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CAPITULO I

QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES DE SEMPRE-
VIVA Syngonanthus spp SUBMETIDAS A
CRIOCONSERVACAO



RESUMO

DANIELA, D.M. Qualidade fisiolégica de sementes de sempre-viva Syngonanthus spp
submetidas a crioconservacao 2009. 52p. Trabalho de Conclusio de Curso (P6s-Graduagio
Strictu Senso em Produgdo Vegetal). Instituto de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal dos
Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, 2009.

As sempre-vivas (Syngonathus spp) espécie pertencente a familia Eriocaulaceae, possui
grande interesse comercial e recentemente medicinal para a populagio da sua area de
ocorréncia. Com a inclusio de algumas espécies desse género na lista de espécies ameacadas
de extingdo torna-se necessdrias medidas que garantam a conservagdo da espécie seja in sifu
ou ex situ. Diante disso, a crioconservacdo de sementes € uma alternativa economicamente
vidvel e que exige um protocolo para cada espécie. Dessa forma, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a qualidade fisiol6gica de sementes de sempre-viva em relacdo ao efeito
do descongelamento apds imersdo em nitrogénio liquido e a influéncia dos diferentes locais e
periodos de armazenamento. A pesquisa foi dividida em duas partes. A primeira parte
consistiu em avaliar o efeito do descongelamento em quatro ambientes (freezer,
ambiente,banho-maria e microondas) sobre o comportamento fisioldgico das sementes de
sempre-viva Syngonanthus elegans e Syngonanhus arthrotrichus. Os tratamentos foram
dispostos em com delineamento inteiramente casualizado e os dados foram submetidos a
andlise de varidncia, com as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Pelos resultados constatou-se que ambas as espécies podem ser
crioconservadas. Para as Syngonanthus elegans nao houve diferenca estatistica entre os
tratamentos e para a Syngonanthus arthrotrichus o descongelamento em microondas e a
temperatura ambiente proporcionaram os melhores resultados. A segunda parte consistiu em
avaliar os locais de armazenamento (nitrogénio liquido, geladeira e ambiente) durante quatro
periodos (0, 40, 80 e 120 dias) através dos testes de vigor (teste de primeira contagem da
germinagdo e indice de velocidade de germinacdo), germinacdo, matéria fresca, matéria seca e
comprimento de plantulas. Os tratamentos foram dispostos em arranjo fatorial (3X4), com
delineamento inteiramente casualizado e os dados foram submetidos a andlise de variincia,
com as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Pelos
resultados constatou-se que esta espécie pode ser crioconservada com sucesso e que todos os
métodos de descongelamento em temperatura ambiente e em microondas consistiram na
melhor alternativa. O armazenamento em geladeira apresentou os melhores resultados para as
sementes analisadas.  Para todos os pardmetros avaliados todos os periodos de
armazenamento foram eficientes para as sementes de S. elegans. As sementes de
Syngonanthus arthrotrichus mantiveram a qualidade fisiolégica quando armazenadas em
geladeira.

Palavras-chave: vigor, germinacdo, embalagem, temperatura, luz.



ABSTRACT

DANIELA, D.M. Physiological quality of seeds of esempre-viva Syngonanthus spp.
cryoconservation before. 2009. 52p. Trabalho de Conclusdo de Curso (Pés-Graduagio
Strictu Senso em Produgdo Vegetal). Instituto de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal dos
Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, 2009.

