =-196 °C)
Teor de Agua (% b.u.) 1, (mm) Ay A, As Ay R%(%) P(%)
6 1,8920 0,9507 -0,0117 5,9832 0,9742 99,61 55,46
9 1,9596 09612 0,0107 6,1585 1,0017 99,77 43,27
12 2,0137 09874 0,0107 7,4821 0,6948 99,89 46,95
15 2,0541 0,9764  0,0081 8,9439  0,5872 99,73 46,55
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Tabela I1.2 - Parametros das sementes de jud revestidas de endocarpo e coeficientes dos

modelos da cinética de congelamento a temperaturas criogénicas.

Modelo de Fourier (1° termo da série)

Curvas de congelamento (T = -170 °C)

Teor de Agua (% b.u.) A Iy (Mm) J k Rz (%) « (mmzs'l) P(%)
6 0,49679 5,2460 1,02496 0,00960 98,24 1,07036 36,67
9 1,01099 5,3809 1,10690 0,00748 97,44 0,21190 44,93
12 1,00658 5,3443 1,12673 0,00652 98,35 0,15486 41,92
15 1,26672 54361 1,17192 0,00583 97,10 0,10737 44,79

Curvas de congelamento (T = -196 °C)
Teor de Agua (% b.u.) A I'p (Mm) J k RA(%) « (mmzs'l) P(%)
6 1,25891 5,0761 1,16967 0,03812 94,44 0,61976 54,60
9 1,38755 5,3139 1,20892 0,03603 92,02 0,52844 47,81
12 1,43693 5,3443 1,22526 0,02906 92,56 0,40197 48,30
15 1,46989 54032 1,23657 0,02479 92,86 0,33497 48,64

Modelo I de Cavalcanti Mata

Curvas de congelamento (T = -170 °C)
Teor de Agua (% b.u.) A I,y (Mm) J k R2(%) o (mm’s') P(%)
6 0,31550 5,2460 1,01000 0,00217 99,21 0,59988 36,49
9 0,31550 5,3809 1,01000 0,00064 98,65 0,18616 44,47
12 0,39621 5,3443 1,01581 0,00093 99,31 0,16920 41,39
15 0,58382 5,4361 1,03461 0,00039 98,87 0,03381 44,10

Curvas de congelamento (T = -196 °C)
Teor de Agua (% b.u.) A I,y (mm) J k R%%) o(mm’’') P(%)
6 0,24770 5,0761 1,00615 0,00036 98,48 0,15119 54,26
9 0,43020 5,3139 1,01866 0,00032 98,73 0,04882 46,35
12 0,55930 5,3443 1,03172 0,00029 98,50 0,02648 46,88
15 0,34200 5,4032 1,01176 0,00005 98,91 0,01148 46,85

Modelo II de Cavalcanti Mata

Curvas de congelamento (T = -170 °C)
Teor de Agua (% b.u.) 1, (mm) A A Aj Ay R2(%) P(%)
6 5,2460 -0,2178 84464 -251,31 -0,0073 99,85 35,92
9 5,3809 -0,2005 1,4051 99,306 -0,0105 99,87 43,98
12 5,3443  7,3873 -0,4111 -382,86 0,0039 99,81 40,93
15 5,4361 11,1306 -0,0381 158,61 0,0125 99,95 43,46

Curvas de congelamento (T = -196 °C)
Teor de Agua (% b.u.) 1, (mm) A A A; Ay R2(%) P(%)
6 5,0761 0,9857 -0,0311 31,159 0,1312 99,63 53,69
9 5,3139  0,9810 0,0026 32,317 0,1421 99,75 45,71
12 5,3443  0,9797 0,0054 37,277 0,1300 99,89 46,16
15 5,4032  0,9753 0,0080 44,635 0,1172 99,75 46,41
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Os valores de k para o Modelo de Fourier com 1° termo da série apresentaram-se de
forma inversamente proporcional para as duas espécies em estudo, ou seja, a medida que se
diminui a temperatura estes aumentaram. Estes resultados encontram concordancia com
AMARAL et al. (2010), que em estudos sobre a difusividade e a energia de ativacdo de graos
de bico com base na cinética de congelamento encontraram resultados similares aos
encontrados no presente estudo.

Ao se comparar o comportamento cinético do congelamento das sementes de roma e
jud observa-se que o Modelo II, de Cavalcanti Mata, apresenta um ajuste melhor entre os
dados calculados e os experimentais, destacando-se que este modelo € empirico ndo
permitindo determinar a difusividade térmica do processo de congelamento das sementes e
sim, uma constante de congelamento. Os demais modelos aplicados permitem obter a
difusividade térmica efetiva do processo de congelamento das sementes, porem nao
apresentam um bom ajuste entre os dados experimentais e os estimados em toda a extensdo da
curva. Isso implica dizer que o Modelo de Fourier com um termo da série, ndo permite
expressar a cinética de congelamento nas temperaturas criogénicas com diferentes teores de
dgua, fator esse que pode ser sintetizado através de uma corre¢do exponencial no tempo o que
pode ser verificado no Modelo I de Cavalcanti Mata, apresentando coeficientes de
determinagdo variando de 99,61 a 99,98%. Resultados semelhantes foram encontrados por
CAVALCANTI MATA et al. (2012) que estudando a cinética de congelamento do feijao
(Phaseolus vulgaris L.) obteve coeficientes de determinacdo, superiores a 99%, os quais
foram considerados satisfatorios.

Verifica-se que a difusividade térmica das sementes de roma, na temperatura de -170
°C para o Modelo de Fourier, nos diferentes teores de agua, € inferior a estimada pelo Modelo
de Cavalcanti Mata. Esses valores de difusividade térmica sdo semelhantes aos obtidos por
CAVALCANTI MATA et al. (2012), de 0,7394 mm? s‘l; Outras observacdes permitem
concluir que os dados da difusividade térmica obtido pelo Modelo I de Cavalcanti Mata sao
mais consistentes ao se analisar o comportamento da cinética de congelamento das sementes
nos diferentes teores de dgua, onde o Modelo de Fourier tem coeficientes de determinacio
inferiores variando de (90,49 a 99,09%), além de erro médio relativo (P) superior a 20%,
indicando que o Modelo de Fourier utilizando o 1° termo da série ndo representa tdo bem a
cinética de congelamento quanto o Modelo I de Cavalcanti Mata, em que os coeficientes de
determinagdo variam de (99,61 a 99,98%), respectivamente, com erros médios relativos (P)

inferiores.
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Embora os modelos propostos sejam, de maneira geral, satisfatérios para expressar a
cinética de congelamento das sementes de roma e jud, constata-se que os graficos dos valores
dos residuos das equagdes versus valores estimados, sdo todos considerados tendenciosos em
todos os teores de dgua analisados, como se observa no Apéndice A.Il, demonstrando que
modelos mais expressivos poderiam ser utilizados; no entanto, hd que se desenvolver um

modelo que considere o fendmeno fisico que ocorre durante o congelamento das sementes.

I1.5. CONCLUSOES

As curvas de congelamento criogénico das sementes de roma e jud com teor de dgua
variando entre 6 € 15% b.u. £ 0,1%, sdo exponenciais e ndo se distinguem com clareza as trés
fases tipicas, devido a velocidade de congelamento e um maior gradiente térmico a que estiao
expostas as sementes.

Na comparagdo entre os modelos, percebe-se que o modelo semi-tedrico de Cavalcanti
Mata (Modelo I), bem como o Modelo II de Cavalcanti Mata descrevem de forma satisfatoria,
o processo de cinética de congelamento para as temperaturas criogénicas estudadas,
representando melhor os dados experimentais que o modelo tedrico.

Para os Modelos de Fourier € Modelo I de Cavalcanti Mata, a difusividade térmica
aumenta com a diminui¢do do teor de dgua em todas as temperaturas. J4 no Modelo II de
Cavalcanti Mata ndo € possivel extrair a difusividade térmica, mas se podem obter constantes

de congelamento, que € funcdo da temperatura e do teor de dgua do produto.
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PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE ROMA E JUA

CAPITULO III: TRATAMENTOS PRE-GERMINATIVOS EM SEMENTES DE JUA
REVESTIDAS DE ENDOCARPO

RESUMO

Para que uma semente germine € necessdrio, primeiramente, que os ambientes quimicos e
fisicos sejam favordveis, ou seja, que haja disponibilidade de 4gua, temperatura e a
concentracdo de oxigénio no meio ndo limitem o metabolismo germinativo. Entretanto,
algumas sementes ndo germinam mesmo quando colocadas em condigdes ambientais
aparentemente favordveis. Tais sementes sdo denominadas dormentes, pois apresentam
alguma restricdo interna ou sistémica que impedem o desenvolvimento do embrido. Este
estudo avaliou tratamentos pré-germinativos para superacdo de dorméncia de sementes de
Ziziphus joazeiro Mart. revestidas de endocarpo. Os tratamentos consistiram em: sementes
intactas; testemunha (endocarpos intactos); imersdo em nitrogénio liquido (-196 °C) e vapor
de nitrogénio (-170 °C) por 24, 48, 72 e 96 h; escarificacdo quimica com imersdo dos
endocarpos em H,SO4 e HCI concentrado por 10, 20, 30 e 40 min.; e imersdo em 4gua, a
temperatura ambiente, por 24, 48, 72 e 96 h. As varidveis avaliadas foram porcentagem de
emergéncia, comprimento e matéria seca das plantulas. A escarificacdo acida através da
imersao em 4cido sulfirico durante 10 e 20 minutos foram os tratamentos mais eficientes para
acelerar e uniformizar a germinacio, ocorrendo o desgaste do tegumento, promovendo a
permeabilidade da semente.

Palavras-chave: Ziziphus joazeiro Mart., dorméncia, germinacao, vigor.
ABSTRACT

For a seed to germinate is necessary, first, that the chemical and physical environments are
favorable, i.e., availability of water, temperature and oxygen concentration in the environment
does not limit the germinative metabolism. However, some seeds do not germinate even when
placed in seemingly favorable environmental conditions. Such seeds are called dormant
because they have some internal or systemic restriction preventing development of the
embryo. This study evaluated pre-germination treatments for breaking dormancy of seeds of
Ziziphus joazeiro Mart. coated with endocarp. The treatments consisted of: intact seeds;
testifies (intact endocarps); immersion in liquid nitrogen (-196 °C) and nitrogen vapor (-170
°C) for 24, 48, 72 and 96 hours; chemical scarification with immersion of the endocarps in
H,SO,4 and HCI concentrated for 10, 20, 30 and 40 minutes; and immersion in water at room
temperature for 24, 48, 72 and 96 hours. The variables evaluated were the percentage of
emergence, length and seedling dry matter. The acid scarification through immersion in
sulfuric acid during 10 and 20 minutes were the most effective treatments for rapid and
uniform germination, occurring the wear of the tegument, promoting the permeability of the
seed.

Keywords: Ziziphus joazeiro Mart., dormancy, germination, vigor.
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II1.1. INTRODUCAO

A propagacdo de espécies florestais via sementes exige que as mesmas apresentem
boas caracteristicas como uniformidade, alta porcentagem e rapidez no seu processo de
germinacdo, além de alta sobrevivéncia para que sua producdo se torne economicamente
vidvel. Porém, nem sempre € possivel a obtencdo de sementes com todas as caracteristicas
desejdveis, principalmente para espécies que apresentam germinagdo baixa e heterogé€nea,
além de necessitar de um periodo prologado para sua germinacdo (PINEDO & FERRAZ,
2008) sendo a dorméncia de sementes, principalmente de leguminosas, um dos principais
problemas encontrados para a produ¢do de mudas florestais nativas (OLIVEIRA et al., 2003).

Com base nos mecanismos ou estruturas da semente envolvidas, a dorméncia pode ser
classificada como: endégena e exdgena (CARDOSO, 2004). A dorméncia enddgena ¢é
causada por algum bloqueio da germinagdo relacionada ao préoprio embrido ou tecidos,
quando envolve processos metabodlicos € conhecida como dorméncia fisioldgica e, dorméncia
morfolégica quando estd relacionada as sementes com embrido ndo completamente
desenvolvido. A dorméncia exdgena, entretanto, é causada por tecidos da semente (extra-
embriondrio), como o tegumento ou partes do fruto, podendo ser associada a fatores fisicos,
mecanicos ou quimicos (MENEZES et al., 2009).

A multiplicagdo de arvores, nativas ou exéticas, depende muitas vezes da quebra de
dorméncia das sementes, o que pode ndo ser muito simples de se obter (ANDREANI
JUNIOR et al., 2011). A dorméncia pode ser definida como um fendmeno pelo qual sementes
de uma determinada espécie, mesmo estando vidveis e tendo as condi¢des favordveis (luz,
temperatura e oxigénio), ndo germinam. A causa pode ser um ou mais bloqueios a germinagdo
e que podem variar de intensidade. Do ponto de vista da planta, a dorméncia é benéfica, pois
retarda a germinacgdo e a distribui no tempo, impedindo que a semente germine em condi¢des
ambientais desfavoraveis (DAVIDE & SILVA, 2008).

Segundo os tecnologistas de sementes, a germinacdo ¢é definida como o
desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido, manifestando a sua capacidade para
dar origem a uma plantula normal em condi¢des ambientais favordveis (BRASIL, 2009). A
utiliza¢do do teste de germinacdo é fundamental para o monitoramento da viabilidade das
sementes em bancos de germoplasma, antes e durante o armazenamento. Todavia, o
conhecimento atual sobre as técnicas de monitoramento € limitado, concentrando-se,

principalmente, em plantas de interesse agricola (SILVA et al., 2012). De acordo com

54



Capitulo IlI: Tratamentos pré-germinativos em sementes de jud revestidas de endocarpo

CARVALHO & NAKAGAWA (2000) as sementes da maioria das espécies germinam
prontamente quando lhes sdo dadas condi¢bes ambientais favoraveis. Porem, as sementes de
cerca de dois ter¢os das espécies arboreas apresentaram certo grau de dorméncia, que pode ser
superada com a utilizacdo de tratamentos pré-germinativos (KRAMER & KOZLOWISK,
1972).

EIRA et al. (1993) salienta que, todos os tratamentos pré-germinativos apresentam
vantagens e desvantagens, de forma que cada um devem ser analisados, levando em
consideragdo, os custos e facilidade de execucdo. Faz-se necessdrio, tomar algumas
precaugdes, para que na aplicacdo de determinado tratamento de superacdao de dorméncia em
um lote de sementes a distribuicdo seja uniforme. Outro transtorno a ser enfrentado ocorre
quando as sementes sdo utilizadas para producdo de mudas, em virtude do longo tempo para
que ocorra a germinacgdo, ficando as mesmas sujeitas a condi¢des adversas, o que favorece o
ataque de fungos e consequentemente, perdas na producao.

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar a capacidade germinativa e o
vigor de sementes de jua revestidas de endocarpo, submetidas a diferentes tratamentos de

superagao de dorméncia.

II1.2. REVISAO DE LITERATURA

I11.2.1. Caracteristicas do Ziziphus joazeiro Mart.

Poucas espécies arbéreas da caatinga possuem informagdes sobre o seu cultivo.
Apesar do reconhecimento cientifico das suas potencialidades e importancia para a
biodiversidade ainda permanecem sem a atencdo devida por parte de programas eficientes que
visem a sua conservacdo e valorizagdo como recurso natural junto a populagdo. O Ziziphus
Jjoazeiro Mart. é uma das espécies nessa condi¢cdo e até hoje muito pouco estudada (MONIZ-
BRITO & OSUNA, 2008).

O juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) € uma espécie xerOfita pertencente a familia
Rhamnaceae, nativa da Caatinga, que em 2002, na primeira Reunido Técnica de Recursos
Genéticos de Plantas Medicinais e Aromadticas, promovida pela EMBRAPA (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) e pelo IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis) foi citada como uma das espécies prioritdrias a

conservacdo e manejo sustentdvel do bioma Caatinga, exclusivamente brasileiro, degradado
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em virtude da utilizacdo inadequada das espécies 14 existentes pela populacdo local
(LORENZI, 2008).

A unidade de dispersdao do juazeiro consiste de um didsporo composto da semente e de
um complexo orginico que a acompanha, no caso, um endocarpo pétreo e extremamente
resistente (DIOGENES et al., 2010). CARVALHO E NAKAGAWA (2000) salientam que no
habitat natural esta dureza € removida por processos de escarificacdo que envolvem a
participacdo e a interagdo de microrganismos, animais e temperaturas alternadas. Ainda assim
¢ extremamente raro encontrar plantulas dessa espécie proximas as plantas matrizes, além da

planta jovem constituir excelente alimento para animais, o que, de certa forma, prejudica a sua

multiplicagdo natural (MONIZ-BRITO & OSUNA, 2008).

I11.2.2. A importancia do estudo morfolégico em sementes

O estudo da morfologia de sementes e plantulas nos estdgios iniciais de
desenvolvimento contribui para melhorar o conhecimento do processo reprodutivo das
espécies vegetais, servindo de subsidio para a produ¢do de mudas, além de ser fundamental
para uma melhor compreensdo do processo de estabelecimento da planta em condig¢des
naturais da floresta (GUERRA et al., 2000).

Estudos envolvendo a morfologia de sementes podem auxiliar no entendimento do
processo de germinagdo, vigor, armazenamento, viabilidade e métodos de propagacdo das
espécies. Além disso, a caracterizacdo morfoldgica de sementes fornece subsidios para
diferenciar espécies e caracterizar aspectos ecoldgicos da planta, como a dispersdo,
estabelecimento de plantulas e fase da sucessao ecoldgica (LOPES & MATHEUS, 2008).

Os estudos morfoldgicos auxiliam a identificagdo botanica da espécie, a interpretacdo
dos testes de laboratdrio e o reconhecimento da espécie em bancos de sementes. Diante disso,
MELO & VARELA (2006) afirmam que o conhecimento especifico dos aspectos
morfolégicos de sementes de uma espécie, contribui em sua propagacdo € tornam-se
fundamentais para o melhor planejamento e tratamento silvicultural das espécies, permitindo

0 uso racional da floresta.

1I1.2.3. Dorméncia

O termo dorméncia de sementes aplica-se a condi¢do das sementes vidveis que nao

germinam apesar de lhes serem fornecidas as condi¢cdes ambientais adequadas para
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germinarem (ex. dgua e temperatura conveniente). O fendmeno de dorméncia nas sementes
provém da adaptacio das espécies as condicdes ambientais em que se reproduzem. E,
portanto, um recurso utilizado pelas plantas para germinarem na época apropriada ao seu
desenvolvimento, e que visa a perpetuacdo da espécie.