The Sempre-viva (Syngonathus spp.) Species belonging to the family Eriocaulaceae, has great
commercial interest for medical and recently the people of their area of occurrence. With the
inclusion of some species of this genus in the list of endangered species it is necessary
measures to ensure the conservation of the species is in situ or ex situ. Thus, the
cryoconservation seed is a viable alternative and requires a protocol for each species. Thus,
the purpose of this study was to evaluate the physiological quality of seeds of sempre-viva on
the effect of thawing after immersion in liquid nitrogen and the influence of different places
and periods of storage. The research was divided into two parts. The first part was to assess
the effect of thawing in three environments (freezer, environment and water bath) on the
physiological behavior of seeds of sempre-viva Syngonanthus elegans and the effect of the
period (0, 40, 80 and 120 days) under the local storage (liquid nitrogen, refrigerator and
environment), through tests of force test (first count of the germination rate and speed of
germination), germination, green mass, dry weight and length of seedlings. Treatments were
arranged in a factorial arrangement, with a randomized design and data were submitted to
analysis of variance, compared with the averages among themselves by Tukey test at 5%
probability. By the results it was found that this species can be successfully criokept and that
all methods of thawing studied in this work, may be used. The research was divided into two
parts. The second part was to assess the effect of thawing in three environments (freezer,
environment and water bath) on the physiological behavior of seeds of sempre-viva
Syngonanthus arthrotricus and the end of the period (0, 40, 80 and 120 days) under the local
storage (liquid nitrogen, refrigerator and environment), through tests of force test (first count
of the germination rate and speed of germination), germination, green mass, dry weight and
length of seedlings. Treatments were arranged in a factorial arrangement, with a randomized
design and data were submitted to analysis of variance, compared with the averages among
themselves by Tukey test at 5% probability. By the results it was found that this species can
be successfully criokept, and all the methods of thawing at room temperature and microwave
were in the best alternative. The store in freezer showed the best results for seeds analyzed .

Keywords: force, germination, packaging, temperature, light



1. INTRODUCAO GERAL

O Cerrado € a segunda maior formacgdo vegetal brasileira com uma &rea original de
dois milhdes de hectares. Estima-se que 10 mil espécies de vegetais, 837 espécies de aves e
161 espécies de mamiferos vivem no Cerrado (PORTAL BRASIL, 2007). Sua formacéo
divide-se em seis fitofisionomias: cerradido, campo limpo, campo sujo, matas ciliares, veredas
€ campo rupestre.

A vegetagdo denominada Campos Rupestres caracteriza-se por ocorrer em topos de
Serras e Chapadas de altitudes superiores a 900 metros com afloramentos rochosos onde
predominam ervas e arbustos. Esse ambiente apresenta topografia acidentada e grandes blocos
de rocha com pouco solo, geralmente raso, acido e pobre em nutrientes organicos. Nao ha
formacdo de lengol fredtico e as plantas promovem adaptacdes para se desenvolverem neste
ambiente seco. Em Minas Gerais, os Campos rupestres ocorrem principalmente na Serra do
Espinhaco.

A Serra do Espinhaco compreende uma cordilheira com 1200 km de extensdo que
reparte diferentes segmentos do estado de Minas Gerais e Bahia, abrangendo varias dezenas
de municipios, dentre eles o de Diamantina (SILVA et al., 2005). Uma das caracteristicas
mais marcantes da Serra do Espinhaco € o seu relevo protuberante e rugoso, ressaltando uma
paisagem dominada por rochas nuas, expostas e entremeadas por campos rupestres e faixas
estreitas de matas densas, que compdem em geral matas ciliares, ou ocupando faixas de solos
especificos (ABREU et al., 2005).

Os campos rupestres possuem alta biodiversidade com diversos tipos de liquens,
orquideas e sempre-vivas, além de outras espécies de grande valor ornamental. O género
Syngonanthus, ao qual estdo inseridas as sempre-vivas, pertence a familia Eriocaulaceae,
tipica desse ambiente.

Eriocaulaceae é uma familia de plantas floriferas pertencente a Ordem Poales. As
espécies do género sdo amplamente distribuidas, principalmente nas regides tropicais da
América do Sul. Poucas s@o encontradas nas regides temperadas. A maioria sdo plantas
herbiceas perenes, sendo algumas anuais. Além disso, assemelham-se com as plantas das
familias Cyperaceae, Juncaceae e como elas sdo polinizadas pelo vento.