A dorméncia proporciona a sobrevivéncia das espécies em condi¢Oes naturais, uma
vez que distribui a germinagdo ao longo do tempo ou permite que a germinagdo ocorra
somente quando as condi¢des forem favordveis a sobrevivéncia das plantulas, apresentando-
se como uma vantagem. Porém, é frequentemente prejudicial as atividades de producdo de
mudas em viveiros, onde € esperado que elevada quantidade de sementes germinem em curto
periodo de tempo e, desta forma, permitindo a produ¢do de um estande de mudas uniformes
(MARCOS FILHO, 2005). Sao identificados os diversos tipos de dorméncia de sementes;
neste caso, o conhecimento das causas da dorméncia € de significativa importancia pratica,
visto que permite a aplicacdo de tratamentos apropriados para obtencdo de melhor
germinacao.

Além dos fatores genéticos, a inducdo da dorméncia nas sementes ocorre devido a
influéncia dos fatores ambientais durante a fase de maturacdo das sementes. Em muitas
plantas ou na maioria delas, a formacdo de estruturas ou de mecanismos que levam a
dorméncia € iniciada sob a combinacdo de varidveis ambientais especificas, de forma que,
mesmo quando o desenvolvimento morfoldgico dessas estruturas e a sua transi¢ao fisiolégica
para o estado de dorméncia estdo sob controle endégeno, o mecanismo principal que da
origem a esses eventos depende da percep¢do e resposta a sinais do ambiente (LOPES &
NASCIMENTO, 2012). Dentre os fatores ambientais que podem induzir a dorméncia nas
sementes destacam-se: o fotoperiodo, a temperatura, a umidade relativa do ar e a
disponibilidade hidrica (MARCOS FILHO, 2005).

Outros fatores localizados nos tecidos extra-embriondrios também participam do
controle da dorméncia, como no caso da dorméncia tegumentar ou de cobertura, influenciada
principalmente pelas caracteristicas anatdmicas dos envoltorios. Assim, a semente ¢ dormente
apenas devido aos tecidos que envolvem o embrido (pericapo, testa, endosperma, Orgaos
florais) que exercem uma restricdo que o embrido nao pode vencer. Esse tipo de dorméncia é
denominado de exdgena, ou seja, imposta pelos tecidos que envolvem o embrido. Por outro
lado, em alguns casos, a remoc¢do das estruturas que envolvem o embrido ndo permite que
esse germine normalmente, pois o embrido encontra-se dormente, dorméncia enddgena

(LOPES & NASCIMENTO, 2012).
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Em algumas espécies florestais, como algumas leguminosas, a dorméncia das
sementes ocorre devido a um bloqueio fisico imposto pelo tegumento resistente e
impermedvel que, ao impedir a absorcao de dgua e as trocas gasosas, impede a embebi¢ao da

semente e a oxigenacdo do embrido (ALVES et al., 2007).
II1.3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Sementes e no Setor de
Processamento de Frutos do Laboratério de Armazenamento e Processamento de Produtos
Agricolas (LAPPA) da Unidade Académica de Engenharia Agricola, da Universidade Federal
de Campina Grande (UFCG — PB).

Os frutos de Zizyphus joazeiro Mart. (Figura III.1A) foram coletados no Campus da
UFCG na cidade de Campina Grande, PB (cidade que estd a uma altitude média de 551
metros, com latitude — 07° 13’ 50”°, longitude 35° 52’ 52”°e¢ uma area que abrange 599,6
km?), entre maio e julho de 2012, sendo coletados diretamente da drvore quando iniciaram a
queda espontanea, e em seguida levados para o Laboratério de Andlise de Sementes, onde
foram despolpados em uma despolpadeira industrial (Laboremus- PAT/REG), restando parte
do fruto, o endocarpo, que fica aderido ao tegumento da semente, sendo estes submetidos a
fermentag¢do por cinco dias, para a retirada de mucilagem. Decorrido esse periodo, foram
lavados com dgua corrente, sob peneira de arame, e postos para secar a sombra (Figura

III.1B).
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Figura III.1 - Frutos e folhas do Ziziphus joazeiro Mart. (A); Endocarpos (B); Tratamentos

pré-germinativos aplicados nos endocarpos (C).

A determinacdo do teor de 4gua inicial das sementes foi realizada a partir do método
padrao da estufa a 105 + 3 °C, utilizando quatro amostras de 5g de sementes acondicionadas
em recipientes metdlicos, onde permaneceram durante 24 h. Apds esse periodo, foram

retirados da estufa, tampados rapidamente, resfriados em dessecador durante 15 minutos e
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pesados em balanca analitica com precisao de 0,0001g, como prescrito nas Regras para
Andlise de Sementes (BRASIL, 2009) e o resultado final expresso pela média aritmética em
porcentagens das amostras. Devido a dificuldade em retirar as sementes sem provocar danos,
os tratamentos pré-germinativos para superacdo de dorméncia foram realizados nas sementes
revestidas de endocarpo (Figura II1.1C), sendo efetuado apenas um tratamento com a semente

para um resultado comparativo, como é demonstrado na Tabela IIL.1.

Tabela III.1 - Tratamentos pré-germinativos aplicados para superacdo da dorméncia de

sementes de Ziziphus joazeiro Mart.

Descricao dos Tratamentos Pré-Germinativos

T; | Sementes

T, | Testemunha — sementes revestidas de endocarpos

T3 | Imersdo em nitrogénio liquido (-196 °C) por 24 horas

T4 | Imersdo em nitrogénio liquido (-196 °C) por 48 horas

Ts | Imers@o em nitrogénio liquido (-196 °C) por 72 horas

Te | Imersdo em nitrogénio liquido (-196 °C) por 96 horas

T, | Imers@o em vapor de nitrogénio (-170 °C) por 24 horas

Tg | Imers@o em vapor de nitrogénio (-170 °C) por 48 horas

Ty | Imersdo em vapor de nitrogénio (-170 °C) por 72 horas

Tyo | Imers@o em vapor de nitrogénio (-170 °C) por 96 horas

Ty; | Imers@o em 4cido sulftrico concentrado (H,SO4 — P.A.) por 10 minutos

T2 | Imers@o em 4cido sulftrico concentrado (H,SO4 — P.A.) por 20 minutos

Ty3 | Imers@o em 4cido sulftrico concentrado (H,SO4 — P.A.) por 30 minutos

Ty4 | Imers@o em 4cido sulfurico concentrado (H,SO4 — P.A.) por 40 minutos

Tys | Imersdo em 4cido cloridrico concentrado (HCI — P.A.) por 10 minutos

Ty | Imersdo em 4cido cloridrico concentrado (HCI — P.A.) por 20 minutos

Ty7 | Imersdo em 4cido cloridrico concentrado (HCI — P.A.) por 30 minutos

Tig | Imersdo em 4cido cloridrico concentrado (HCI — P.A.) por 40 minutos

Ty9 | Pré-embebicdo em dgua destilada a 25 °C por 24 horas

T, | Pré-embebicdo em dgua destilada a 25 °C por 48 horas

T,; | Pré-embebicdo em 4dgua destilada a 25 °C por 72 horas

T, | Pré-embebicdo em dgua destilada a 25 °C por 96 horas
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As sementes e a testemunha correspondem as sementes que foram colocadas
diretamente para germinar, sem qualquer tratamento. As unidades de dispersdo constituidas de
endocarpo + semente imersas em nitrogénio liquido a (-196 °C) e vapor de nitrogénio a (-170
°C) foram acondicionadas em tubos cilindricos de aluminio (canister) e armazenadas em
botijoes criogénicos por (24, 48, 72 e 96 horas) e logo apds foram submetidas a um
descongelamento gradativo (-196; -170; -80; 10 °C e ambiente) com intervalo de trés horas
para cada temperatura.

As sementes revestidas de endocarpo imersas em 4cido sulfirico (densidade de 1,84 e
pureza de 95-98%) e 4cido cloridrico concentrado (densidade de 1,19 e pureza de 95-98%)
foram constantemente revolvidas com um bastio de vidro, objetivando uniformizar a sua a¢ao
abrasiva em diferentes periodos de imersao (10, 20, 30 e 40 min.). Decorridos os periodos
preestabelecidos foram lavadas em dgua corrente por 10 min, para que os 4cidos fossem
totalmente removidos. J4 o tratamento com agua destilada foi realizado através da imersao das
sementes revestidas de endocarpo em 4gua destilada por diferentes periodos (24, 48, 72 e 96
horas), fazendo a substituicdo da dgua a cada seis horas.

Apés a aplicac@o dos tratamentos pré-germinativos as sementes foram semeadas em
bandejas plasticas, sendo utilizada como substrato a vermiculita, a qual foi umedecida com
quantidade de dgua equivalente a 60% da capacidade de retencdo. As seguintes caracteristicas
foram avaliadas: emergéncia — foram utilizadas 100 sementes revestidas de endocarpos por
tratamento, divididas em quatro sub-amostras de 25. As contagens do nimero de endocarpos
germinados iniciaram-se aos 18 e estenderam-se até os 120 dias apds a semeadura, a excecao
das testemunhas, cuja primeira contagem das sementes iniciou-se no 23 apds a semeadura e as
sementes revestidas de endocarpos s6 foi possivel aos 59 dias apds o semeio. O critério

utilizado foi o de plantulas normais (Figura II1.2) que apresentavam as estruturas essenciais

perfeitas (BRASIL, 2009), sendo os resultados expressos em porcentagem.

Figura IIL2 - Plantulas de jud de um mesmo endocarpo (A); Endocarpo com

desenvolvimento de uma unica semente (B); Plantulas normais de jud (C).
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Os teste de vigor aplicados foram: comprimento de plantulas — no final do teste de
emergéncia, as plantulas normais de cada repeticdo foram medidas com o auxilio de um
paquimetro com precisdo de 0,01mm, sendo avaliada a altura das plantulas normais (sistema
radicular desenvolvido, presenca de hipocétilo e cotilédones), com os resultados expressos em
centimetros (GOLDFARB et al., 2010) e; matéria seca das plantulas — ap6s a contagem
final no teste de emergéncia, as plantulas anteriormente medidas foram submetidas a secagem
em estufa a 70 + 3 °C, até atingirem peso constante. Depois deste periodo, as mesmas foram
retiradas da estufa e colocadas para resfriar em um dessecador, por um periodo de 15 minutos
e, logo apds, pesadas em balancga eletronica, com precisiao de 0,01g. O peso seco foi calculado
através da formula proposta por VIERA & CARVALHO (1994).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, constando de
vinte e dois tratamentos, cada um com quatro repeticoes de 25 sementes revestidas de
endocarpo. Os dados foram analisados com o software ASSISTAT, versao 7.6 beta (SILVA
& AZEVEDO, 2009). Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias,

comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

II1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de jud revestidas de endocarpo apresentaram um teor de agua inicial de
15,23%. COIMBRA et al. (2007) ressalta que o teor de agua inicial das sementes é um fator
primordial para a padronizacdo dos testes de avaliacdo de qualidade e, consequentemente,
para obtencdo de resultados consistentes. De acordo com os dados apresentados na Figura
III.3, observa-se que a imersdao das sementes revestidas de endocarpo em &4cido sulftrico
concentrado, bem como a imersdo em &cido cloridrico concentrado, proporcionaram os
maiores porcentuais de emergéncia de plantulas diferindo estatisticamente, das sementes
revestidas de endocarpo (testemunha). Esses resultados indicam que a imersdao em &cidos,
foram os tratamentos mais eficazes em superar a resisténcia mecanica imposta pelo
endocarpo, desencadeando o processo de germinacdo e posterior emergéncia das plantulas,
evidenciando, dessa forma, que a resisténcia mecanica do endocarpo era o tinico impedimento
a emergéncia.

Varios trabalhos sdo relatados utilizando o acido sulfdrico (H,SO4) em diferentes
periodos, como o principal produto quimico na superacdo da dorméncia das sementes de

esséncias florestais, tais como barbatimio (Stryphnodendron adstringens e S. polyphyllum)
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por MARTINS et al. (2008); olho-de-dragido (Adenanthera pavonina) por KISSMANN et al.
(2008); pau-ferro (Caesalpinea ferrea Mart. ex Tul. var. leiostachya Benth.) por ALVES et al.
(2009); pau-de-jangada (Apeiba tibourbou Aubl.)) por PACHECO & MATOS (2009); e
angico-de-bezerro (Piptadenia moniliformis Benth.) por AZEREDO et al. (2010). Dessa
forma pode-se afirmar que a escarificacdo com 4cido sulfirico € eficiente na superagdo da
dorméncia causada pela impermeabilidade do tegumento, porém este € um produto de dificil

manuseio e nao encontrado facilmente no mercado.
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Figura II1.3 - Valores médios da porcentagem de germinacdo de sementes de jud revestidas
de endocarpo em funcdo de diferentes tratamentos pré-germinativos, aos 120 dias apds a
semeadura. Valor de “F” para tratamentos = 267,93** (P < 0,01); CV(%) = 5,58. Médias

seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Quando submetidas a escarificagdo quimica com acido sulftrico concentrado por 10
minutos (T11) e por 20 minutos (T12), os endocarpos de jud tiveram o melhor desempenho
germinativo, com percentual variando de 81 a 88%, respectivamente. Porém, a medida que se
aumentou o tempo de imersao no 4cido sulfurico, pode-se observar que acima de 20 minutos
de imersdo, ou seja, nos tratamentos nos quais as sementes foram imersas no acido sulfirico
por 30 (T13) e 40 (T14) minutos, o percentual de germinacdo diminuiu sensivelmente,

provavelmente, por ter ocasionado a morte do embrido. Resultados semelhantes foram
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encontrados por REBOUCAS et al. (2012), que estudando a superacdo da dorméncia de
sementes de quixabeira (Sideroxylon obtusifolium (Roem.& Schult.) T.D.Penn.) encontraram
valores superiores a 50% nos tratamentos com imersao em &acido por 10, 20 e 30 minutos,
com reducdo desse percentual quando submetidas a periodos superiores a 30 minutos,
causando danos as células do eixo embriondrio, com consequente diminui¢do do processo de
germinacao.

De posse dos resultados obtidos € possivel afirmar que as sementes de jud revestidas
de endocarpo necessitam realmente de tratamentos pré-germinativos para acelerar e
uniformizar a porcentagem de emergéncia das plantulas, tendo em vista que as sementes que
ndo passaram por tratamentos pré-germinativos (T2) obtiveram emergéncia inferior a maioria
dos tratamentos (38%), com excecdo das sementes que foram submetidas a imersdo em vapor
de nitrogénio (-170 °C) e imersdo em nitrogénio liquido (-196 °C), as quais obtiveram
percentual de germinagdo variando entre 19 e 30% de emergéncia, respectivamente (Figura
II1.3). Esses resultados encontram concorddncia com ALVES et al. (2006; 2008), MONIZ-
BRITO & OSUNA (2008) e DIOGENES et al. (2010) ao verificarem que as sementes de
Ziziphus joazeiro Mart., sem pré-tratamento para superar a dorméncia, apresentam baixa
percentagem de germinagao.

A ineficiéncia da escarificacdo utilizando-se temperaturas ultra-baixas (-170 e -196
°C), na superacdo da dorméncia das sementes, indica a provavel ocorréncia de dano
fisiol6gico no eixo embriondrio. Esses resultados discordam dos obtidos por AMARO et al.
(2012) que estudando diferentes métodos para superagdo de dorméncia da sementes em
manjericao (Ocimum basilicum L.), encontraram resultados satisfatérios na porcentagem de
germinagdo utilizando tratamentos de pré-resfriamento. No entanto, a mesma autora enfatiza
que resultados satisfatorios podem ser obtidos, uma vez que esse tratamento atua na ativagao
do metabolismo das sementes, devendo-se ressaltar que tanto a temperatura quanto o tempo
de exposicdo das sementes sdo fatores que, se ndo forem bem elucidados para a espécie em
estudo, podem danificar o embrido e prejudicar os resultados.

Nas sementes imersas em dgua destilada a temperatura ambiente, o valor mais elevado
da germinagdo foi atingido com a embebi¢do por 48 horas, seguida da embebicdo por 72
horas. Comparando-se os resultados deste trabalho com os de ALVES et al. (2008), com
unidades de dispersdo de Ziziphus joazeiro Mart., pode-se inferir que as sementes utilizadas
aqui tinham uma intensidade de dorméncia mais acentuada, porque a imersao das sementes

em agua a temperatura ambiente, por 48 e 72 horas, proporcionou uma média de 42 a 43% de
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germinagdo, enquanto que os resultados encontrados pelos autores, nessa mesma temperatura,
foi na ordem de 83 a 97% de germinagdo para os mesmos periodos de imersdo. A dorméncia
das sementes, em algumas espécies florestais, ocorre devido a um bloqueio fisico imposto
pelo tegumento resistente e impermedvel que, ao impedir a absor¢do de dgua e as trocas
gasosas, impede a embebicdo da semente e a oxigenacdo do embrido (ALVES et al., 2007).

Os valores médios referentes ao vigor, determinado pelo comprimento de plantulas,
sdo apresentados na Figura II1.4, do qual se observa que a escarificacdo quimica através da
imersdo em dcido sulftirico por 10 minutos foi responsavel pelo maior vigor das sementes
revestidas de endocarpo, no entanto ndo diferiu estatisticamente da imersdo em &cido
sulfarico por 20 minutos. ALVES et al. (2006) observaram que o pré-condicionamento das
unidades de dispersdo de Zizyphus joazeiro em &cido sulfiirico concentrado mostrou-se
eficiente, pois promoveu aumento na altura das plantas. Dessa forma faz-se necesséario a
realizacdo de testes de vigor, uma vez que permitem avaliar o potencial fisiolégico das
sementes, 0 que garante, em conjunto com o teste de germinagdo, resultados confidveis para

fins de semeadura da espécie em estudo (AMARO et al., 2012).
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Figura IIL.4 - Valores médios de comprimento de plantulas de jud originadas de sementes
revestidas de endocarpo submetidas a diferentes tratamentos pré-germinativos, aos 120 dias
apo6s a semeadura. Valor de “F” para tratamentos= 40,79** (P < 0,01); CV(%) = 1,55. Médias

seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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O comprimento das plantulas (Figura I11.4), oriundas de sementes revestidas de
endocarpo submetidas a imersd@o em vapor de nitrogénio (-170 °C), demonstraram os menores
valores (10,20 a 10,23cm) nao havendo diferenca estatistica entre as médias. DIOGENES et
al. (2010), estudando a superacdo da dorméncia de sementes de Ziziphus joazeiro Mart.
encontraram valores similares aos verificados no presente estudo, com comprimento de
plantulas variando entre (10,8 a 11cm) para os tratamentos em que as sementes foram imersas
em 4cido sulfirico por periodos de 60, 90 e 120 minutos.

Conforme dados da Figura II1.5, referentes a matéria seca das raizes e da parte aérea,
constatou-se que, quando as sementes revestidas de endocarpo foram submetidas aos
tratamentos de imersdo em dcido sulftrico concentrado por 10 e 20 minutos, originaram

plantulas mais vigorosas, ou seja, com maior conteido de matéria seca e parte aérea.
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Figura IIL.S - Valores médios de matéria seca de plantulas de jud originadas de sementes
revestidas de endocarpo submetidas a diferentes tratamentos pré-germinativos, aos 120 dias
ap6s a semeadura. Valor de “F” para tratamentos = 267,93** (P < 0,01); CV(%) = 5,58.
Médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott

(P<0,05).

Possivelmente, esses resultados se devem ao fato de as sementes revestidas de

endocarpo dos referidos tratamentos terem proporcionado uma emergéncia de plantulas mais

65



Capitulo IlI: Tratamentos pré-germinativos em sementes de jud revestidas de endocarpo

rdpida e, assim, terem acumulado maior fitomassa, uma vez que os cotilédones sdo folidceos
e, por ocasido da emergéncia, passam a realizar fotossintese. De forma semelhante,
DIOGENES et al.(2010) obtiveram maiores valores de matéria seca de plantulas (3,52g) de
Ziziphus joazeiro Mart., quando as sementes foram imersas por 150 minutos no acido
sulfurico.

Para as sementes de espécies florestais nativas, a interpretacdo dos resultados dos
testes que avaliam o vigor € dificultado pela caracteristica selvagem das mesmas, pela
desuniformidade no processo de maturacdo ou pela presenca de dorméncia nas sementes,

dentre outros fatores (BIRUEL, 2006).
IIL.5. CONCLUSOES

A espécie Ziziphus joazeiro Mart. apresenta dorméncia imposta pelos envoltérios. A
barreira mecanica causada pelo endocarpo duro e resistente que envolve as sementes foi
indicada como a causa do atraso e da desuniformizacdo do processo germinativo da espécie.

A escarificagdo acida através da imersao em 4cido sulfirico durante 10 e 20 minutos
foram os tratamentos mais eficientes para acelerar e uniformizar a germinacdo, ocorrendo o

desgaste do tegumento, promovendo a permeabilidade da semente.
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PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE ROMA E JUA

CAPITULO IV: TEOR DE AGUA LIMITE PARA CRIOCONSERVACAO DAS
SEMENTES DE ROMA E JUA

RESUMO

Objetivou-se neste trabalho, determinar o Teor de Agua Limite para crioconservar as
sementes roma e sementes de jud revestidas de endocarpo, em vapor de nitrogénio a -170 °C e
nitrogénio liquido a -196 °C. As sementes passaram por um processo de secagem e
umedecimento para alcangar os teores de dgua de 4, 6, 8, 10, 12, e 14% em base imida; logo
apos, foram crioconservadas a -170 e -196°C 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 serem realizados os testes de germinacdo e vigor; para
efeito de uma andlise comparativa utilizou-se 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 de trés temperaturas e seis teores de 4gua,
empregando-se quatro repeticdes por tratamento. A andlise de varidncia e comparacdo das
médias dos tratamentos foi realizada pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Com os
resultados obtidos conclui-se que o melhor porcentual de germinagdo e vigor das semente de
roma foi obtido quando essas sementes foram crioconservadas em vapor de nitrogénio (-170
°C), com um teor de dgua de 10% b.u. E o teor de dgua limite para a crioconservagdao das
sementes de jud revestidas de endocarpo, considerando-se a germinacdo e o vigor dessa
espécie, encontra-se entre 8 e 10% b.u.;

Palavras-chave: Punica granatum L., Ziziphus joazeiro Mart., vapor de nitrogénio,
nitrogénio liquido, qualidade fisioldgica.

ABSTRACT

The objective of this work was to determine the Limit Water Content to cryopreserve the
pomegranate seeds and jud seeds coated with endocarp, in nitrogen vapor at -170 °C and
liquid nitrogen at -196 °C. The seeds have undergone a process of drying and wetting to
achieve the moisture contents of 4, 6, 8, 10, 12, and 14% on a wet basis; soon after, they were
cryopreserved at -170 and -196 ° C for five days, and then thawed slowly at temperatures of -
196, -170, -80, 10 °C and room temperature with an interval of three hours for each
temperature, to be performed the germination and vigor tests; for purposes of comparative
analysis the seeds were stored at 25 °C and 70% relative humidity for the same period of time
(5 days). The statistical design was completely randomized with a factorial arrangement of
three temperatures and six water contents, using four replicates per treatment. The variance
analysis and comparison of the treatment averages was performed by Tukey test at 5%
probability. With the results obtained it is concluded that the best percentage of germination
and vigor of pomegranate seeds was obtained when these seeds were cryopreserved in
nitrogen vapor (-170 °C) with a water content of 10% wet basis. The limit water content for
the cryopreservation of jud seeds coated with endocarp, considering the germination and vigor
of this species, is between 8 and 10% wet basis.

Keywords: Punica granatum L., Ziziphus joazeiro Mart., nitrogen vapor, liquid nitrogen,
physiological quality.
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IV.1. INTRODUCAO

A necessidade de recuperacdo de ecossistemas florestais e a conservacdo da
biodiversidade geraram necessidade de estudos do comportamento das sementes durante o
armazenamento (CARVALHO et al., 2006). Na tultima década, o avango significativo nas
pesquisas utilizando as técnicas de crioconservacdo de sementes, resultou em protocolos de
conservagao para cerca de 100 espécies, uma vez que a semente ¢ a forma pela qual a planta
sobrevive o maximo de tempo com o minimo de atividade fisiolégica (MARTINS et al.,
2009).

A crioconservacido € uma técnica disponivel, a longo prazo, para a conservagdao do
germoplasma de espécies de plantas propagadas vegetativamente ou que possuem sementes
recalcitrantes. Neste processo de armazenamento, utilizam-se temperaturas ultra-baixas,
geralmente em nitrogénio liquido a -196 °C, ou em sua fase de vapor, a -170 °C. A
criobiologia tem motivado o desenvolvimento de protocolos de crioconservagcdo para
sementes de muitas espécies economicamente importantes; considera-se a massa de dgua da
semente o fator mais critico para o sucesso de um protocolo de crioarmazenamento
(GOLDFARSB et al., 2007).

Contudo, com essa crescente perda da nossa biodiversidade, tornam-se necessarias
estratégias que permitam manter ex situ parte dessa diversidade. Dessa forma, a
crioconservacao surge como alternativa, pois, ao contrdrio dos Bancos de Germoplasma
comuns, que sdo de alto custo e mantém as espécies a curto ou médio prazo, a
crioconservacdo de sementes surge como uma alternativa vidvel e de longo prazo para
conservacgdo de espécies ameacadas e/ou de valor econdomico (DUARTE, 2009).

Em um banco de germoplasma a baixas temperaturas, ndo s6 o processo de
crioconservacdao deve ser levado em consideragdio como também o método de
descongelamento, pois quanto mais rdpido ocorrer o descongelamento das sementes, melhor a
preservacdo de suas caracteristicas fisioldgicas. Portanto, o método de descongelamento a
temperatura ambiente se torna questiondvel, uma vez que existe a possibilidade do
recongelamento durante este periodo, necessitando, desta forma, estudos em relacdo aos
métodos mais rdpidos de descongelamento (MOLINA et al., 2006).

Objetivou-se, portanto, neste trabalho determinar o Teor de Agua Limite para
Crioconservacdo (TALC), das sementes de roma e sementes de jud revestidas de endocarpo,
haja vista a importancia dos estudos referentes a exploragdo de forma racional dos recursos

genéticos.
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IV.2. REVISAO DE LITERATURA

IV.2.1. Punica granatum L.

A Punica granatum L., romazeira, como conhecida no Brasil, ¢ um arbusto lenhoso,
ramificado, da familia Punicaceae, nativa da regido que abrange, desde o Ird até o Himalaia,
ao noroeste da India. H4 muito tempo tem sido cultivada por toda a regido Mediterranea da
Asia, Africa e Europa. Tem folhas pequenas, rijas, brilhantes ¢ membrandceas, flor disposta
nas extremidades dos ramos, de cor vermelha-alaranjada e frutos esféricos, com muitas
sementes em camadas, as quais se acham envolvidas em arilo polposo (LORENZI & SOUZA,
2001; SHEETS et al., 2004; WERKMAN et al., 2008).

Na sua estrutura contém, entre os seus principios ativos, grande quantidade de tanino
(em torno de 22 a 25% de 4cido punicotanico). Seus alcaldides possuem propriedades
digestiva, espasmolitica, anti-diarréica e anti-helmintica e a pelieterina possui agdo tdéxica
especifica contra a ténia. Por conterem moléculas bastante coloridas, podem ser uteis no
tingimento de tecidos. Os alcaléides pelieterina e isopelieterina estdo presentes de 0,3% a
0,9% nas cascas da raiz e do fruto. A casca do fruto também contém tanino e alcaldides, além
de substancias com acdo antibidtica. Possui atividade antisséptica, antiviral e adstringente
sendo empregada popularmente no tratamento de dores de garganta, rouquiddo e inflamacgdes
na boca (HOLETZ et al., 2002).

O seu cultivo € realizado em mais de 100 paises do mundo. Dos paises do
Mediterraneo, atravessou o Atlantico e acabou aportando no Brasil, onde encontrou condi¢des
favordveis para um crescimento vegetativo, florescimento, frutificacdo e producdo de frutos
de primeira qualidade. O seu maior interesse no mundo estd no seu cultivo para o consumo
como fruta fresca. Também tem a sua aplicacdo em clinicas especializadas no campo da
medicina moderna (MANICA, 2007).

A Espanha é um dos mais importantes paises produtores do mundo e o maior produtor
e exportador do mercado comum europeu. A Turquia com 60.000 toneladas e a Tunisia com
55.000 toneladas sdo grandes produtores mundiais, mas nestes dois paises existe um sistema
de cultivo menos intensivo e menos especializado com uma rede de comercializacdo pouco
desenvolvida, com apenas 2 a 7% de exportacdo da sua producio total, quando comparado
com o cultivo na Espanha. Tradicionalmente, o Reino Unido tem sido o principal comprador

de roma da Espanha e os frutos sdo destinados fundamentalmente para o consumo in natura
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especialmente nas zonas de mineracdo da Inglaterra devido as suas propriedades benéficas
frente a contaminacao de metais pesados (MANICA, 2007).

Entre os principais paises importadores estd em primeiro lugar a Inglaterra que
absorve os frutos de calibres pequenos, em segundo lugar, a Franca que adere aos frutos de
grande calibre e em terceiro lugar a Itdlia que vem aumentado significativamente a quantidade
de frutos importados da Espanha. Em quarta posicdo encontram-se os Paises Arabes que
aceitam frutos de qualidade um pouco inferior e que representam uma grande importincia
para a Espanha para poder descongestionar as sobras dos mercados e evitar uma oferta

excessiva de frutos (MANICA, 2007).

1V.2.2. Ziziphus joazeiro Mart.

IV.2.2.1 O bioma caatinga

Exclusivamente brasileiro, a Caatinga ocupa cerca de 11% do pais, sendo o principal
ecossistema/bioma da regido nordeste e considerado o bioma semidrido mais rico do mundo
em biodiversidade com a maior parte de seu territério ocupado por uma vegetacao xerodfila, de
fisionomia e floristica variadas (MMA, 2012). Esta vegetacdo € extremamente importante do
ponto de vista bioldgico, e tem sua distribui¢do restrita ao Brasil. De modo geral, a Caatinga
tem sido geralmente descrita na literatura como um ecossistema de baixa diversidade,
abrigando poucas espécies endémicas (EMBRAPA, 2008).

Do ponto de vista vegetacional, é bastante diversificada por incluir outros ambientes
associados. Somente de Caatingas sdo reconhecidas 12 tipologias diferentes, as quais
despertam atencdo especial pelos exemplos fascinantes de adaptacdo aos habitats do semi-
arido. Isto implica dizer que a relagdo entre os fatores abidticos como solo-clima-pluviosidade
pode explicar, em parte, a grande diversidade de fisionomias aliada a composic¢do floristica,
com muitas das espécies vegetais endémicas no bioma (MELO & ANDRADE, 2007).

O clima da regido semi-arida apresenta como caracteristica marcante a irregularidade
do regime pluviométrico, com duas estacdes definidas: a estacdo chuvosa (inverno) que dura
de trés a cinco meses e a estagcdo seca (verdo) que dura de sete a nove meses. As chuvas sio
intensas e irregulares no tempo e no espago, provocando periodicamente a ocorréncia de secas

prolongadas (ANDRADE et al., 2008).
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A maioria da populacdo que vive nessa regido (caatinga) apresenta baixa renda per
capita e faz uso da vegetacdo como recurso para subsisténcia. A demanda de uso energético
da vegetacdo da Caatinga tem gerado modificacdes nas paisagens e perda de diversidade
biolégica por insuficiéncia de informagdes sobre o manejo das espécies (FIGUEIROA et al.,
2008). E interessante estimular a revegetacio da caatinga com plantas nativas perenes,
visando sistemas silvos-pastoris direcionados a populacdo de baixa renda, na tentativa de
preservar o agro sistema e diminuir as pressoes de desertificacdo que as regides semi-dridas

sofrem (AMORIM et al., 2009).

1V.2.2.2 A familia Rhamaceae e o género Ziziphus

A familia Rhamnaceae é composta por cerca de 58 géneros e 900 espécies com
distribuicdo cosmopdlita, sendo representada por 23 géneros e 170 espécies na América
Tropical (HEALD, 2004), que inclui desde drvores e arbustos, com frequéncia xeréfilos, até
trepadeiras lenhosas e raras ervas. Apesar de muito heterogénea, cabe salientar que a familia
constitui um grupo monofilético, como demonstrado em estudo com sequéncias de DNA
(RICHARDSON et al., 2000). Quanto ao aspecto taxondmico, 0 mesmo autor salienta a
necessidade de uma nova classificacdo supra genérica, que leve em consideragdo dados
moleculares, juntamente com caracteristicas morfoldgicas das espécies.

Esta familia abrange plantas cosmopolitas, de folhas simples e flores mitidas, com
disco nectarifero de forma varidvel, interno ao tubo; os estames, presos ao disco, sdo alternos
as lacinias do cdlice e opostos as pétalas, que normalmente sdo concavas. Igualmente tipica da
familia, é a presenca de placentagcdo basal. Em nosso pais as Rhamnaceae sdo de importancia
pouco notével, se levado em conta o nimero de espécies e sua utilizagdo, que se concentra,
sobretudo, em espécies ornamentais ou de frutos comestiveis (SOUZA & LORENZI, 2005).

Ziziphus possui cerca de 30 espécies (HEALD, 2004), seis das quais ocorrem na

regido Nordeste do Brasil (CNIP, 2005).

IV.2.2.3 A espécie Ziziphus joazeiro Mart.

O juazeiro (Zizyphus joazeiro Mart.), pertencente a familia Rhamnaceae, é uma arvore
tipica do semi-drido nordestino brasileiro, surgindo, principalmente, nas dreas de

embasamento cristalino em suas partes mais baixas, onde os solos sdo mais profundos. E uma
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espécie endémica do bioma Caatinga (PRADO & GIBBS, 2003), com grande potencial
medicinal, madeireiro, econdmico e socioambiental para a regido semi-drida, além de servir
na alimentacdo animal dos rebanhos domésticos, pois suas folhas e frutos sdo intensamente
consumidos, na planta ou quando caem, principalmente, nos periodos mais térridos do semi-
arido brasileiro (LIMA & TORRES, 2009).

Conserva-se verde durante as secas, cresce lentamente e vivem mais de 100 anos. Ha
mais de 100 espécies e aparece em todas as regides tropicais do mundo, sendo estas espécies
também utilizadas na medicina popular de todos os paises onde cresces. E nativo da caatinga
nordestina do pais (Piaui até o norte de Minas Gerais), nas caatingas e campos abertos do
poligono da seca, aparece ainda em areas secas da Argentina, Bolivia e Paraguai (ITF, 2008).

As partes mais utilizadas sdo as folhas, cascas, entrecascas, frutos e raizes, as
indicacdes sao como febrifugo, bactericida, analgésico, cicatrizantes tdpico; calutério para
cavidade oral, gengivites, higiene bucal, ja que possui propriedade de retirar a placa dentéria,
tonico hepdtico e cardiaco, adstringente, diurético, tonico capilar para seborréia e alopécia,
caspa e para a limpeza do couro cabeludo e dos fios capilares, afeccOes respiratorias
bacterianas superiores, tosse e bronquite (CAVALCANTI et al., 2011).

Mesmo sendo uma espécie de intensa utilidade para a populacdo residente no semi-
arido, o juazeiro, continua sendo explorado de forma extrativista e predatdria, necessitando
ser pesquisado e estudado tanto pela sua capacidade fisiolégica, como também por ser uma
alternativa de sustentabilidade da vida no semi-arido nordestino (TABARELLI et al., 2003).
De acordo com LIMA et al. (2006) nao ha conhecimento suficiente para o manejo e andlise de
sementes da maioria das espécies florestais nativas do Nordeste do Brasil, de modo que

fornecam dados que possam caracterizar seus atributos fisicos e fisiologicos.

1V.2.3. Generalidades sobre sementes

IV.2.3.1 Teor de agua

Determinar como o teor de dgua influencia a longevidade das sementes ¢é
logisticamente dificil porque os experimentos relacionados a deteriora¢do de sementes sao de
longo prazo, exigindo muitos anos para detectar mudangas na viabilidade e no vigor das
sementes. O principio destes experimentos € simular, sob condi¢cdes adversas (submeter lotes

de sementes com diferentes teores de dgua a temperaturas elevadas), os mesmos processos de
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deterioracdo que as sementes teriam sob armazenamento em condi¢des amenas. Para isto, é
necessario assumir que os mecanismos de deterioragdo de sementes sdo similares em uma
ampla faixa de temperaturas e umidades relativas do ar (WALTERS et al., 2005).

MARCOS FILHO (2005) afirma que independente do processo de armazenamento,
mesmo considerando as condicdes 6timas de teor de dgua e de temperatura, todas as sementes
sofrem o processo de deterioracdo, levando a perda gradativa da viabilidade e do vigor, sendo

considerado um processo continuo.

IV.2.3.2 Teor de Agua Limite para Crioconservacio

As sementes, consideradas uma das estruturas encarregadas da propagacao das plantas
sdo constituidas de 4gua e matéria seca, nas quais encontram-se os polissacarideos, proteinas,
6leos, cinzas e vitaminas. O termo teor de dgua refere-se a quantidade de dgua existente na
semente em relacdo a sua massa total sendo esta, fungdo da umidade relativa do ar e da
temperatura do ambiente (ALMEIDA et al., 2006).

Segundo CASTRO et al. (2004) as sementes mudam de um estado metabolicamente
ativo para um estado inativo apds a maturacao, por efeito da dessecacdo e, retorna ao estado
metabolicamente ativo durante a germinacao, por efeito de uma sor¢do de dgua. No entanto, o
estado inativo de uma semente, apos a maturacdo, € funcdo da umidade relativa do ar e da
temperatura do ambiente, tendo em vista que essas condi¢des ambientais definem o teor de
agua de equilibrio das sementes (ALMEIDA et al., 2006).