Um dos géneros amplamente explorados comercialmente é o Syngonanthus,
popularmente conhecido como sempre-vivas. Sua inflorescéncia capituliforme caracteriza-se

como sendo de alta durabilidade apds a colheita. Por isso, as sempre-vivas sd@o muito



utilizadas no artesanato para confec¢do de arranjos e buqués florais. O mercado §é
diversificado, sendo que as sempre-vivas sdo comercializadas ndo somente no Brasil, mas
também em paises como Estados Unidos, Japdo, Canada e Itilia.

A forte press@o econdmica exercida sobre as espécies de sempre-viva, faz com que 0s
coletores necessitem de grande quantidade de material. Para tal, as inflorescéncias das plantas
sdo removidas de forma predatdria quando, muitas vezes, as raizes sdo removidas juntamente
com os escapos. Outro fato importante é que as flores sdo retiradas antes da formacdo das
sementes e muitas vezes ndo € deixado um niimero minimo de individuos que possa garantir o
recrutamento e assim, impedir a diminui¢do da populagéo.

O avanco da agricultura, pecudria e a pressdo imobilidria nas fitofisionomias do
Cerrado sdo outros fatores que fazem com que o habitat dessas espécies endémicas diminua
drasticamente. Hoje, algumas espécies de sempre-viva ja se encontram na lista de “espécies
ameacadas de extingdo”. Segundo a Instrucdo Normativa de Setembro de 2008, as espécies
ameacadas de extin¢do sdo aquelas com alto risco de desaparecimento na natureza em futuro
préximo, assim reconhecidas pelo Ministério do meio ambiente, com documentacio cientifica
disponivel.

Em seu pardgrafo unico, a Instrucio Normativa de Setembro de 2008 determina: “As
espécies constantes do anexo I a esta Instru¢do Normativa sdo prioritarias para efeito de
concessdo de apoio financeiro a conservagdo pelo Governo Federal e deverdo receber atencio
especial no contexto da expansao e gestdo do Sistema Nacional de Unidades de Conservagao -
SNUC, inclusive nos planos de manejo de conservag¢do, bem como nos planos de conservacio
ex situ conduzidos no dmbito dos jardins botanicos e bancos de germoplasma brasileiros”.

Existe atualmente um grande interesse no estudo sobre as estratégias de vida das
sempre-vivas, abordando a capacidade de propagacdo vegetativa e/ou de produgdo de
sementes (REIS et al., 2007). No entanto, ainda sdo incipientes os estudos sobre essas
espécies.

Diante da importincia econdmica, social e ambiental dessa espécie, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a qualidade fisioldgica das sementes submetidas a

crioconservagdo e o armazenamento em diferentes periodos e ambientes.



2. REVISAO

2.1. A espécie

Sempre-viva é a denominacdo de diversas plantas da familia Eriocaulaceae, nativas
dos campos rupestres do centro-oeste brasileiro. Possui cerca de 1.200 espécies agrupadas,
onde se desenvolve junto com Poaceae, Cyperaceae e Xyridaceae (GIULIETTI &
HENSOLD, 1990). Pertence ao género Syngonanthus, tipico desse ambiente. O género
Syngonanthus apresenta adaptagdes ambientais xeromorficas, tais como: células epidérmicas
com paredes espessas, presenga de hipoderme, presenga de parénquima aqiiifero e mesofilo
compacto (SCATENA et al., 2004).

Virias espécies das Eriocauldceas s@o economicamente importantes para a populacio
de Campos Rupestres, principalmente nos Estados de Minas Gerais (MG), Bahia (BA) e
Goias (GO) (BATISTA, 2003). Segundo Teixeira (1987), as plantas sdo caracterizadas pela
presenca de rosetas na parte basal; do centro, partem um ou mais escapos. Portanto, as
inflorescéncias sdo geralmente densas e envolvidas por bricteas bem desenvolvidas e
vistosas.

Algumas espécies de sempre-vivas sdo usadas para fins de decoragdo, sendo para isso
utilizado seus capitulos e escapos. Dentre as espécies exploradas comercialmente, destaca-se a
Syngonanthus arthrotrichus e Syngonanthus elegans (Bong.) Ruhland, conhecida
popularmente como sempre-viva mini-saia e sempre-viva pé-de-ouro, respectivamente.