GOLDFARB et al. (2008) menciona que quando as condi¢cdes ambientais sao
inadequadas e o teor de dgua de equilibrio das sementes se eleva a determinados niveis que
passam a ser improprios para a conservacdo de um determinado material, inicia-se, nessas
condic¢des, a perda acentuada da qualidade fisiolégica. Contudo, antes de se crioconservar
uma semente, € necessdrio conhecer o teor de &dgua ideal que as mesmas devem ser
armazenadas a temperatura criogénica, pois se este teor de dgua ideal ndo for determinado, as
sementes podem perder sua viabilidade, durante o armazenamento criogénico, inviabilizando
0 uso dessa técnica.

Nessa perspectiva, estabeleceu-se ao longo dessas ultimas décadas de pesquisa com
crioconservacdo de sementes, que existiria um limite maximo de teor de 4gua para o seu

congelamento (High Moisture Freezing Limit-HMFL ou Teor de Agua Limite para a
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Criopreservagdo - TALC), acima do qual a viabilidade da semente € reduzida (STANWOOD,
1985).

1V.2.3.3 Sementes ortodoxas, intermediarias e recalcitrantes

As sementes podem ser classificadas em trés categorias de comportamento de
armazenamento, em funcdo da sensibilidade a desidratacdo das sementes e a tolerancia a
baixas temperaturas: ortodoxa, intermedidria ou recalcitrante (THEILADE & PETRI, 2003).

Sementes de espécies ortodoxas toleram reducdo expressiva no seu teor de dgua até
atingir valores inferiores a 10% de seu peso, o que torna muitas de suas organelas celulares
desorganizadas e inativas. Neste estado de quiescéncia a semente resiste a condicdes adversas
do ambiente, podendo voltar a atividade metabdlica (crescimento e desenvolvimento), quando
as condicdoes do ambiente forem favordveis, ou seja, quando re-hidratadas. Tais espécies
apresentam sementes que sdo classificadas como tolerantes a dessecacdo, pois tem a
capacidade de se re-hidratarem depois da remocdo de 80 a 90% da agua protoplasmatica e,
com isto, terem o seu metabolismo reativado (HOEKSTRA et al., 2001; GUIMARAES et al.,
2008).

Nessa perspectiva, sementes ortodoxas sdo aquelas que, ao final do processo de
desenvolvimento e maturacdo, podem sofrem secagem natural na planta mae, finalizando o
seu desenvolvimento com baixo teor de dgua, em torno de 5 a 10% de seu peso fresco.
Apresentando comportamento oposto, as sementes recalcitrantes nao passam por esta fase de
secagem ao final da maturagdo, sendo disperas da planta mae com teor de dgua relativamente
alto, em geral, em torno de 60 a 70% de seu peso fresco (CASTRO et al., 2004). Tais
sementes sdo classificadas como intolerantes a dessecacdo, devendo ser armazenadas com
teores de dgua relativamente altos, pois caso sejam desidratadas a teores de dgua inferiores a
um nivel critico minimo, que varia com a espécie, perdem a viabilidade (BEWLEY et al.,
2000; GUIMARAES et al., 2008).

As sementes intermedidrias sdo aquelas que ndo se comportam nem como ortodoxas
nem como recalcitrantes, situando-se entre os limites destas duas categorias. Segundo
CASTRO et al. (2001) as sementes com essa classificacio apresentam um tipo de
comportamento em que podem ser desidratadas a teores baixos de dgua mas ainda assim
apresentam longevidade, no entanto sdo altamente sensiveis a danos de embebicdo ou baixas

temperaturas.
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IV.2.3.4 Germinacio e vigor

As sementes apresentam importantes fungdes relacionadas a disseminacio e garantia
de sobrevivéncia das espécies vegetais, além do seu papel biolégico e utilizacdo na
alimentacdo humana e animal. Apesar de serem formadas basicamente por embrido, tecidos
de reserva e envoltério, na natureza diversos fatores contribuem para que haja
desenvolvimento diferenciado dos componentes da semente, variando entre espécies e até
dentro da prépria espécie, através da cor, forma e tamanho (MARCOS FILHO, 2005).

Para a obtencdo de resultados confidveis e compardveis dos testes de germinacgdo, é
necessdria a utiliza¢do de condi¢des padrdes, indicadas nas Regras para Andlises de Sementes
(BRASIL, 2009). Isso significa que as condigdes sob as quais sdo realizados esses testes sao
controladas de forma a atenderem os requisitos ambientais ideais a germinacdo das sementes
de cada espécie. Segundo MARCOS FILHO (2005) as variagdes de temperatura afetam a
velocidade, a percentagem e a uniformidade de germinacgdo. Portanto, a temperatura 6tima €
aquela que possibilita a combina¢do mais eficiente entre a porcentagem e a velocidade de
germinagao.

O processo germinativo se inicia com a absor¢do de dgua por embebic¢do, porém, ha
necessidade de que a semente alcance um nivel de hidratacdo que permita a reativacdo dos
seus processos metabdlicos para o estabelecimento das plantulas (GUEDES et al., 2011) .
Segundo BRAGA et al. (2009), o periodo germinativo € importante para a sobrevivéncia das
espécies, principalmente nos locais onde a disponibilidade de dgua € limitada durante um
periodo do ano.

A profundidade de semeadura é especifica para cada espécie e, quando adequada,
propicia uniformidade de germinacdo e emergéncia de plantulas (SOUSA et al., 2007).
Profundidade de semeadura excessiva pode impedir que a plantula, ainda fragil, consiga
emergir, além disso, conforme SILVA et al. (2007) a camada espessa de solo pode impedir
que as sementes menos vigorosas ndo completem a germinacdo ou originem deformidades na
plantula, bem como aumentar o periodo de suscetibilidade a patégenos.

A primeira contagem de germinagdo, realizada para facilitar a conducdo do teste de
germinacdo, pode ser considerada como um teste de vigor, pois a velocidade da germinacdo é
uma das primeiras caracteristicas a serem afetadas no processo de deterioracao das sementes.
E neste sentido, que o vigor é reconhecido como um pardmetro para a caracterizagio do

potencial fisioldgico das sementes, indicando os lotes com maior ou menor probabilidade de
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sucesso apds a semeadura em campo ou durante o armazenamento, sob diferentes condi¢des
do ambiente, ampliando o leque de informacdes disponiveis sobre a viabilidade das sementes
(MARCOS FILHO, 2005).

Os testes de vigor visam simular as condi¢des desfavordveis de campo, uma vez que o
teste de germinagdo pode superestimar os resultados, ja que sdo dadas condi¢cdes ambientais
Otimas para as sementes. Portanto, os testes de vigor sdo capazes de detectar, com maior
precisdo, os avancos da deterioracdo das sementes, permitindo diferenciar lotes de poder

germinativo semelhantes (MENDONCA et al., 2008).
IV.3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Sementes e no Setor de
Criogenia do Laboratério de Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas
(LAPPA) da Unidade Académica de Engenharia Agricola, da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG — PB). Foram utilizadas sementes de roma oriundas de frutos
fisiologicamente maduros (pericarpo amarelado com manchas vermelhas), adquiridos na
Fazenda Aguas do Tamandud, no sertio paraibano de Sousa, PB (cidade que estd a uma
altitude média de 220 metros, com latitude — 06 ° 45 33”’, longitude 38° 13’ 41°’e uma area
que abrange 765,0 km?), coletadas no periodo de janeiro de 2012 (Figura 1).

Figura IV.1 - Fruta (A); Processamento (B); Sementes (C).

As frutas foram lavadas e sanitizadas com dgua clorada (10 ppm de cloro livre), em
seguida abertas e o contetdo interno (sementes) colocado sobre uma peneira e macerado com
um pistilo a temperatura ambiente (+ 25 °C), imersas em 4dgua destilada por 24 horas para a
remocao do sarcotesta e secas a sombra.

J4 os frutos de jud foram coletados no Campus da UFCG na cidade de Campina
Grande, PB (cidade que estd a uma altitude média de 551 metros, com latitude — 07 © 13’ 50°’,

longitude 35° 52° 52°’¢ uma area que abrange 599,6 km?), entre maio e julho de 2012, sendo
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coletados diretamente da drvore quando iniciaram a queda espontanea. Os frutos foram
despolpados em uma despolpadeira industrial (Laboremus- PAT/REG), restando parte do
fruto, o endocarpo, que fica aderido ao tegumento da semente, sendo estes submetidos a
fermentacdo por cinco dias, para a retirada de mucilagem. Decorrido esse periodo, foram

lavados com dgua corrente, sob peneira de arame, e postos para secar a sombra.

=T

Figura IV.2 - Fruto (A); Queda espontanea dos frutos (B); Sementes revestidas de endocarpo

©).

IV.3.1 Determinacio do teor de agua inicial das sementes

A determinacdo do teor de dgua inicial das sementes foi realizada a partir do método
padrio da estufa a 105 = 3 °C, utilizando quatro sub-amostras de 5g de sementes
acondicionadas em recipientes metdlicos, onde permaneceram durante 24 h. Apds esse
periodo, foram retirados da estufa, tampados rapidamente, resfriados em dessecador durante
15 minutos e pesados em balanga analitica com precisdo de 0,0001g, como prescrito nas
Regras para Anédlise de Sementes (BRASIL, 2009) e o resultado final expresso pela média
aritmética em porcentagens das sub-amostras.

Apo6s a determinacao do teor de dgua inicial as sementes de roma e as sementes de jua
revestidas de endocarpo foram submetidas a um processo de umedecimento ou secagem, até
atingirem teores de dgua estabelecidos para os diferentes ensaios de determinacdo do TALC
(4, 6, 8, 10, 12 e 14% b.u.). Como a espécie Ziziphus joazeiro Mart. apresenta dorméncia
imposta pelos envoltdrios, devido a barreira mecanica causada pelo endocarpo duro e
resistente que envolve as sementes fez-se necessdrio a escarificacio dcida através da imersao
em dcido sulftrico concentrado durante 10 minutos para acelerar e uniformizar a germinagao,
ocorrendo o desgaste do tegumento, promovendo a permeabilidade da semente.

No procedimento de secagem das sementes as amostras foram colocadas em uma
estufa a 30 + 2 °C, sendo os lotes de sementes pesados a cada duas horas até atingirem os

pesos referentes aos teores de dgua desejados. Para o acréscimo do teor de dgua, as sementes
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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 dgua destilada em um nivel
em que alcance os suportes, sem atingir as sementes. Todo o material (bandeja e cesta com
sementes) foram envolvidos por um saco plastico de alta densidade, vedado, e em seguida,
levado a uma camara de refrigeracdo com temperatura de 10 °C sendo pesados a cada uma
hora, utilizando uma balanca eletronica, com precisdao de 0,01g até atingir os pesos referentes
aos teores de dgua desejados. A perda ou ganho de dgua pelas sementes foi determinada por
meio da Equacao II-1.

Decorrido o processo, os valores experimentais do umedecimento e secagem das
sementes de roma e jud foram ajustados a uma equagdo exponencial através de regressdao nao-

linear, em fun¢do do tempo (minutos).

IV.3.2 Teor de Agua Limite para Crioconservacao (TALC)

Para determinacdo do TALC foram formados seis lotes de sementes com teores de
dgua ajustados para (4, 6, 8, 10, 12, 14% b.u). As sementes foram acondicionadas em tubos
cilindricos de aluminio (canister), separadas por teor de dgua e acondicionadas em botijoes
criogénicos isolados com vacuo (Figura IV.3), o que confere, ao botijao, a capacidade de
manter o nitrogénio em estado liquido (N,L) a -196 °C e no estado de vapor a -170 °C

(CAVALCANTI MATA et al., 2004).

g

Sistema de
isolamento
multicamadas
a vacuo

Cankzter

o
Slatema de
frelamente
mutticamadas Canister
2 Watun

Canister

A B C

Figura IV.3 - Botijao criogénico com vapor de nitrogénio a -170 °C (A); Canister em aco

inoxiddvel (B); Botijao criogénico com nitrogénio liquido a -196 °C (C).
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Decorrido um periodo de cinco dias de crioarmazenamento as sementes foram
submetidas a um descongelamento gradativo (-196; -170; -80; 10 °C e ambiente) com
intervalo de trés horas para cada temperatura, e logo apds submetidas a uma avaliacdo da
qualidade fisioldégica através dos testes de germinacdo e vigor. Empregou-se os mesmos testes
para um lote de sementes armazenadas por um periodo de cinco dias a temperatura ambiente

(* 25 °C) e umidade relativa (UR) média de 70%, para uma andlise comparativa.

IV.3.3 Analise da qualidade fisioldgica apés a crioconservacao

Como ndo existe, nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009), um
protocolo que descreva a metodologia para avaliar as sementes de roma e sementes de jud
revestidas de endocarpo o teste de germinacdo adotado foi determinado através de
procedimentos experimentais. Para a roma foram utilizadas quatro repeticdoes de 50 sementes
por tratamento e, para o jud, utilizou-se quatro repeticdes de 25 sementes para cada
tratamento. Para este teste, as sementes foram semeadas em bandejas pldsticas com 42 cm de
comprimento, 27,5 cm de largura e 7,0 cm de altura. O substrato utilizado foi a vermiculita, a
qual foi umedecida com dgua destilada e reposta sempre que o substrato era ressecado pelo ar
do ambiente.

Os testes de vigor foram determinados através do comprimento de plantula e do peso
da matéria seca. Para determinag¢do do comprimento das plantulas foi utilizado um paquimetro
com precisdo de 0,0lmm, sendo avaliada a altura das plantulas normais (sistema radicular
desenvolvido, presenca de hipocétilo e cotilédones) (GOLDFARB et al., 2010). A
determinagdo do peso da matéria seca das plantulas consideradas normais de cada repeti¢ao
foi realizada retirando-as do substrato e colocando-as em saco de papel as quais, separadas
por tratamento e repeti¢des, foram colocadas para desidratar em estufa a 70 = 3 °C, até peso
constante. Depois deste periodo, as mesmas foram retiradas da estufa e colocadas para resfriar
em um dessecador, por um periodo de 15 minutos e, logo apds, pesadas em balanca

eletronica, com precisao de 0,01g. O peso seco foi calculado através da férmula proposta por

VIERA & CARVALHO (1994).
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IV.3.4 Analise estatistica

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

IV.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.4.1 Teor de Agua Limite para Crioconservacao da roma

O valor do teor de dgua inicial das sementes de roma foi de 10,6% (b.u.). Os valores
experimentais referentes ao processo de umedecimento e secagem das sementes em fungdo do

tempo (minutos) estdo demostrados nas Figuras IV.4 e IV.5:

14,5
14,0
13,5
13,0

12,5

12,0

X =10,333 exp (0,0287 t °¥7y  R*=98,55%

Teor de agua (% base imida)

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

Tempo (minutos)

Figura IV.4 - Valores experimentais do umedecimento das sementes de roma em fun¢do do

tempo (minutos).
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9 X =10,719 exp (-0,00837 t %) R?=99,52%

Teor de agua (% base imida)

0 100 200 300 400 500 600

Tempo (minutos)

Figura IV.S - Valores experimentais da secagem das sementes de roma em fun¢ao do tempo

(minutos).

Os dados experimentais do processo de umedecimento e secagem foram ajustados por
regressdo. Verifica-se que os valores estdo intrinsecamente ligados a estrutura da semente, a
qual apresenta condi¢des favordveis para o processo sendo facilitada pelo fato de as mesmas
se encontrarem livres da sarcotesta, expondo o tegumento a uma maior absorcdo e
desidratacdo. O modelo ndo-linear representa satisfatoriamente os valores experimentais,
apresentando elevado valor do coeficiente de determinagdo (R?).

A germinacdo e o vigor das sementes de romd com os teores de dgua descritos
anteriormente e submetidas a armazenagem por cinco dias, a temperatura ambiente (25 °C + 2
°C), imersdao em vapor de nitrogénio (-170 °C) e nitrogénio liquido (-196 °C), encontram-se
na Tabela IV.1. De acordo com os resultados, observa-se que sementes com teor de dgua
abaixo de 6% e acima de 12% quando imersas no vapor de nitrogénio e nitrogénio liquido
diminufram a sua germinacdo, indicando haver uma acdo negativa do frio a esses teores de
dgua. Observa-se também, que as sementes armazenadas a temperatura ambiente e
crioarmazenadas em nitrogénio liquido com teores de agua entre 4 € 8% b.u. foram
estatisticamente iguais de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Diversas pesquisas tém demonstrado que o porcentual do teor de dgua das sementes

interfere no processo de crioconservagdo. De acordo com TRESENA et al. (2010), sementes
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de ipé amarelo com teores de dgua acima de 4% (b.u.) apresentaram um decréscimo
significativo nos testes de germinagdo e vigor. 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 a 8% (b.u.), pois sua germinacdo e o seu
vigor ndo s3o alterados significativamente. No entanto, o teor de &4gua limite para
crioconservacdo das sementes de pinhdo manso foi estabelecido como sendo 8 % (b.u.), que

foi o teor de dgua da colheita.

Tabela IV.1 - Valores médios da germinagdo e vigor em funcao do teor de dgua das sementes

N

de roma, crioconservadas a (-170 e -196 °C) e a temperatura ambiente (25 °C), por um

periodo de cinco dias.

Sementes de Roma

Germinacio Vigor

(%) Comprimento da Plantula (mm) Matéria Seca (g)

TA.% 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  25,05abA  23,33bA  28,56aA  0,461aC 0,211bF 0,209bE
6 69,5aA 69,0aBC  66,5aA  25,64aA  27,74aA  28,10aAB 0,555bA 0,573aD  0,433cC
8 68,5aA 70,0aBC  67,5aA  25,67aA  25,38aA  23,43aAB  0,423bD 0,653aC  0,360cD
10 69,0bA  83,0aA  69,5bA  25,04aA  26,49aA  25,64aAB 0,517bB 1,485aA 0,471cB
12 67,0bA 76,5aAB 68,5abA  26,59aA  26,45aA  22,72aB = 0,345cE 0,851aB  0,730bA
14 68,5aA  62,0aC  62,0aA  29,13aA  25,82abA 23,27bAB 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
dms,gunas= 8,68 dmsounas= 4,47 dms,ounas= 0,016
dmsj;ppa= 10,63 dmsy;pa= 5,47 dmsjppa= 0,019
CV%= 61,51 CV%=10,16 CV%=1,97

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas e maidsculas nas linhas, ndo diferem

significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Segundo MARCOS FILHO (2005) as variagdes de temperatura afetam a velocidade, a
percentagem e a uniformidade de germinacdo. Portanto, a temperatura 6tima € aquela que
possibilita a combinagdo mais eficiente entre a porcentagem e a velocidade de germinagdo.