Segundo Giulietti & Hensold (1990), a sempre-viva mini-saia e a sempre-viva pé-de-
ouro, taxonalmente, sdo caracterizadas pela presenca de pétalas unidas na por¢do mediana das
flores pistiladas, auséncia de bricteas florais e antenas bitecas tetraesporangiadas.

Syngonanthus elegans, popularmente conhecida como sempre-viva pé-de-ouro é
caracteristica da fitofisionomia denominada Campos Rupestres. Bedé (2002), ao estudar a
fenologia de S. elegans observou que o inicio da producéo dos escapos ocorre em janeiro e a
antese dos capitulos em marco. Capitulos, ainda em botdo, nesse periodo permanecem
fechados. O poélen é produzido somente em margo e inicio de abril. Relatou, ainda, que a
coloracdo amarela dos escapos coincide com a formacdo das sementes (abril/maio). A partir
de junho, no periodo seco, ocorre a dispersdo da semente. Em andlises realizadas no

laboratério de sementes da UFVIM, verificou-se uma média de 55 sementes por capitulo.



A comercializacdo das espécies de sempre-viva constitui uma importante fonte de
renda para as familias da regido de Diamantina, MG. No centro histdrico da cidade, diversas
lojas comercializam intimeros tipos de arranjos florais e buqués, além da tradicional feira de
artesanato e produtos agricolas que ocorre, todos os sabados, no Mercado. A alta durabilidade
e beleza do artesanato conquistaram o mercado nacional e internacional.

No entanto, sua extracdo é feita de forma predatdria, onde as inflorescéncias sdo
removidas antes que a produg@o das sementes ocorra. Além disso, no momento da coleta, a
planta, muitas vezes, € retirada do solo com sua parte radicular. Esses fatores, somado a perda
de habitat, fazem com que as sempre-vivas estejam na lista de espécies ameacadas de
extingdo.

Segundo Batista (2003), ao estudar compostos quimicos da sempre-viva mini-saia (S.
artthrotrichus), concluiu que a espécie pode ser utilizada para prevengdo de ulceras géstricas.
A autora relata que as substancias ativas sdo capazes de garantir protecio a mucosa gastrica
contra os agentes indutores da tlcera. A pesquisa teve o objetivo de isolar substincias ativas
que possam gerar medicamentos nacionais eficazes e seguros que atuem na prevenciao ao

desenvolvimento de ulceras.

2.2. Qualidade fisiologica

Popinigis (1985), citado por Pedroso et al. (2008), definiram a qualidade fisiologica da
semente como sendo sua capacidade para desenvolver fungdes vitais, abrangendo germinacio,
vigor e longevidade. Estes mesmos autores afirmam, ainda, que a qualidade da semente € o
somatorio de atributos genéticos, fisicos, fisioldgicos e sanitdrios que afetam a sua capacidade
de originar plantas de alta produtividade.

A germinagdo é um dos indicativos da qualidade fisiolégica de sementes,
representando todo o potencial de um lote para fins de semeadura (ALBUQUERQUE e
GUIMARAES, 2007). A Regra de Andlise de Sementes (BRASIL, 1992) padroniza os testes
de germinacdo e vigor para a maioria das espécies agricolas e florestais com interesse
comercial. No entanto, ainda sio incipientes pesquisas com espécies nativas.

A germinacdo € influenciada por uma serie de fatores como temperatura, umidade,
temperatura, luz e oxigénio (POPINIGIS, 1977; CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).
Portanto, a auséncia ou deficiéncia de qualquer um dos fatores pode prejudicar o processo de

germinacao.



Os testes de vigor visam simular as condi¢gdes 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 avangos da deterioracdo das sementes, permitindo diferenciar lotes de poder
germinativo semelhantes (MENDONCA et al, 2008). Dentre os diversos testes de vigor,
podemos citar a primeira contagem do teste de germinagdo, indice de velocidade de
germinacdo, envelhecimento acelerado, emergéncia em areia, condutividade elétrica e o teste
de tetrazolio.

Filho & Kikuti (2006) verificaram a relacdo entre os resultados dos testes de
germinagdo e vigor, obtidos em laboratério e o desenvolvimento e produgdo de plantas.
Concluiram que o vigor das semntes se relacionou com o desenvolvimento inicial das plantas,
mas nas se manifestaram na produgao final.

Tozzo & Peske (2008) realizaram testes de germinagdo e trés testes de vigor:
tetrazolio, envelhecimento acelerado e primeira contagem para sementes de soja. Neste
trabalho concluiram que as sementes comerciais, produzidas de acordo com as regras técnicas
de producio de sementes, apresentaram qualidade fisioldgica superior aos graos.

Diversos trabalhos t€ém sido conduzidos para avaliar o vigor das sementes utilizando o
teste de primeira contagem da germinagdo e o indice de velocidade de germinacdo ou
emergéncia, para avaliarem a qualidade fisiolégica das sementes como, por exemplo,
Valadares & Paula (2008) ao testar temperaturas para germinacdo de Poecilanthe parviflora,
Berbert et al. (2008) com sementes de mamao secadas e armazenadas, Biruel et al. (2007)
pau-ferro, Souza et al. (2004) ao estudar a influéncia de colheita na qualidade de sementes de
algoddo, Fessel et al. (2003) ao avaliar o efeito do tratamento quimico sobre a conservagéo de
sementes de milho.

Freitas & Nascimento (2006) ressaltam a importancia da aplicacdo dos testes de
germinacao e vigor na afericdo da qualidade das sementes visando uma maior produtividade.
Contudo, os testes de vigor constituem importantes ferramentas de uso cada vez mais

rotineiro para a determinagdo do potencial fisiologico de lotes de sementes (ABDO et al.,

2005).



2.3. Armazenamento

Com o aumento da erosio da diversidade genética das plantas nativas ou até mesmo a
extingdo de algumas espécies devido as atividades antrOpicas sobre habitat natural de
numerosas espécies de plantas e animas, torna-se necessario estratégias de conservagao in situ
e, muitas vezes ex situ.

A conservagao in situ, refere-se & manuten¢do das espécies em seu ambiente natural
como Parques, Reservas ecoldgicas e Reservas Bioldgicas. J4 a conservagdo ex situ, refere-se
a conservacdo das espécies vegetais fora do seu habitat natural, através de colecdes de plantas
no campo, colecdes de plantulas in vitro ou sementes em bancos de germoplasma. Neste caso,
armazenam-se as sementes a fim de manter a qualidade fisiol6gica desse material por um
maior periodo possivel.

O armazenamento de sementes constitui uma das etapas fundamentais para
manutencdo da qualidade fisiolégica. Apdés o ponto de maturidade fisiologica (MF), as
sementes comecam um processo continuo de deterioracdo, onde se observa perdas no vigor e
germinacdo das mesmas.

Entre as principais varidveis que influenciam a qualidade fisioldgica das sementes no
armazenamento pode-se citar a temperatura e a umidade. A baixa temperatura diminui os
processos metabodlicos que necessitam de energia térmica para ocorrer; e a baixa umidade,
além de diminuir o metabolismo, evita a acdo de patdgenos, principalmente a acdo dos
fungos. Portanto, para a manutencdo da qualidade fisiologica das sementes, deve-se
armazend-las em condicdes de temperatura e umidade adequadas para que os processos de
deterioragdo sejam minimizados.

Nunes et al. (2008), verificaram efeito positivo no armazenamento de sementes de
Syngonanthus elegans (BONG) RUHLAND. Neste trabalho, as sementes armazenadas por
quatro, oito e doze meses tiveram maiores valores no vigor € germinagdo se comparado a
testemunha. Segundo os mesmos autores, este resultado se deve, provavelmente, a maturidade
das sementes durante o armazenamento ou a retirada de algum inibidor germinativo.