Ainda em relacdo a viabilidade dessa espécie, observa-se disparidade tanto na
germinagdo como no vigor (matéria seca) na temperatura de -170 °C, indicando que a mesma

¢ muito fragil com relacdo a sua armazenabilidade e qualidade fisioldgica, sendo o teor de

agua limite para crioconservacao da semente, nessas condi¢des, em torno de 10 a 12 % b.u.
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O comportamento apresentado pelas sementes de roma, no presente trabalho, pode
também estar associado a sensibilidade a dessecacdo que algumas espécies apresentam,
refletindo no processo de germinagdo. Segundo ROBERTS (1973) citado por LOPES et al.
(2001), sementes que ndo toleram dessecacdo até niveis abaixo de 12 a 31%, conforme a
espécie, € 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 conservacio de sementes a longo ou a curto prazo. Assim, ha necessidade da
realizacdo de trabalhos que esclarecam a tolerancia ou nao, das sementes de roma, bem como

o comportamento das mesmas frente a outras formas de extragdo da sarcotesta, com énfase na

elimina¢do da possivel dorméncia causada pelo tegumento.

IV.4.2 Teor de Agua Limite para Crioconservacao do jua

O teor de 4gua inicial das sementes de jud revestidas de endocarpo foi de 15,86%
(b.u.). Apés a aplicacdo do tratamento pré-germinativo através da imersdo das sementes em
acido sulftrico concentrado realizou-se uma nova determinacdo do teor de dgua ficando as
mesmas em torno de 15,94% (b.u.). Os valores experimentais referentes ao processo de

secagem das sementes em fung¢do do tempo (minutos) estdo demostrados na Figura 1V.6:

X = 14,8702 exp (-0,0016*t) R*= 94,05%

Teor de dgua (% base imida)
=

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Tempo (minutos)

Figura IV.6 - Valores experimentais da secagem das sementes de jud revestidas de endocarpo

em funcao do tempo (minutos).
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Os dados experimentais do processo de secagem foram ajustados por regressao.
Observa-se que o modelo ndo-linear representa satisfatoriamente os valores experimentais,
apresentando elevado valor do coeficiente de determinacao (R?).

Os valores referentes a germinacdo e o vigor das sementes de jud revestidas de
endocarpo 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 IV.2. De acordo com os resultados,
observa-se que o tratamento para superacao da dorméncia das sementes de jud revestidas de
endocarpo foi eficiente, mostrando percentuais de germinacao superiores a 63% para todas as
condi¢des de temperatura analisada. Observa-se também, que as sementes armazenadas a
temperatura ambiente e crioarmazenadas em nitrogénio liquido e vapor de nitrogénio com
teores de dgua entre 8 e 10% b.u. ndo diferiram estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade.

Tabela IV.2 - Valores médios da germinagdo e vigor em fun¢do do teor de 4gua das sementes
de jud revestidas de endocarpo, crioconservadas a (-170 e -196 °C) e a temperatura ambiente

(25 °C), por um periodo de cinco dias.

Sementes de Jua Revestidas de Endocarpo

Germinacao Vigor
(%) Comprimento da Plantula (mm) Matéria Seca (g)
T.A. % 25°C -170°C  -196 °C 25°C -170 °C -196 °C 25°C -170°C  -196 °C
4 71,0aC 63,0bD 65,0abC 102,73bB 108,39aA  105,74abABC  2,73aC 2,42bD  2,50abC

6 76,0aBC  74,0aC  70,0aBC 106,22bAB  109,50aA 106,95abABC 2,92aBC  2,84aC  2,69aBC
8 81,0aAB  79,0aBC  75,0aB  106,38bAB  110,69aA 103,46bC 3,11aAB  3,04aBC  2,88aB
10 86,0aA 92,0aA 91,0aA 107,32aA  110,52aA 107,53aAB 3,31aA 3,53aA 3,49aA
12 71,0bC  84,0aAB  76,0bB  106,21aAB  109,12aA 109,10aA 2,73bC  3,23aAB  2,92bB
14 69,0aC 72,0aC  71,0aBC  104,99aAB  106,98aA 104,35aBC 2,65aC  2,76aCD  2,73aBC

Média 75,67 77,33 74,67 105,64 109,20 106,19 291 2,97 2,87
dms,qunas= 7,27 dms,.qunas= 3,28 dms,gunas= 0,30
dmsjjppas= 8,91 dmsjippa= 4,02 dmsjjppae= 0,37
CV%=15,62 CV%=1,80 CV%=6,09

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas e maidsculas nas linhas, ndo diferem

significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O vigor, expresso pelo comprimento da plantula e peso de matéria seca em funcao do

teor de 4gua tem comportamento semelhante ao da germinacdo. Constata-se que o maior vigor
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se encontra, em geral, quando as sementes foram crioconservadas com 10% b.u. em vapor de
nitrogénio, embora estas ndo diferirem significativamente das sementes armazenadas a 25 e -
196 °C com teores de dgua de 8 e 10% b.u.

Em estudos referentes a manutencdo de banco de germoplasma, ALMEIDA (2006)
afirma que, o teor de dgua, sua composi¢do quimica e as velocidades de congelamento e
descongelamento sdo os fatores que habitualmente, consideram-se como determinante do
efeito da crioconservacdo sobre as sementes, assim como as sementes de menor tamanho, uma
composicdo quimica rica em lipideos ou velocidade 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 dgua para o seu
congelamento (High Moisture Freezing Limit - HMFL ou Teor de Agua Limite para a
Criopreservagdo - TALC), acima do qual a viabilidade da semente € reduzida (STANWOOD,
1985).

Buscando avaliar o sucesso da crioconservacao, 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-
Mocé-Branco (V4) provenientes da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(CNPA/EMBRAPA). Em seu trabalho, concluiram que a crioconservacdo aumenta o
percentual de germinagdo e o vigor das sementes de algoddo, em razdo dessa temperatura
promover quebra de dorméncia pela acdo do frio.

Pesquisas a respeito da crioconservacdo de sementes de interesse econOmico estao
sendo cada vez mais estudadas, podendo citar GOLDFARB® et al. (2010), que estudando o
armazenamento criogénico de sementes de pinhao manso (Jatropha curcas L.), haja vista que,
esse processo tem por fungdo a preservacao dos recursos genéticos dessa espécie para selecdo,
melhoramento genético e manutengdo de estoques para o futuro, concluiram que as sementes

mantiveram a sua viabilidade e os indices de vigor durante os periodos de crioconservagao.

IV.5. CONCLUSOES

A semente de roma com teores de dgua abaixo de 6% e acima de 12% b.u., quando

crioconservadas, tem sua germinacdo e vigor diminuidos significativamente.
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O melhor porcentual de germinagdo e vigor (comprimento de plantula e matéria seca)
das semente de roma foi obtido quando essas sementes foram crioconservadas em vapor de
nitrogénio (-170 °C), com um teor de dgua de 10% b.u.

O teor de dgua limite para a crioconservacdo das sementes de jud revestidas de
endocarpo, considerando-se a germinacdo e o vigor dessa espécie, encontra-se entre 10 e 12%

(b.u.).
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CAPITULO V: ASPECTOS FISIOLOGICOS DAS SEMENTES DE ROMA E JUA
DURANTE O ARMAZENAMENTO CRIOGENICO

RESUMO

E essencial conhecer o comportamento fisiolégico das sementes, para que se possa definir a
técnica apropriada para o armazenamento seguro. O teor de 4dgua das sementes e a
temperatura do ambiente de armazenamento sdo fatores decisivos para a conservacdo da
qualidade fisiol6gica das sementes. Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade
fisioldgica das sementes de roma e sementes de jud revestidas de endocarpo submetidas ao
armazenamento criogénico nas temperaturas de -170 °C (vapor de nitrogénio) e -196 °C
(nitrogénio liquido) por um periodo de 90 dias. As sementes foram crioconservadas € em
seguida, descongeladas gradativamente nas temperaturas de -196, -170, -80, 10 °C e ambiente
com intervalo de 3 horas para cada temperatura, para serem realizados os testes de
germinacdo e vigor. O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente casualizado,
com arranjo fatorial de duas temperaturas (-170 e -196 °C) e quatro periodos de
crioconservacao (0, 30, 60 e 90 dias). A andlise de varidncia e comparacdo das médias dos
tratamentos foi realizada pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Com os resultados
obtidos conclui-se que a qualidade fisioldgica (germinagdo e vigor) das sementes de roma foi
afetada negativamente com a utilizagdo dos métodos de crioconservagdo, apresentando um
decréscimo no percentual no decorrer do armazenamento; j4 as sementes de jud revestidas de
endocarpo mantiveram a viabilidade durante o periodo de armazenamento, podendo ser
crioconservadas tanto no vapor de nitrogénio (-170 °C) como no nitrogénio liquido (-196 °C).

Palavras-chave: Punica granatum L., Ziziphus joazeiro Mart., crioconservacao, qualidade
fisioldgica.

ABSTRACT

It is essential to know the physiological behavior of the seeds, to determine the proper
technique for safe storage. The water content of the seeds and the temperature of the storage
environment are decisive factors for the maintenance of physiological seed quality. This study
aimed to evaluate the physiological quality of pomegranate seeds and jud seeds coated with
endocarp, stored under cryogenic temperatures of -170 °C (nitrogen vapor) and -196 °C
(liquid nitrogen) for a period of 90 days. Seeds were cryopreserved and then thawed slowly at
temperatures of -196, -170, -80, 10 °C and room temperature with an interval of three hours
for each temperature, to be performed the germination and vigor tests. The statistical design
was a completely randomized with a factorial arrangement of two temperatures (-170 and -
196 °C) and four periods of cryopreservation (0, 30, 60 and 90 days). The variance analysis
and comparison of the treatment averages was performed by the Tukey test at 5% probability.
With these results it is concluded that the physiological quality (germination and vigor) of
pomegranate seeds was negatively affected by the use of cryopreservation methods,
presenting a decrease in the percentage during storage; yet jud seeds coated with endocarp
maintained viability during storage, and may be cryopreserved in nitrogen vapor (-170 °C)
and in liquid nitrogen (-196 °C).

Keywords: Punica granatum L., Ziziphus joazeiro Mart., cryopreservation, physiological
quality.
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V.1. INTRODUCAO

N

Em que pese a evolugdo da biotecnologia, torna-se necessario conservar todas as
espécies, tanto as antigas, como as novas, uma vez que o gene de determinadas espécies que
ndo sdo interessantes para a ciéncia no momento, poderd, no entanto, ser uma preciosidade, no
futuro, para resolucdes de problemas, ora existentes, ou mesmo 0s que hoje inexistem
(GONZAGA et al., 2003). Dessa forma, a técnica de crioconservacao tem sido utilizada como
um método alternativo ao banco de germoplasma tradicional, uma vez que proporciona
potencial para a preservacdo das sementes sem limites de tempo, por ocorrer redu¢do do
metabolismo a niveis tdo baixos que todos os processos bioquimicos sdo significativamente
reduzidos e a deterioracdo € praticamente paralisada; contudo, referida técnica s6 pode ser
utilizada para sementes ortodoxas (GOLDFARB et al., 2010).

De acordo com CAVALCANTI MATA (2008) os bancos de germoplasma sdo
essenciais para a conservacdo da diversidade bioldgica das espécies de um Pais, e a sua
preservagdo, deve obedecer as mais rigorosas e avangadas tecnologias, podendo destacar a
crioconservacdo como a tecnologia mais adequada na atualidade para a conservacdo das
espécies vegetais por sementes. Logo, o conhecimento do tempo de congelamento de cada
material € de grande aplicabilidade para projetos, dimensionamento dos equipamentos e para
a otimizacao de processos térmicos (KASHARA et al., 1986).

Com relacdo ao tema deste trabalho, pesquisas a respeito da crioconservacdo de
sementes de espécies de interesse econdmico estdo sendo cada vez mais estudadas; haja vista
que a crioconservacao consiste em conservar o material biolégico em temperaturas ultra-
baixas, em nitrogénio liquido, a -196 °C, ou em seu vapor, em torno de -170 °C, tendo por
fungdo a preservacdo dos recursos genéticos dessas espécies para sele¢cdo, melhoramento
genético e manutencdo de estoques para o futuro. O desenvolvimento de protocolos de
crioconservacdo tem permitido que sementes de diversas espécies possam ser armazenadas a
um custo relativamente baixo, em um ambiente que possibilite a preservacao da integridade
fisica e bioldgica do produto agricola, podendo ser citado o pinhdo manso cujas sementes
mantiveram a sua viabilidade e os seus indices de vigor durante os periodos de
crioconservacdao (GOLDFARB et al., 2010).

O armazenamento de sementes constitui uma das etapas fundamentais para
manutengdo da qualidade fisiolégica. Apds o ponto de maturidade fisiolégica (MF), as
sementes comecam um processo continuo de deterioragdo, onde se observa perdas no vigor e

germinacdo das mesmas. Entre as principais varidveis que influenciam a qualidade fisiol6gica
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das sementes no armazenamento pode-se citar a temperatura € a umidade. A baixa
temperatura diminui os processos metabdlicos que necessitam de energia térmica para
ocorrer; € a baixa umidade, além de diminuir o metabolismo, evita a acdo de patégenos,
principalmente a acdo dos fungos. Portanto, para a manutencdo da qualidade fisiologica das
sementes, deve-se armazend-las em condi¢des de temperatura e umidade adequadas para que
os processos de deterioragdo sejam minimizados (DUARTE, 2009).

A finalidade principal da andlise de qualidade fisioldgica de sementes em laboratdrio é
estimar o nimero maximo de sementes que germinam sob 6timas condicdes de temperatura,
substrato, teor de 4gua e aeracdo. A germinacdo € definida como a emergéncia e o
desenvolvimento do embrido da semente com suas estruturas essenciais, indicando a
capacidade de produzir uma plantula normal em condi¢des favoraveis. Os resultados deste
teste sdo expressos em porcentagem de sementes germinadas.

Assim, objetivou-se no presente trabalho, avaliar a qualidade fisiologica das sementes
de roma e sementes de jud revestidas de endocarpo submetidas ao armazenamento criogénico
nas temperaturas de -170 °C (vapor de nitrogénio) e -196 °C (nitrogénio liquido) por um

periodo de 90 dias.

V.2. REVISAO DE LITERATURA

A crioconservagcao tem se revelado uma importante técnica para manutengdo da
qualidade fisioldgica de semente e material vegetal armazenado. Essa técnica consiste na
conservacao do material em nitrogénio liquido a temperatura de -196 °C e na sua forma de
vapor de nitrogénio a -170 °C. Nessas temperaturas, os processos metabdlicos que necessitam
de energia térmica praticamente sdo paralisados, fazendo com que os processos de
deterioracao do material ocorram de forma muito lenta podendo ser armazenados por um
longo periodo (COELHO, 2006).

O armazenamento de sementes possui diversas finalidades e a exigéncia em manté-las
vidveis por curta duragdo ou por periodos mais longos € o que vai definir a aplicacdo de
tecnologias menos ou mais elaboradas. Quando armazenadas como recursos genéticos, a sua
viabilidade deve ser mantida durante varias décadas ou até mesmo séculos, visando preservar
sua integridade genética. A implementacdo de condi¢cdes mais rigorosas durante o
armazenamento de sementes tem relacdo direta com a exigéncia de se ampliar a sua

longevidade. Para espécies com sementes ortodoxas, o aumento da sua longevidade pode ser
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obtido ajustando o teor de 4gua das sementes para um nivel 6timo e pela reducdo da
temperatura de armazenamento (ESPINDOLA, 2007).

Buscando avaliar o sucesso da crioconservacao, varios pesquisadores tém trabalhado
nesse tema, como por exemplo, GONZAGA et al. (2003) que testaram as sementes de aroeira
(Astronium urundeuva Engl.) e baratna (Schinapsis brasiliensis Engl.), duas espécies
ameagadas de extincdo no Bioma Caatinga. Em seu trabalho, concluiram que a
crioconservacao nao so foi eficiente como melhorou a qualidade fisioldgica das sementes.

Diversos sdo os fatores que influenciam a crioconservacdo de sementes, dentre os
quais podem ser citados a desidratacdo, congelamento, descongelamento e regeneracao
(SANTOS, 2000). Os trés primeiros estao relacionados a formagdo de cristais de gelo no meio
intracelular e o ultimo, a regeneracdo, estd relacionada com a recuperagdo do maior ndmero
possivel de células vivas.

Apesar da crioconservacao ter sido testada em diversas espécies, ainda nao existe uma
rotina de laboratério que possa garantir a conservagdo do germoplasma vegetal. A
complexidade, tanto técnica como bioldgica necessitam ser observadas, tendo em vista que
para o sucesso da crioconservagdo, fatores como o teor de d4gua da semente, a velocidade de
congelamento e descongelamento e danos fisicos a semente requer bastante atencao
(ENGELMANN, 2000).

MOLINA et al. (2006), ao trabalhar com sementes de cebola crioconservadas
verificou que o método em descongelamento ripido no microondas apresentou melhor
resultado relacionado aos demais: ambiente e banho-maria. Métodos mais rapidos de
descongelamento evitam a formacdo dos cristais de gelo no meio intracelular (SANTOS,

2000).

V.3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Sementes e no Setor de
Criogenia do Laboratério de Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas
(LAPPA) da Unidade Académica de Engenharia Agricola, da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG — PB).

Utilizaram-se sementes (material ainda ndo padronizado pelas Regras para Anélise de
Sementes) de roma oriundas de frutos fisiologicamente maduros, adquiridos na Fazenda

Aguas do Tamandu4, no sertio paraibano de Sousa, PB (cidade que estd a uma altitude média
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de 220 metros, com latitude — 06 ° 45 33”’, longitude 38° 13’ 41°’e uma 4rea que abrange
765,0 km?), coletadas no periodo de janeiro de 2012. J4 as sementes de jua revestidas de
endocarpo sdo oriundas de frutos de juid coletados no Campus da UFCG na cidade de
Campina Grande, PB (cidade que estd a uma altitude média de 551 metros, com latitude — 07
°13° 50, longitude 35° 52° 52°’e¢ uma area que abrange 599,6 km?), entre maio ¢ julho de

2012, sendo coletados diretamente da arvore quando iniciaram a queda espontanea.

V.3.1 Crioconservacao das sementes

Foi determinado o Teor de Agua Limite para Crioconservagio (TALC) seguindo a
metodologia proposta por SILVA et al. (2012). Em seguida, as sementes de roma e sementes
de jud revestidas de endocarpo com teor de dgua de 10% (b.u.) foram acondicionadas em
tubos cilindricos de aluminio (canister), separadas por dias de armazenamentos, e
crioarmazenadas em botijoes criogénicos (Figura IV.3) a -170 °C (vapor de nitrogénio) e -196
°C (nitrogénio liquido) por um periodo de (0, 30, 60 e 90 dias).