Contudo, com o intuito de garantir a qualidade fisioldgica, o acondicionamento das
sementes deve ser realizado em ambientes proprios que reduzam a atividade metabdlica.
Como esta é regulada, basicamente, pela temperatura e umidade, todas as formas de
armazenamento devem basear-se na diminui¢do da temperatura e umidade.

A manutencdo da viabilidade das sementes por meio do armazenamento, em

condi¢des de ambiente controlado, vem sendo uma das importantes linhas de pesquisa para



sementes de baixa longevidade, pois, as espécies se comportam diferentemente quanto as
condicdes de armazenamento, requerendo estudos especificos (KANO et al., 1978).

Virios trabalhos t€m sido desenvolvidos com o objetivo de avaliar a melhor forma de
armazenamento para cada espécie. Bilia er al. (1994), testaram diferentes condigcdes de
armazenamento de sementes de milho hibrido e concluiu que a camara seca (ambiente em que
se controla a temperatura e umidade) foi mais eficiente em manter a viabilidade quando
comparado com a cimara fria e o armazenamento em condi¢des ambientais. Catunda et al.
(2003), estudaram o teor de 4gua, embalagem e as condi¢des de armazenamento na qualidade
de sementes de maracuja amarelo. Neste trabalho, o ambiente de refrigerador, com
temperatura e umidade relativa do ar controladas (4 °C e 60% UR), foi o mais apropriado para
a preservacdo da viabilidade das sementes independentemente do tipo de embalagem.
Resultado semelhante encontrou Pardo-Alvarez & Ferreira (2006) ao constatarem que a
conservagio de sementes de orquideas foi favorecida em temperatura amena (5°C a — 18°C).

A temperatura afeta as reagdes bioquimicas que determinam o processo germinativo.
As sementes possuem capacidade germinativa em limites bem definidos de temperatura,
variando de espécie para espécie, de acordo com a localizagdo geogréfica.

A temperatura 6tima é aquela em que hd maior germinagdo em menor tempo. Segundo
Oliveira & Garcia (2005), a temperatura de 25°C pode ser considerada 6tima para germinagao
de S. elegantulus e a de 30°C para S. elegans e S. venustus.

Ha espécies que germinam melhor quando expostas a temperatura alternada. A
alternincia de temperatura visa imitar as condi¢des de campo. Segundo Santos & Aguiar
(2000), a temperatura alternada (20-30°C) proporcionou maior germinag@o para as sementes
de Sesbatiana commersoniana aos 14 dias. Valadares & Paula (2008), relataram em seu
trabalho que sementes de coragdo-de-negro (Poecilanthe parviflora (Bentham)), coletadas em
trés diferentes localidades do estado de Sdao Paulo, podem ser germinadas em temperaturas
constantes (25°C ou 30°C) ou a temperatura alternada (20-30°C). Syngonanthus eleganthulus
e Syngonanthus elegans foram tdo efetivas em promover a germinacdo de sementes em
temperaturas alternadas (25-15 e 30-15°C) como a faixa 6tima de temperatura constante (20-
30°C) e a temperatura constante de 35°C (OLIVEIRA & GARCIA, 2005). Neste trabalho, a
ndo temperatura ndo foi o fator preponderante para a germinacdo e sim a presenca de luz.

Outro fator de fundamental importidncia para a conservacdo das sementes no
armazenamento das sementes ¢ a umidade. Roberts (1973), baseando-se na sensibilidade das
sementes ao dessecamento, classificou-as em ortodoxas e recalcitrantes. As ortodoxas podem

ser desidratadas a niveis que variam entre 2% e 5% de umidade sem qualquer dano, com



possibilidade de armazenamento em condi¢des controladas por 100 anos ou mais. Sobrevivem
de forma previsivel e apresenta uma relagdo logaritima negativa entre o grau de umidade e
longevidade. Ao contrario das ortodoxas, as sementes recalcitrantes sdo sementes que ao
serem desidratadas abaixo de graus de umidade relativamente altos (12% a 30%) perdem
vigor; € mesmo armazenadas em condi¢des umidas apresentam longevidade que varia entre
poucas semanas e alguns meses dependendo da espécie. Existem ainda, as sementes ditas
intermedidrias, que toleram desidratagdo a niveis relativamente baixos, mas sdo danificadas
por temperaturas abaixo de zero, quando estdo secas (Ellis et al., 1990).

Quando as sementes chegam a maturagdo fisioldgica apresentam o maior teor de
umidade. Esta sofre mutacdes com conseqiiente queda do vigor. Dessa forma, sementes que
serdo armazenadas devem ser secadas a fim de diminuir a velocidade de deterioragdo, evitar o
ataque de fungos e insetos.

O teor de umidade na semente varia em fun¢do da umidade relativa do ar. Portanto,
existe o armazenamento onde € controlada a umidade relativa do ar como, por exemplo, a
camara seca e a camara seca e fria.

Quando as sementes sdo armazenadas em nitrogénio liquido, o teor de umidade das
sementes € um fator vital para o sucesso do acondicionamento. Segundo Santos (2000), a
dgua contida nas células deve ser removida para evitar injuria causada pela formacdo de gelo
durante o congelamento. A desidratacdo, no entanto, € critica, pois a d4gua tem muitas fungdes
biolégicas nas células dos organismos vivos. Segundo Kramer & Boyer (1995), com a
retirada da dgua, os solutos tornam-se mais concentrados, aumentando a taxa de reacdes
quimicas destrutivas.

No Brasil, ainda sdo incipientes os trabalhos nessa linha de pesquisa. No entanto,
cientistas brasileiros t€ém desenvolvido técnicas eficientes para evitar ou minimizar os danos
causados pelo congelamento da dgua, dentre os quais podemos citar: STONAYOVA (1994),
ROOS & STANWOOD (1981) e STANWOOD (1987).

Meletti et al. (2004), estudaram o comportamento de trés espécies de maracujazeiro
quando crioconservadas. Neste trabalho, relataram que as sementes da espécie que
apresentavam comportamento intermedidrio tiveram melhor sucesso ao serem
crioconservadas, além de apresentarem melhor desenvolvimento no viveiro; o que nao
ocorreu com as sementes das espécies recalcitrantes.

Dessa forma, é de fundamental importincia a identificacio do comportamento de
armazenamento de uma determinada espécie uma vez que, somente as sementes ortodoxas

podem ser conservadas em longo prazo nos bancos de germoplasma.



2.4. Crioconservac¢ao

A crioconservacdo de sementes tem se revelado uma importante técnica para
manuten¢do da qualidade fisiolégica de semente e material vegetal armazenado.

Essa técnica consiste na conservacdo do material em nitrogénio liquido a temperatura
de aproximadamente -196 °C na sua forma liquida e -170 °C na sua forma de vapor. Nessas
temperaturas, os processos metabolicos que necessitam de energia térmica praticamente sao
paralisados, fazendo com que a deterioracdo do material ocorra de forma muito lenta e o
armazenamento pode ser por um longo periodo.

Intimeros trabalhos tém sido realizados com o intuito de verificar a tolerancia do
material a crioconservagdo. Isso porque, os Unicos estados fisicos existentes em temperaturas
abaixo de -130 °C ¢ o cristalino e o vitreo. No estado cristalino, sdo formados cristais de gelo
que podem danificar a membrana celular. Portanto, para que a crioconservagdo seja bem
sucedida, € necessdrio que o material seja desidratado para a obtencdo do estado vitreo, onde a
dgua se encontra em altissima viscosidade, com as propriedades mecénicas de um sélido. No
entanto, neste estado ndo ha formagfo de uma estrutura cristalina que possa danificar a
estrutura celular.

A possibilidade de crioconservacdo de células e tecidos de plantas que possuem
sementes recalcitrantes e o baixo custo de manutencdo nesse tipo de armazenamento tem
levado indmeros pesquisadores a criarem protocolos adequados para cada espécie, sendo que
as mais estudadas sdo as que possuem vocacgdo econdmica e as ameacadas de extingdo.