Apbs os periodos de crioarmazenamento, as sementes foram submetidas a um
descongelamento gradativo (-196; -170; -80; 10 °C e temperatura ambiente) com intervalo de
trés horas para cada temperatura, e logo apds foram submetidas a uma avaliacdo da qualidade
fisioldgica através dos testes de germinacdo e vigor, seguindo-se a metodologia do item
IV.33.

O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente casualizado, com arranjo
fatorial de duas temperaturas (-170 e -196 °C) e quatro periodos de crioconservagado (0, 30, 60
e 90 dias), empregando-se quatro repeti¢cdes por tratamento. Foi realizada andlise de variancia
e a comparacdo das médias dos tratamentos foi obtida teste de Tukey. O programa

computacional utilizado foi ASSISTAT, versao 7.6 beta (SILVA & AZEVEDO, 2009).

V.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da andlise de variancia (Apéndice A.V.1) referentes a germinacdo das
sementes de roma, em funcdo do tempo de armazenamento (0, 30, 60 e 90 dias) e
temperaturas criogénicas (-170 e -196 °C) indicam efeito significativo ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste F, para o fator periodo de armazenamento (F1) e temperatura (F2),

porém ndo houve significancia para a interacio (F1 x F2). Com relagdo ao vigor
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(comprimento de plantulas e peso da matéria seca) (Apéndice A.V.2 e A.V.3) nas mesmas
condi¢Oes de armazenamento houve efeito significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo
teste F, para o fator periodo de armazenamento (F1). Nao houve diferenca estatisticamente
significativa para os fatores: temperaturas de armazenamento (F2) indicados para a matéria
seca e interacdo (F1 x F2) indicados para ambos os testes de vigor.

Os resultados da andlise de variancia dos valores médios de germinagdo e vigor das
sementes de jua revestidas de endocarpo (Apéndice A.V.4 a A.V.6), indicam efeito
significativo a nivel de 1% de probabilidade pelo teste F, para o fator periodo de
armazenamento (F1) e efeito significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo o teste F, para
as interacdes (F1 x F2) com relagdo a germinagdo e ao vigor (peso da matéria seca). Nao
houve significincia para os fatores: temperaturas de armazenamento (F2) indicados para a
germinacao e peso de matéria seca; nos fatores (F1 e F2) e na interacdo (F1 x F2) para o vigor
(comprimento de plantula) ndo ocorreu efeito significativo.

Na tabela V.1 encontram-se os valores experimentais de germinagdo e vigor
(comprimento de plantulas e matéria seca) das sementes de roma crioconservadas no vapor de
nitrogénio a temperatura de -170 °C e imerso no nitrogénio liquido a -196 °C. Verifica-se que
ndo foi aplicado o teste de comparagdo de médias por que o F de interacdo nao foi

significativo.

Tabela V.1 - Valores experimentais da germinacdo e vigor em funcdo do tempo de
armazenamento das sementes de roma, crioconservadas a (-170 e -196°C), por um periodo de

0, 30, 60 e 90 dias.

Sementes de Roma

Germinacao Vigor
(%) Comp. da Plantula (mm) Matéria Seca (g)
T.A. (dias) -170°C -196°C  -170°C -196°C  -170°C -196 °C
Testemunha 78,50 78,50 27,39 27,39 0,9145 0,9145
30 59,50 57,50 28,10 27,59 0,4153 0,3953
60 50,50 44,00 27,91 26,25 0,3460 0,3145
90 38,00 31,50 26,37 25,67 0,2525 0,1703
Média 56,62 52,87 27,44 26,72 0,4821 0,4486
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Nas Tabelas V.2 e V.3 encontram-se os valores de germinacdo e vigor (comprimento
de plantulas e matéria seca) das sementes de roma e sementes de jud revestidas de endocarpo
crioconservadas no vapor de nitrogénio a temperatura de -170 °C e imerso no nitrogénio
liquido a -196 °C. Os dados da interagdo periodo de armazenamento com a temperatura de
crioconservacdo indicam que tanto a germina¢do como o vigor das sementes de roma
sofreram alteracdes durante o periodo de crioconservacao de 90 dias, os quais podem ter sido

provocados por danos fisicos na estrutura da semente.

Tabela V.2 - Valores médios da germinagdo e vigor em fun¢do do tempo de armazenamento

das sementes de roma, crioconservadas a (-170 e -196°C), por um periodo de 0, 30, 60 e 90

dias.
Sementes de Roma
Germinacao Vigor
(%) Comp. da Plant. (mm) Matéria Seca (g)

Temperatura (-170 °C) 56,62 a 2744 a 0,4821 a
Temperatura (-196 °C) 52,87 b 26,73 b 0,4486 a

DMS 2,03 0,71 0,04

Periodo de Armazenamento

Testemunha 78,50 a 27,39 a 0,9145 a
30 58,50 b 27,85 a 0,4052 b
60 4725 ¢ 27,08 ab 0,3302 b
90 34,75d 26,02 b 0,2114 ¢

Média 54,75 27,08 0,46

DMS 3,84 1,35 0,08

CV % 5,08 3,61 13,12

Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Esses resultados encontram concordancia com CHANDEL et al. (1995), que
estudando a sensibilidade de sementes recalcitrantes a dessecacdo e ao congelamento,
afirmam que ocorre um decréscimo do percentual germinativo durante a crioarmazenagem
devido a fragilidade de algumas sementes ao frio, caracterizado por injdrias durante o periodo
de crioconservagao. COELHO (2006) trabalhando com a qualidade fisioldgica de sementes de

diferentes cultivares de algoddo durante a exposi¢do as temperaturas ultra-baixas, observou
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que a germinacdo e o vigor das sementes da cultivar BRS 200 marrom foram afetados
negativamente pela utiliza¢do da crioconservagdo, constatando um decréscimo nesses valores,
com o decorrer do armazenamento.

Ja para as sementes de jud revestidas de endocarpo nao foram observadas diferencas
significativas entre as temperaturas de crioconservagdo (-170 °C e -196 °C) indicando que
essas sementes sdo crioconservdveis. Independente das condi¢cdes de armazenamento, as
sementes de Ziziphus joazeiro Mart. mantiveram porcentagens de germinacdo elevadas
durante todo o periodo avaliado, ndo se diferenciando do valor de germinacgdo inicial (92%).
O elevado desempenho germinativo das sementes durante o armazenamento deve-se a fatores
como quebra de dorméncia e conteido de dgua em niveis baixos em todas as condig¢des
testadas, proporcionando dessa forma taxas metabdlicas reduzidas, e prolongando assim, a
longevidade das sementes. Esses resultados concordam com TRESENA et al. (2009) que
trabalhando com sementes de Tabebuia heptahylla (Vellozo) Toledo) relataram que tanto a
germinagdo como o vigor se mantiveram inalterados durante o periodo de crioconservacio de

90 dias, indicando que as sementes sao crioconservaveis.

Tabela V.3 - Valores médios da germinagdo e vigor em fun¢do do tempo de armazenamento
das sementes de jud revestidas de endocarpo, crioconservadas a (-170 e -196°C), por um

periodo de 0, 30, 60 e 90 dias.

Sementes de Jua Revestidas de Endocarpo

Germinacio Vigor
(%) Comp. da Plantula (mm) Matéria Seca (g)
T.A. (dias) -170°C  -196 °C -170 °C -196 °C -170 °C -196 °C
Testemunha 92,00 aA 92,00 aA 109,25 a 109,87a  3,5416 aA  3,5271 aA
30 88,00 aA 87,00 abA 109,99 a 109,03 a  3,3398 aA 3,2582 abA
60 89,00 aA 87,00 abA 109,32 a 109,78 a  3,4255aA 3,3204 abA
90 82,00 aA 81,00 bA 109,37 a 106,84 a  3,1194 aA 3,0523 bA
Média 87,75 86,75 109,48 108,88 3,3566 3,2895
dmS opunas= 10,79 dms tator 1= 2,59 dmsotunas= 0,4531
dmsSjinhas= 8,08 dms gaeor 2= 1,37 dmsSjiphas= 0,3393
CV%-= 6,35 CV%=1,72 CV %= 6,99

Meédias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas e maidsculas nas linhas, ndo diferem
significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Nao foi aplicado o teste de comparag@do

de médias para Comprimento de Plantulas por que o F de intera¢@o ndo foi significativo.
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Neste trabalho, valores de germinacdo e vigor em ambas as condi¢des de
armazenamento, ocorreram em sementes com teores de dgua de 10% b.u. A diferenca que se
observa entre as duas espécies em estudo pode ser devida a sua composicao quimica e/ou a
sensibilidade das sementes aos danos fisicos. De acordo com ROCHA et al. (2009) o que tem-
se de concreto € que o teor de dgua das sementes € um dos principais fatores controladores da
criopreservacao. O conhecimento do menor teor de dgua suportavel pelas sementes, sem que
haja o comprometimento da qualidade fisiol6gica € imprescindivel para definir a melhor
tecnologia de armazenamento das mesmas. Através dessa informagdo, a conservacido das
sementes pode ser viabilizada, mediante a secagem parcial, sem que haja o comprometimento
na porcentagem de germinagao.

Os resultados aqui obtidos vém reforgar, a exemplo de outros experimentos, que a
temperatura de armazenamento garante a manuten¢do da qualidade das sementes. Sementes
de S. obtusifolim, espécie arbérea de caatinga, armazenadas em embalagens permeaveis,
semipermedveis € camara fria mantiveram sua viabilidade ao longo de um ano de
armazenamento (SILVA, 2010). KISSMANN (2009) avaliando diferentes ambientes de
armazenamento de sementes de Albizia hasslerii, observou que as plantulas provenientes de
sementes armazenadas em cimara fria foram mais vigorosas que as armazenadas em
temperatura ambiente. Sementes de Caesalpinia echinata quando armazenadas sob condi¢des
de temperatura ambiente, perderam a viabilidade em menos de trés meses, enquanto que em
temperatura baixa (camara fria a 7 £ 1 °C) mantiveram a viabilidade das sementes por até 18
meses, com emergéncia superior a 80% (BARBEDO et al., 2002).

A temperatura ndo exerce influéncia sobre o comprimento das plantulas e o acimulo
de matéria seca das duas espécies estudadas. Este comportamento se apresenta como
vantagem deste material a crioconservacgao, pois o nitrogénio liquido € volatil e pode alterar a

temperatura interna dos botijoes criobioldgicos (ROCHA et al., 2009).

V.5. CONCLUSOES

A qualidade fisioldgica (germinacdo e vigor) das sementes de romd foi afetada

negativamente com a utilizacdo dos métodos de crioconservagdo, apresentando um

decréscimo no percentual no decorrer do armazenamento.
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As sementes de jud revestidas de endocarpo mantiveram a viabilidade durante o
periodo de armazenamento, podendo ser crioconservadas tanto no vapor de nitrogénio (-170
°C) como no nitrogénio liquido (-196 °C).

O vigor (comprimento de plantulas e matéria seca) das sementes de jud revestidas de
endocarpo mantiveram inalterados durante o periodo de armazenamento, ndo diferindo

estatisticamente entre Si.
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Apéndices

PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE ROMA E JUA

APENDICE A.I
(Dados referentes as propriedades fisicas das sementes de roma e sementes de jua

revestidas de endocarpo)
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Tabela A.L.1 - Dimensdes, massa individual, volume individual, massa especifica real, massa

especifica aparente, esfericidade e porosidade das sementes de roma com teor de agua de 6%

b.u.

( A)(mm) B (mm) C (mm) MI(g) VI(g/em3) pr (g/cm?®) pa (g/cm®) ¢ (%) &€ (%)
6,603 3,043 2,223 0,024 0,032 0,750 0,413 40,736 44,653
6,103 2963 2,883 0,024 0,035 0,678 0,413 44,037 38,747
6,383 3,103 2,803 0,029 0,039 0,735 0,413 44,311 43,535
6,223 3,413 2,233 0,029 0,042 0,684 0,413 42,395 39,353
6,263 2,803 2,413 0,028 0,032 0,858 0,413 40,736 51,620
6,993 4,023 2,883 0,036 0,046 0,785 0,413 48,770 47,108
5,723 2,843 2,193 0,020 0,042 0,475 0,413 39,643 12,525
5,803 3,103 2,613 0,021 0,036 0,578 0,413 43,285 28,163
5,873 3,473 2413 0,028 0,029 0,928 0,413 43,760 55,274
5,613 3,393 2,433 0,023 0,043 0,538 0,413 43,551 22,885
6,373 3,113 2,293 0,029 0,041 0,709 0,413 41,486 41471
6,023 3,263 1,993 0,028 0,039 0,725 0,413 40,207 42,745
6,033 3,523 2,793 0,025 0,043 0,578 0,413 46,167 28,168
6,093 3,363 2,583 0,029 0,048 0,600 0,413 44,294 30,771
6,113 3,663 3,053 0,029 0,051 0,573 0,413 48,174 27,529
5,833 3,603 2,213 0,023 0,042 0,534 0,413 43,035 22,279
6,673 3,183 2,763 0,031 0,048 0,645 0,413 44,463 35,615
6,973 2,493 2,093 0,022 0,041 0,532 0,413 37,373 21,961
5493 3,103 2,303 0,024 0,043 0,551 0,413 41,505 24,636
5,843 3,613 2,023 0,019 0,041 0,449 0,413 41,813 7,635
5,983 3,573 2473 0,023 0,044 0,514 0,413 44,547 19,267
6,153 4,013 2,473 0,026 0,051 0,518 0,413 46,292 19,880
6,083 3,663 1,983 0,027 0,033 0,806 0,413 41,717 48,491
6,363 2,843 2,323 0,030 0,052 0,574 0,413 40,412 27,662
5943 2953 2,093 0,027 0,042 0,638 0,413 39,536 34,983
6,263 2,983 2,383 0,022 0,040 0,550 0,413 41,428 24477
5,873 3,683 2,793 0,027 0,046 0,575 0,413 46,860 27,809
5983 3,883 2,583 0,033 0,053 0,621 0,413 46,462 33,143
5,603 2,873 2,543 0,027 0,046 0,587 0,413 41,813 29,285
6,443 3413 2,513 0,024 0,044 0,549 0,413 44,106 24,345
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Tabela A.L.2 - Dimensdes, massa individual, volume individual, massa especifica real, massa

especifica aparente, esfericidade e porosidade das sementes de roma com teor de dgua de 9%

b.u.

( A)(mm) B (mm) C (mm) MI(g) VI(g/em3) pr (g/cm?®) pa (g/cm®) ¢ (%) &€ (%)
6,880 3,320 2,500 0,025 0,034 0,756 0,415 43,621 44,867
6,380 3,240 3,160 0,025 0,036 0,682 0,415 46,782 38,950
6,660 3,380 3,080 0,030 0,040 0,740 0,415 47,042 43,683
6,500 3,600 2,510 0,030 0,043 0,688 0,415 45,245 39,488
6,540 3,080 2,690 0,028 0,033 0,865 0,415 43,595 51,813
7,270 4,300 3,160 0,037 0,047 0,789 0,415 51,411 47,198
6,000 3,120 2,470 0,021 0,043 0,477 0,415 42,555 12,718
6,080 3,380 2,890 0,022 0,038 0,582 0,415 46,054 28,380
6,150 3,750 2,690 0,028 0,031 0,936 0,415 46,551 55,480
5,890 3,670 2,710 0,024 0,044 0,541 0,415 46,332 23,043
6,650 3,390 2,570 0,030 0,042 0,713 0,415 44,331 41,607
6,300 3,540 2,270 0,029 0,040 0,730 0,415 43,153 42,898
6,310 3,800 3,070 0,026 0,044 0,581 0,415 48,862 28,316
6,370 3,640 2,860 0,030 0,050 0,603 0,415 47,042 30,867
6,390 3,940 3,330 0,030 0,053 0,576 0,415 50,814 27,611
6,110 3,880 2,490 0,024 0,044 0,537 0,415 45,886 22,442
6,950 3,460 3,040 0,032 0,050 0,648 0,415 47,057 35,705
7,250 2,770 2,370 0,023 0,042 0,535 0,415 40,341 22,143
5,770 3,380 2,580 0,024 0,044 0,554 0,415 44,345 24,791
6,120 3,890 2,300 0,019 0,043 0,452 0,415 44,726 7,847
6,260 3,850 2,750 0,024 0,046 0,517 0,415 47,308 19,417
6,430 4,290 2,750 0,027 0,053 0,521 0,415 49,045 19,974
6,360 3,940 2,260 0,027 0,034 0,812 0,415 44,655 48,686
6,640 3,120 2,600 0,031 0,054 0,577 0,415 43,289 27,740
6,220 3,230 2,370 0,028 0,044 0,642 0,415 42,460 35,122
6,540 3,260 2,660 0,023 0,041 0,553 0,415 44,262 24,664
6,150 3,960 3,070 0,028 0,048 0,578 0,415 49,539 27,926
6,260 4,160 2,860 0,034 0,055 0,624 0,415 49,184 33,209
5,880 3,150 2,820 0,028 0,048 0,590 0,415 44,619 29,402
6,720 3,690 2,790 0,025 0,045 0,552 0,415 46,868 24,492
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Tabela A.L.3 - Dimensdes, massa individual, volume individual, massa especifica real, massa
especifica aparente, esfericidade e porosidade das sementes de roma com teor de dgua de 12%
(b.u.)

A (mm) B(mm) C (mm) MI(g) VI(g/cm?® pr (kg.m'3) pa (kg.m's) ¢ (%) €(%)

7,138 3,578 2,758 0,026 0,034 0,756 0,417 46,214 45,131
6,638 3,498 3,418 0,025 0,037 0,683 0,417 49,269 39,210
6,918 3,638 3,338 0,031 0,041 0,740 0,417 49,515 43,885
6,758 3,948 2,768 0,030 0,044 0,689 0,417 47,812 39,684
6,798 3,338 2,948 0,029 0,034 0,865 0,417 46,167 52,048
7,528 4,558 3,418 0,038 0,049 0,790 0,417 53,809 47,343
6,258 3,378 2,728 0,021 0,044 0,478 0,417 45,144 13,000
6,338 3,638 3,148 0,023 0,039 0,582 0,417 48,559 28,665
6,408 4,008 2,948 0,029 0,031 0,937 0,417 49,076 55,724
6,148 3,928 2,968 0,025 0,045 0,542 0,417 48,854 23,280
6,908 3,648 2,828 0,031 0,043 0,714 0,417 46,906 41,802
6,558 3,798 2,528 0,030 0,041 0,730 0,417 45,789 43,107
6,568 4,058 3,328 0,026 0,045 0,582 0,417 51,312 28,538
6,628 3,898 3,118 0,031 0,051 0,603 0,417 49,529 31,038
6,648 4,198 3,588 0,031 0,054 0,576 0,417 53,204 27,773
6,368 4,138 2,748 0,024 0,045 0,538 0,417 48,446 22,685
7,208 3,718 3,298 0,033 0,051 0,648 0,417 49,678 35,865
7,508 3,028 2,628 0,023 0,043 0,536 0,417 43,017 22,403
6,028 3,638 2,838 0,025 0,045 0,554 0,417 46,906 25,024
6,378 4,148 2,558 0,020 0,044 0,452 0,417 47,341 8,153
6,518 4,108 3,008 0,024 0,047 0,517 0,417 49,813 19,651
6,688 4,548 3,008 0,028 0,054 0,521 0,417 51,526 20,155
6,618 4,198 2,518 0,028 0,035 0,813 0,417 47,282 48,927
6,898 3,378 2,858 0,032 0,055 0,577 0,417 45,868 27,898
6,478 3,488 2,628 0,029 0,045 0,643 0,417 45,095 35,327
6,798 3,518 2918 0,023 0,042 0,553 0,417 46,830 24,926
6,408 4,218 3,328 0,028 0,049 0,578 0,417 51,974 28,120
6,518 4,418 3,118 0,035 0,056 0,624 0,417 51,652 33,350
6,138 3,408 3,078 0,029 0,049 0,591 0,417 47,162 29,594
6,978 3,948 3,048 0,026 0,046 0,552 0,417 49,365 24,718
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Tabela A.L.4 - Dimensdes, massa individual, volume individual, massa especifica real, massa
especifica aparente, esfericidade e porosidade das sementes de roma com teor de dgua de 15%
(b.u.)

A (mm) B(mm) C (mm) MI(g) VI(g/cm?® pr (kg.m'3) pa (kg.m's) ¢ (%) €(%)

7,383 3,823 3,003 0,027 0,035 0,761 0,418 48,601 45,348
6,883 3,743 3,663 0,026 0,038 0,687 0,418 51,564 39,478
7,163 3,883 3,583 0,032 0,042 0,744 0,418 51,813 44,164
7,003 4,193 3,013 0,031 0,045 0,692 0,418 50,173 40,002
7,043 3,583 3,193 0,030 0,035 0,871 0,418 48,545 52,234
7,773 4,803 3,663 0,039 0,050 0,793 0,418 56,030 47,642
6,503 3,623 2,973 0,022 0,045 0,480 0,418 47,578 13,459
6,583 3,883 3,393 0,023 0,040 0,585 0,418 50,891 28,996
6,653 4,253 3,193 0,030 0,032 0,943 0,418 51,400 55,873
6,393 4,173 3,213 0,025 0,047 0,544 0,418 51,185 23,695
7,153 3,893 3,073 0,032 0,044 0,717 0,418 49,269 42,104
6,803 4,043 2,773 0,031 0,042 0,734 0,418 48,217 43,386
6,813 4,303 3,573 0,027 0,046 0,584 0,418 53,566 28,924
6,873 4,143 3,363 0,032 0,053 0,605 0,418 51,838 31,446
6,893 4,443 3,833 0,032 0,056 0,578 0,418 55,429 28,215
6,613 4,383 2,993 0,025 0,046 0,540 0,418 50,813 23,100
7,453 3,963 3,543 0,034 0,053 0,651 0,418 51,974 36,244
7,753 3,273 2,873 0,024 0,044 0,538 0,418 45,468 22,805
6,273 3,883 3,083 0,026 0,046 0,557 0,418 49,283 25,428
6,623 4,393 2,803 0,020 0,045 0,455 0,418 49,745 8,631
6,763 4,353 3,253 0,025 0,048 0,520 0,418 52,122 20,097
6,933 4,793 3,253 0,029 0,055 0,523 0,418 53,821 20,642
6,863 4,443 2,763 0,029 0,036 0,817 0,418 49,705 49,133
7,143 3,623 3,103 0,033 0,056 0,579 0,418 48,260 28,343
6,723 3,733 2,873 0,030 0,046 0,646 0,418 47,504 35,672
7,043 3,763 3,163 0,024 0,043 0,556 0,418 49,187 25,307
6,653 4,463 3,573 0,029 0,050 0,581 0,418 54,232 28,532
6,763 4,663 3,363 0,036 0,057 0,626 0,418 53,924 33,765
6,383 3,653 3,323 0,030 0,050 0,593 0,418 49,515 29,996
7,223 4,193 3,293 0,026 0,047 0,555 0,418 51,689 25,131
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Tabela A.LS - Dimensdes, massa individual, volume individual, massa especifica real, massa
especifica aparente, esfericidade e porosidade das sementes de jud revestidas de endocarpo
com teor de dgua de 6% (b.u.)

A (mm) B(mm) C (mm) MI(g) VI(g/cm?® pr (kg.m'3) pa (kg.m's) ¢ (%) €(%)

11,910 7,330 7,260 0,498 0,420 1,185 0,536 81,039 54,783
11,350 7,450 7,150 0,448 0,397 1,126 0,536 81,064 52,429
12,590 7,580 7,360 0,527 0,456 1,156 0,536 82,323 53,658
11,220 8,130 7,670 0,462 0,420 1,099 0,536 85,435 51,246
12,120 8,300 7,490 0,482 0,452 1,067 0,536 85,348 49,798
11,660 8,220 7,810 0,557 0,504 1,105 0,536 86,267 51,517
11,930 8,350 7,550 0,543 0,471 1,154 0,536 85,744 53,568
12,210 8,380 8,010 0,592 0,513 1,154 0,536 87,556 53,588
13,200 7,900 7,550 0,549 0,483 1,136 0,536 84,179 52,853
13,170 8,690 7,610 0,585 0,511 1,146 0,536 87,123 53,252
12,850 8,040 7,580 0,530 0,471 1,126 0,536 84,781 52,419
11,180 8,810 8,130 0,537 0,479 1,121 0,536 89,474 52,213
11,930 8,520 7,630 0,508 0,440 1,155 0,536 86,628 53,622
13,340 8,280 7,720 0,583 0,506 1,152 0,536 86,142 53,470
13,350 8,590 7,970 0,662 0,551 1,201 0,536 88,134 55,388
12,540 8,560 8,070 0,602 0,525 1,146 0,536 88,400 53,230
10,860 8,050 7,740 0,495 0,415 1,194 0,536 85,412 55,128
12,600 8,860 7,740 0,557 0,519 1,073 0,536 88,186 50,072
12,670 7,780 7,690 0,481 0,438 1,098 0,536 84,264 51,219
12,950 8,420 7,710 0,584 0,508 1,148 0,536 86,588 53,347
12,550 8,160 7,560 0,495 0,460 1,076 0,536 85,128 50,224
13,870 8,540 7,700 0,606 0,537 1,128 0,536 86,960 52,499
12,780 8,030 7,410 0,571 0,499 1,143 0,536 84,108 53,105
13,120 7,800 7,550 0,484 0,450 1,075 0,536 83,820 50,148
11,730 7,910 7,830 0,530 0,456 1,162 0,536 85,243 53,902
11,890 8,160 7,540 0,524 0,458 1,143 0,536 85,054 53,125
12,690 8,030 7,660 0,535 0,510 1,050 0,536 85,045 48,978
11,130 7,860 7,510 0,454 0,413 1,099 0,536 83,886 51,264
12,990 7,770 7,470 0,560 0,487 1,149 0,536 83,415 53,370
11,690 8,270 7,310 0,496 0,445 1,114 0,536 84,554 51,912
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Tabela A.L.6 - Dimensdes, massa individual, volume individual, massa especifica real, massa
especifica aparente, esfericidade e porosidade das sementes de jud revestidas de endocarpo
com teor de dgua de 9% (b.u.)

A (mm) B(mm) C (mm) MI(g) VI(g/cm?® pr (kg.m'3) pa (kg.m's) ¢ (%) €(%)

12,387 7,807 7,737 0,514 0,436 1,177 0,538 84,530 54,264
11,827 7,927 7,627 0,461 0,413 1,119 0,538 84,558 51,865
13,067 8,057 7,837 0,543 0,473 1,149 0,538 85,790 53,150
11,697 8,607 8,147 0,476 0,436 1,092 0,538 88,841 50,687
12,597 8,777 7,967 0,497 0,469 1,061 0,538 88,761 49,245
12,137 8,697 8,287 0,575 0,523 1,099 0,538 89,657 51,014
12,407 8,827 8,027 0,560 0,488 1,147 0,538 89,148 53,068
12,687 8,857 8,487 0,610 0,532 1,148 0,538 90,925 53,111
13,677 8,377 8,027 0,566 0,501 1,130 0,538 87,608 52,352
13,647 9,167 8,087 0,604 0,529 1,140 0,538 90,503 52,771
13,327 8,517 8,057 0,546 0,488 1,119 0,538 88,203 51,906
11,657 9,287 8,607 0,554 0,497 1,115 0,538 92,805 51,703
12,407 8,997 8,107 0,524 0,456 1,148 0,538 90,017 53,103
13,817 8,757 8,197 0,601 0,524 1,145 0,538 89,537 52,988
13,827 9,067 8,447 0,682 0,571 1,195 0,538 91,494 54,947
13,017 9,037 8,547 0,620 0,544 1,140 0,538 91,752 52,756
11,337 8,527 8,217 0,511 0,430 1,186 0,538 88,820 54,609
13,077 9,337 8,217 0,574 0,538 1,067 0,538 91,545 49,562
13,147 8,257 8,167 0,496 0,454 1,091 0,538 87,690 50,672
13,427 8,897 8,187 0,602 0,527 1,142 0,538 89,975 52,865
13,027 8,637 8,037 0,510 0,477 1,070 0,538 88,545 49,681
14,347 9,017 8,177 0,624 0,556 1,122 0,538 90,340 52,022
13,257 8,507 7,887 0,588 0,518 1,136 0,538 87,543 52,616
13,597 8,277 8,027 0,499 0,467 1,068 0,538 87,259 49,598
12,207 8,387 8,307 0,546 0,473 1,155 0,538 88,651 53,397
12,367 8,637 8,017 0,540 0,475 1,136 0,538 88,468 52,613
13,167 8,507 8,137 0,552 0,528 1,044 0,538 88,459 48,452
11,607 8,337 7,987 0,468 0,429 1,092 0,538 87,325 50,699
13,467 8,247 7947 0,577 0,505 1,143 0,538 86,863 52,877
12,167 8,747 17,7787 0,511 0,462 1,107 0,538 87,984 51,378
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Tabela A.L.7 - Dimensdes, massa individual, volume individual, massa especifica real, massa
especifica aparente, esfericidade e porosidade das sementes de jud revestidas de endocarpo
com teor de dgua de 12% (b.u.)

A (mm) B(mm) C (mm) MI(g) VI(g/cm?® pr (kg.m'3) pa (kg.m's) ¢ (%) €(%)

12,845 8,265 8,195 0,530 0,452 1,170 0,541 87,820 53,814
12,285 8,385 8,085 0,476 0,428 1,112 0,541 87,846 51,375
13,525 8,515 8,295 0,560 0,490 1,143 0,541 89,056 52,711
12,155 9,065 8,605 0,491 0,452 1,085 0,541 92,052 50,202
13,055 9,235 8,425 0,512 0,486 1,055 0,541 91,973 48,766
12,595 9,155 8,745 0,592 0,542 1,094 0,541 92,855 50,580
12,865 9,285 8,485 0,577 0,506 1,141 0,541 92,358 52,636
13,145 9,315 8,945 0,629 0,551 1,143 0,541 94,099 52,700
14,135 8,835 8485 0,583 0,519 1,124 0,541 90,840 51,920
14,105 9,625 8,545 0,622 0,549 1,134 0,541 93,694 52,356
13,785 8975 8,515 0,563 0,506 1,114 0,541 91,426 51,464
12,115 9,745 9,065 0,571 0,515 1,109 0,541 95,952 51,263
12,865 9,455 8,565 0,540 0,473 1,142 0,541 93,209 52,654
14,275 9,215 8,655 0,619 0,543 1,140 0,541 92,739 52,573
14,285 9,525 8,905 0,704 0,591 1,190 0,541 94,660 54,567
13,475 9,495 9,005 0,640 0,564 1,134 0,541 94,912 52,347
11,795 8,985 8,675 0,526 0,446 1,179 0,541 92,028 54,159
13,535 9,795 8,675 0,592 0,557 1,062 0,541 94,716 49,122
13,605 8,715 8,625 0,511 0,471 1,085 0,541 90,925 50,199
13,885 9,355 8,645 0,621 0,546 1,137 0,541 93,167 52,450
13,485 9,095 8,495 0,526 0,494 1,064 0,541 91,760 49,212
14,805 9,475 8,635 0,644 0,576 1,117 0,541 93,531 51,612
13,7715 8,965 8,345 0,606 0,536 1,131 0,541 90,779 52,194
14,055 8,735 8,485 0,514 0,484 1,062 0,541 90,499 49,122
12,665 8,845 8,765 0,563 0,490 1,149 0,541 91,866 52,960
12,825 9,095 8,475 0,557 0,493 1,130 0,541 91,688 52,169
13,625 8,965 8,595 0,569 0,547 1,039 0,541 91,676 47,998
12,065 8,795 8,445 0,483 0,445 1,086 0,541 90,560 50,209
13,925 8,705 8,405 0,595 0,524 1,137 0,541 90,111 52,452
12,625 9,205 8,245 0,527 0,479 1,101 0,541 91,218 50,916
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Tabela A.L.8 - Dimensdes, massa individual, volume individual, massa especifica real, massa
especifica aparente, esfericidade e porosidade das sementes de jud revestidas de endocarpo
com teor de dgua de 15% (b.u.)

A (mm) B(mm) C (mm) MI(g) VI(g/cm?® pr (kg.m'3) pa (kg.m's) ¢ (%) €(%)

13,290 8,710 8,640 0,546 0,469 1,164 0,541 90,957 53,504
12,730 8,830 8,530 0,490 0,444 1,105 0,541 90,985 51,034
13,970 8,960 8,740 0,577 0,508 1,137 0,541 92,173 52,413
12,600 9,510 9,050 0,506 0,469 1,080 0,541 95,123 49,867
13,500 9,680 8,870 0,528 0,503 1,050 0,541 95,045 48,441
13,040 9,600 9,190 0,611 0,561 1,089 0,541 95,908 50,293
13,310 9,730 8,930 0,595 0,524 1,136 0,541 95,424 52,345
13,590 9,760 9,390 0,649 0,570 1,138 0,541 97,135 52,428
14,580 9,280 8,930 0,601 0,538 1,119 0,541 93,929 51,630
14,550 10,070 8,990 0,642 0,568 1,129 0,541 96,738 52,081
14,230 9,420 8,960 0,581 0,524 1,108 0,541 94,503 51,165
12,560 10,190 9,510 0,588 0,533 1,104 0,541 98,959 50,967
13,310 9,900 9,010 0,557 0,490 1,136 0,541 96,262 52,347
14,720 9,660 9,100 0,638 0,563 1,135 0,541 95,796 52,297
14,730 9970 9,350 0,725 0,612 1,185 0,541 97,687 54,319
13,920 9,940 9,450 0,659 0,584 1,129 0,541 97,934 52,078
12,240 9,430 9,120 0,543 0,463 1,173 0,541 95,097 53,848
13,980 10,240 9,120 0,610 0,577 1,058 0,541 97,746 48,832
14,050 9,160 9,070 0,527 0,488 1,080 0,541 94,008 49,875
14,330 9,800 9,090 0,640 0,565 1,132 0,541 96,219 52,174
13,930 9,540 8,940 0,542 0,512 1,059 0,541 94,834 48,894
15,250 9,920 9,080 0,664 0,597 1,112 0,541 96,574 51,343
14,160 9,410 8,790 0,625 0,556 1,125 0,541 93,868 51,914
14,500 9,180 8,930 0,530 0,502 1,057 0,541 93,591 48,798
13,110 9,290 9,210 0,581 0,508 1,143 0,541 94,934 52,664
13,270 9,540 8,920 0,574 0,510 1,124 0,541 94,764 51,869
14,070 9,410 9,040 0,587 0,567 1,035 0,541 94,753 47,698
12,510 9,240 8,890 0,498 0,461 1,080 0,541 93,652 49,870
14,370 9,150 8,850 0,614 0,542 1,131 0,541 93,209 52,168
13,070 9,650 8,690 0,543 0,496 1,096 0,541 94,301 50,601
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PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE ROMA E JUA

APENDICE A.II
(Dados referentes a cinética de congelamento: tempo, razao de temperatura e valores do
residuo versus valores preditos das curvas de congelamento de sementes de roma e jua a

-170 °C e -196 °C em diferentes teores de agua)
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Tabela A.IL.1 — Tempo em segundos e razao de temperatura (adimensional) da cinética de

congelamento das sementes de roma nas temperaturas criogénicas de -170 e -196 °C em

diferentes teores de dgua (b.u.)

Temperaturas Criogénicas

Tempo -170 °C -196 °C
(seg) Teores de Agua (b.u.)
6% 9% 12% 15% 6% 9% 12% 15%

0 1 1 1 1 1 1 1 1
1 0,94439 0,97824 0,98965 0,99384 0,94209 0,96101 0,97361 0,98104
2 0,89082 0,95747 0,97821 0,98761 0,91387 0,92786 0,94535 0,95507
3 0,83802 0,93670 0,95220 0,97515 0,86111 0,88216 0,93099 0,92239
4 0,78628 0,90554 0,93400 0,96218 0,80589 0,85438 0,90721 0,89642
5 0,75507 0,88996 0,92048 0,95128 0,72166 0,76478 0,86773 0,87940
6 0,72386 0,85880 0,90539 0,94142 0,47121 0,52822 0,74122 0,85253
7 0,69266 0,82764 0,88667 0,92429 0,22704 0,27060 0,56894 0,75492
8 0,67185 0,80946 0,87419 0,90975 0,10473 0,14291 0,39443 0,60985
9 0,64585 0,79129 0,85859 0,90041 0,04066 0,07660 0,25714 0,52701
10 0,60944 0,77104 0,84298 0,88691 0,00840 0,04703 0,17190 0,30224
11 0,57824 0,76013 0,82218 0,87290 0 0,02329 0,10595 0,21000
12 0,54703 0,74455 0,79617 0,85837 0,01298 0,05481 0,15895
13 0,52623 0,73053 0,77537 0,84799 0,00626 0,03103 0,11104
14 0,50022 0,71080 0,75977 0,83241 0,00268 0,01982 0,06448
15 0,47942 0,68743 0,74416 0,81684 0 0,01443 0,04612
16 0,45341 0,66717 0,72336 0,80127 0,00815 0,02507
17 0,43261 0,65627 0,70256 0,78570 0 0,01254
18 0,40660 0,63913 0,67655 0,77013 0,00672
19 0,37540 0,62511 0,65575 0,75975 0,00313
20 0,35979 0,60641 0,64534 0,74418 0
21 0,34419 0,59135 0,61934 0,73068
22 0,31819 0,57058 0,60374 0,71822
23 0,30258 0,55240 0,58293 0,70836
24 0,28178 0,52644 0,56213 0,69746
25 0,26097 0,50047 0,55173 0,68500
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

0,24537
0,22457
0,20896
0,19336
0,18296
0,16216
0,15175
0,13615
0,12055
0,11015
0,08414
0,07374
0,06334
0,05293
0,04773
0,03733
0,02693
0,02173
0,01133
0,00613

0

0,47970
0,45893
0,43296
0,41219
0,39142
0,37064
0,34987
0,33429
0,30833
0,29275
0,27197
0,25640
0,23562
0,22004
0,20446
0,18888
0,16811
0,15773
0,14215
0,13176
0,11099
0,10060
0,09021
0,07464
0,06425
0,05386
0,04348
0,03309
0,02270
0,01232
0,00193

0

0,53092
0,51532
0,49452
0,47891
0,46331
0,44771
0,43210
0,41130
0,39570
0,38529
0,36449
0,35409
0,33328
0,32288
0,30208
0,29168
0,27607
0,26047
0,25007
0,23967
0,22406
0,21366
0,20326
0,19286
0,17725
0,16685
0,15645
0,14605
0,13565
0,12524
0,11484
0,10964
0,09924

0,66632
0,64556
0,61960
0,59365
0,58327
0,55732
0,54694
0,52098
0,50022
0,46908
0,44832
0,43274
0,41198
0,39641
0,37565
0,35489
0,34451
0,32893
0,31336
0,29260
0,27703
0,26665
0,25108
0,24069
0,22512
0,21474
0,19917
0,18879
0,17841
0,16803
0,15246
0,14727
0,13169
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59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78

0,08884
0,08364
0,07323
0,06283
0,05243
0,04723
0,03683
0,02642
0,02122
0,01602
0,01082
0,00562

0

0,12131
0,11612
0,10574
0,10055
0,09017
0,08498
0,07460
0,06941
0,05903
0,05384
0,04345
0,03826
0,03307
0,02788
0,02269
0,01750
0,01231
0,00712
0,00193

0
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Tabela A.IL.2 — Tempo em segundos e razdo de temperatura (adimensional) da cinética de

congelamento das sementes de jud revestidas de endocarpo nas temperaturas criogénicas de -

170 e -196 °C em diferentes teores de dgua (b.u.)

Temperaturas Criogénicas

Tempo -170 °C -196 °C
(seg) Teores de Agua (b.u.)
6% 9% 12% 15% 6% 9% 12% 15%
0 1 1 1 1 1 1 1 1
5 0,94284 0,97475 0,98586 0,98891 0,93873 0,95417 0,96624 0,97536
10 0,89074 0,95455 0,97475 0,98285 0,91060 0,92125 0,93819 0,94954
15 0,83966 0,93434 0,94949 0,97075 0,85357 0,87588 0,90605 0,92396
20 0,78907 0,90404 0,93182 0,95814 0,80301 0,84830 0,87800 0,90036
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25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95
100
105
110
115
120
125
130
135
140
145
150
155
160
165
170
175
180
185

0,75873
0,73343
0,71320
0,69297
0,67274
0,65250
0,61710
0,58675
0,55640
0,53617
0,51088
0,49064
0,46535
0,44512
0,41983
0,38948
0,37430
0,35913
0,33384
0,31866
0,29843
0,27820
0,26302
0,24279
0,22762
0,21244
0,20233
0,18209
0,17198
0,15680
0,14163
0,13151
0,10622

0,88889
0,85859
0,82828
0,81061
0,79293
0,77323
0,76263
0,74747
0,73384
0,71465
0,69192
0,67222
0,66162
0,64495
0,63131
0,61313
0,59848
0,57828
0,56061
0,53535
0,51010
0,48990
0,46970
0,44444
0,42424
0,40404
0,38384
0,36364
0,34848
0,32323
0,30808
0,28788
0,27273

0,91869
0,90404
0,88586
0,87374
0,85859
0,84343
0,82323
0,79798
0,77778
0,76263
0,74747
0,72727
0,70707
0,68182
0,66162
0,65152
0,62626
0,61111
0,59091
0,57071
0,56061
0,54040
0,52525
0,50505
0,48990
0,47475
0,45960
0,44444
0,42424
0,40909
0,39899
0,37879
0,36869

0,94755
0,93797
0,92133
0,90721
0,89813
0,88502
0,87141
0,85729
0,84720
0,83207
0,81694
0,80182
0,78669
0,77156
0,76147
0,74634
0,73323
0,72113
0,71155
0,70096
0,68886
0,67070
0,65053
0,62532
0,60010
0,59002
0,56480
0,55472
0,52950
0,50933
0,47907
0,45890
0,44377
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0,71908
0,46953
0,36016
0,22623
0,10435
0,04051
0,00837

0

0,75933
0,56894
0,35764
0,27535
0,14190
0,07606
0,04670
0,02312
0,01067
0,00266

0

0,81664
0,73561
0,56464
0,39144
0,25520
0,17060
0,10515
0,05439
0,03080
0,01967
0,01432
0,00809

0
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0,87876
0,84760
0,75055
0,60632
0,52396
0,30049
0,20878
0,15803
0,11040
0,06410
0,04585
0,02493
0,01246
0,00668
0,00312

0



190
195
200
205
210
215
220
225
230
235
240
245
250
255
260
265
270
275
280
285
290
295
300
305
310
315
320
325
330
335
340
345
350

0,09611
0,08599
0,07587
0,07081
0,06070
0,05058
0,04552
0,03541
0,03035
0,02023
0,01517
0,01012
0,00506

0

0,25253
0,23737
0,22222
0,20707
0,18687
0,17677
0,16162
0,15152
0,13131
0,12121
0,11111
0,09596
0,08586
0,07576
0,06566
0,05556
0,04545
0,03535
0,02525
0,02020
0,01010
0,00505

0

0,34848
0,33838
0,31818
0,30808
0,29293
0,27778
0,26768
0,25758
0,24242
0,23232
0,22222
0,21212
0,19697
0,18687
0,17677
0,16667
0,15657
0,14646
0,13636
0,13131
0,12121
0,11111
0,10606
0,09596
0,08586
0,07576
0,07071
0,06061
0,05051
0,04545
0,04040
0,03535
0,03030

0,42360
0,40847
0,38830
0,36813
0,35804
0,34291
0,32779
0,30761
0,29249
0,28240
0,26727
0,25719
0,24206
0,23197
0,21684
0,20676
0,19667
0,18659
0,17146
0,16641
0,15129
0,14120
0,13616
0,12607
0,12103
0,11094
0,10590
0,09581
0,09077
0,08069
0,07564
0,06556
0,06051
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355
360
365
370
375
380
385
390
395
400
405
410
415

0,02525
0,02020
0,02020
0,01515
0,01010
0,00505

0

0,05547
0,05043
0,04539
0,04034
0,03530
0,03026
0,02521
0,02017
0,01513
0,01513
0,01009
0,00504

0
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Figura A.IL.1 - Valores do residuo versus valores preditos das curvas de congelamento de

sementes de roma a -170 °C em diferentes teores de 4gua — Modelo de Fourier.
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Figura A.IL2 - Valores do residuo versus valores preditos das curvas de congelamento de

sementes de roma a -170 °C em diferentes teores de agua — Modelo I de Cavalcanti Mata.
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Figura A.IL.3 - Valores do residuo versus valores preditos das curvas de congelamento de

sementes de roma a -170 °C em diferentes teores de 4gua — Modelo Il de Cavalcanti Mata
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Figura A.Il.4 - Valores do residuo versus valores preditos das curvas de congelamento de

sementes de roma a -196 °C em diferentes teores de 4gua — Modelo de Fourier.
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Figura A.ILS - Valores do residuo versus valores preditos das curvas de congelamento de

sementes de romad a -196 °C em diferentes teores de agua — Modelo I de Cavalcanti Mata.
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Figura A.IL.6 - Valores do residuo versus valores preditos das curvas de congelamento de

sementes de roma a -196 °C em diferentes teores de 4gua — Modelo II de Cavalcanti Mata.
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Valores do Residuo

Figura A.IL.7 - Valores do residuo versus valores preditos das
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curvas de congelamento de

sementes de jud revestidas de endocarpo a -170 °C em diferentes teores de 4gua — Modelo de

Fourier.
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Figura A.IL8 - Valores do residuo versus valores preditos das curvas de congelamento de

sementes de jua revestidas de endocarpo a -170 °C em diferentes teores de agua — Modelo I

de Cavalcanti Mata.
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Figura A.IL.9 - Valores do residuo versus valores preditos das curvas de congelamento de

sementes de jud revestidas de endocarpo a -170 °C em diferentes teores de dgua — Modelo II

de Cavalcanti Mata.
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Figura A.IL.10 - Valores do residuo versus valores preditos das curvas de congelamento de

sementes de jud revestidas de endocarpo a -196 °C em diferentes teores de dgua — Modelo de

Fourier.
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Figura A.IL.11 - Valores do residuo versus valores preditos das curvas de congelamento de

sementes de jua revestidas de endocarpo a -196 °C em diferentes teores de agua — Modelo I

de Cavalcanti Mata.
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Figura A.I1.12 - Valores do residuo versus valores preditos das curvas de congelamento de

sementes de jud revestidas de endocarpo a -196 °C em diferentes teores de dgua — Modelo II

de Cavalcanti Mata.
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PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE ROMA E JUA

APENDICE A.IIT
(Dados referentes a analise de variancia: superacao da dorméncia de sementes de jua

revestidas de endocarpo)
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Tabela A.IIl.1 — Anélise de variancia da germinacdo de sementes de jud revestidas de

endocarpo submetidas a diferentes tratamentos pré-germinativos.

FV GL SQ QM F
Tratamentos 21 36572,77273 1741,56061 267,9324 **
Residuo 66  429,00000  6,50000

Total 87 37001,77273

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)

Tabela A.IIL2 - Andlise de varidncia do comprimento das plantulas de jud originadas de

sementes revestidas de endocarpo submetidas a diferentes tratamentos pré-germinativos.

FV GL SQ QM F
Tratamentos 21 2360,25407 112,39305 40,7876 **
Residuo 66 181,86762  2,75557

Total 87 2542,12170

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)

Tabela A.IIL3 - Andlise de varidncia da matéria seca de plantulas de jud originadas de

sementes revestidas de endocarpo submetidas a diferentes tratamentos pré-germinativos.

FV GL SQ QM F
Tratamentos 21 89,97487 4,28452 267,9324 **
Residuo 66 1,05541 0,01599
Total 87 91.03028

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
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PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE ROMA E JUA

APENDICE A.IV
(Dados referentes a analise de variancia: qualidade fisiolégica das sementes de roma e
sementes de jua revestidas de endocarpo durante a determinacao do

Teor de Agua Limite para Crioconservacio)
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Tabela A.IV.1 - Andlise de varidncia da germinacdo de sementes de roma submetidas ao

armazenamento nas temperaturas de 25, -170 e -196 °C, durante cinco dias.
FV GL SQ QM F
117,38889 4,5279 *

Temperaturas de Armazenamento (F1) 2 234,77778

Teores de Agua (F2) 5 863,11111 172,62222 6,6583 **
Interacao F1xF2 10 720,55556  72,05556 2,7793 **
Tratamentos 17 1818,44444 106,96732 4,1259 **
Residuo 54 1400,00000 25,92593
Total 71 3218,44444

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)

Tabela A.IV.2 - Andlise de variancia do vigor (comprimento de plantula) originadas de

sementes de roma submetidas ao armazenamento nas temperaturas de 25, -170 e -196 °C,

durante cinco dias.

FV GL  SQ QM F
Temperaturas de Armazenamento (F1) 2 9,96952 498476 0,7259 ™
Teores de Agua (F2) 5 38,47063 7,69413 11,1204 ™
Interacao F1xF2 10 184,61061 18,46106 12,6882 **
Tratamentos 17 233,05076 13,70887 1,9962 *
Residuo 54 370,83595 6,86733
Total 71 603,88671

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)

™ ndo significativo (p >= 0,05)

Tabela A.IV.3 - Andlise de varidncia do vigor (matéria seca de plantulas) originadas de

sementes romd submetidas ao armazenamento nas temperaturas de 25, -170 e -196 °C, durante

cinco dias.

FV GL SQ QM F
Temperaturas de Armazenamento (F1) 2 1,01393 0,50696 5971,4305 **
Teores de Agua (F2) 5 228715 0,45743 5387,9796 **
10 2,776275 0,27627 3254,1879 **

Interagdo F1xF2
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17  6,06382 0,35670 4201,4493 **

Tratamentos
Residuo 54  0,00458 0,00008
Total 71  6,06840

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)

Tabela A.IV.4 - Andlise de varidncia da germinacdo de sementes de jud revestidas de

endocarpo submetidas ao armazenamento nas temperaturas de 25, -170 e -196 °C, durante

cinco dias.
FV GL SQ QM F
Temperaturas de Armazenamento (F1) 2 86,33333  43,16667 2.3713™
Teores de Agua (F2) 5 3845,16667 769,03333 42.2460 **
Interacdo F1xF2 10  641,00000 64,10000 3.5213 **
Tratamentos 17 4572,50000 268,97059 14.7756 **
Residuo 54 983,00000 18,20370
Total 71  5555,50000

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)

™ ndo significativo (p >= 0,05)

Tabela A.IV.S - Andlise de varidncia do vigor (comprimento de plantula) originadas de

sementes de jud revestidas de endocarpo submetidas ao armazenamento nas temperaturas de

25, -170 e -196 °C, durante cinco dias.

FV GL SQ QM F
Temperaturas de Armazenamento (F1) 2 176,33334 88,16667 23,8269 **
Teores de Agua (F2) 5 97,07719 19,41544 5,2470 **

10 80,81761 8,08176  2,1841 *
17 354,22814 20,83695 5,6311 **

Interacdo F1xF2

Tratamentos
Residuo 54 199,81650 3,70031
Total 71 554,04464

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
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Tabela A.IV.6 - Andlise de varidncia do vigor (matéria seca de plantulas) originadas de

sementes de jud revestidas de endocarpo submetidas ao armazenamento nas temperaturas de

25, -170 e -196 °C, durante cinco dias.

FV GL SQ QM F
Temperaturas de Armazenamento (F1) 2 0,12701 0,06351 2,0171™
Teores de Agua (F2) 5 5772169 1,14434 36,3474 **
Interacao F1xF2 10 0,94700 0,09470 3,0079 **
Tratamentos 17 6,79570 0,39975 12,6971 **
Residuo 54 1,70010 0,03148
Total 71  8,49580

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)

™ ndo significativo (p >= 0,05)
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PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE ROMA E JUA

APENDICE A.V
(Dados referentes a analise de variancia: armazenamento criogénico de sementes de

roma e sementes de jua revestidas de endocarpo)
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Tabela A.V.1 - Andlise de variancia da germinacdo de sementes de romd submetidas ao
armazenamento criogénico nas temperaturas de -170 e -196 °C, durante 0, 30, 60 e 90 dias.
FV GL SQ oM F
Periodos de Armazenamento (F1) 3 8275,00 2758,33 355,9140%**
Temperaturas de Armazenamento (F2) 1 112,50 112,50 14,5161*%*

Interagdo F1xF2 3 64,50 21,50 2,7742™
Tratamentos 7 8452,00 1207,43 155,7972%%*
Residuo 24 186,00 7,75
Total 31 8638,00

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)

™ ndo significativo (p >= 0,05)

Tabela A.V.2 - Andlise de varidncia do vigor (comprimento de plantula) originadas de
sementes de roma submetidas a0 armazenamento criogénico nas temperaturas de -170 e -196
°C, durante 0, 30, 60 e 90 dias.
FV GL SQ oM F
Periodos de Armazenamento (F1) 3 14,4908 4,8603 5,0621**
Temperaturas de Armazenamento (F2) 1 4,0898 4,0898 4,2861*

Interagdo F1xF2 32,8688 09563 1,0022™
Tratamentos 7 21,4494 3,0642 3,2113*
Residuo 24 22,9009 0,9542
Total 31 44,3503

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)

™ ndo significativo (p >= 0,05)

Tabela A.V.3 - Analise de variancia do vigor (matéria seca) originadas de sementes roma
submetidas a0 armazenamento criogé€nico nas temperaturas de -170 e -196 °C, durante 0, 30,

60 e 90 dias.

FV GL SQ QM F
Periodos de Armazenamento (F1) 32,3048 0,7683 206,2523**
Temperaturas de Armazenamento (F2) 10,0089 0,0089  2,4013™
Interacdo F1xF2 30,0074 0,0025 0,6595™
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Tratamentos 72,3211 0,3316 89,0195%*
Residuo 24 0,0894 0,0037
Total 31 2,4105

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)

™ ndo significativo (p >= 0,05)

Tabela A.V.4 - Andlise de varidncia da germinagdo de sementes de jud revestidas de

endocarpo submetidas ao armazenamento criogénico nas temperaturas -170 e -196 °C, durante

0, 30, 60 e 90 dias.

FV GL SQ QM F
Periodos de Armazenamento (F1) 3 450,00 150,00 4,8913%**
Temperaturas de Armazenamento (F2) 1 8,00 8,00 0,2609™

Interacdo F1xF2 3 4,00 1,33 0,0435%*
Tratamentos 7 462,00 66,00 2,1522"™
Residuo 24 462,00 30,67
Total 31 1198,00

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)

™ ndo significativo (p >= 0,05)

Tabela A.V.S - Andlise de varidncia do vigor (comprimento de plantula) originadas de
sementes de jud revestidas de endocarpo submetidas ao armazenamento criogénico nas
temperaturas de -170 e -196 °C, durante 0, 30, 60 e 90 dias.
FV GL SQ QM F
Periodos de Armazenamento (F1) 3 12,3978 4,1326 1,1717™
Temperaturas de Armazenamento (F2) 1 2,9282  2,9282 0,8302™

Interacdo F1xF2 3 12,9613  4,3204 1,2249™
Tratamentos 7 28,2873 14,0411 1,1457™
Residuo 24 84,6494 3,5271
Total 31 112,9368

™ ndo significativo (p >= 0,05)
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Tabela A.V.6 - Andlise de variancia do vigor (matéria seca) originadas de sementes de jud

revestidas de endocarpo submetidas ao armazenamento criogénico nas temperaturas de -170 e

-196 °C, durante 0, 30, 60 e 90 dias.

FV GL SQ oM F
Periodos de Armazenamento (F1) 30,8317 0,2772 5,1338%**
Temperaturas de Armazenamento (F2) 10,0359 0,0359 0,6665"
Interacdo F1xF2 30,0088 0,0029 0,0546*
Tratamentos 7 0,8765 0,1252 2,3188™
Residuo 24 1,2960 0,0540
Total 31 2,1725

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)

™ nio significativo (p >= 0,05)
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