Em um trabalho realizado por Hummer & Reed (2000), citado por Carvalho (2006), o
custo de manutencdo de um acesso de uma frutifera temperada é de aproximadamente 900
dodlares/ano, se mantida a campo, 23 ddlares no armazenamento in vitro sob condi¢des de
crescimento minimo; e de somente um délar quando armazenada em nitrogénio liquido,

Buscando avaliar o sucesso da crioconservagdo, varios pesquisadores tem 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
ameacadas de extingdo no Bioma Caatinga. Em seu trabalho, concluiram que a
crioconservacdo nao s6 foi eficiente como melhorou a qualidade fisioldgica das sementes.

A Crioconservacdo também foi bem sucedida em sementes de pau-ferro (LACERDA
et al., 2002), angico-vermelho (REIS & CUNHA, 1997), Apuléia leiocarpa (SALOMAO,
2002), urucum (CORLETT, 2004) e pdlen de Dendrobium sena Red e D. mini W/RL



(CARVALHO, 2006). Ou seja, diversos protocolos de crioconservacdo ja foram
desenvolvidos para espécies de plantas de propagacdo vegetativa, gramineas, ornamentais,
frutiferas tropicais e temperadas, leguminosas e oleaginosas, medicinais e aromadticas
(SANTOS, 2000). Dessa forma, o armazenamento em nitrogénio liquido oferece, aos
responsdveis pelos bancos de germoplasma, uma alternativa para incrementar as formas de
conservacdo de germoplasma existentes.

Virios sdo os fatores que influenciam a crioconservagdo de sementes, dentre os quais
podemos citar: desidratagdo, congelamento, descongelamento e regeneragdo (Santos, 2000).
Os trés primeiros estdo relacionados a formacgdo de cristais de gelo no meio intracelular e o
ultimo, a regeneragdo, estd relacionada com a recuperacdo do maior niimero possivel de
células vivas.

De acordo com Uemura & Steponkus (1994), a membrana plasmética possui um papel
primordial durante o congelamento e descongelamento das sementes. Ela comporta-se como
uma barreira semi-permedvel permitindo o efluxo/influxo da dgua durante o processo de
congelamento-descongelamento. A membrana celular evita que o gelo extracelular entre no
meio intracelular. Dessa forma, a estabilidade da membrana celular € um importante fator
para o sucesso da crioconservacao.

Molina et al. (2006), ao trabalhar com sementes de cebola crioconservadas verificou
que o método em descongelamento rdpido no microondas apresentou melhor resultado aos
demais: ambiente e banho-maria. Métodos mais rapidos de descongelamento evitam a

formacdo dos cristais de gelo no meio intracelular (SANTOS, 2000).



6. REFERENCIAS

ABDO, M. T. V. N.; PIMENTA, R. S.; PANOBIANCO, M.; VIEIRA, R. D. Testes de vigor
para avaliacdo de sementes de pepino. Revista Brasileira de sementes, Pelotas, v.27, n.1,
2005.

ABREU, P.AA;; FRAGA, L.M.S.; NEVES, S.C. Geologia. In: Serra do Espinhaco
Meridional: paisagens e ambientes. SILVA, A.C.; PEDREIRA, L.C.V.S.F.; ABREU, P.A.A.
(ed.). Belo Horizonte: O Lutador. p. 19-43, 272p. 2005.

ALBUQUERQUE, K.S.; GUIMARAES, R.M. Comportamento fisioldgico de sementes de
Bowdichia virgilioides Kunth. sob diferentes temperaturas e condi¢des de luz. Cerne, Lavras,
v.13, n.1, p.64-70, 2007.

BATISTA, L. M. Atividade antiulcerogénica de extratos e fracoes obtidas dos escapos de
Syngonanthus bisulcatis Rul. e Syngonanthus arthrotrichus Silveira em modelos animais.
2003. 115f. Tese (doutorado em fisiologia) - Universidade Federal de Campinas, Campinas,
2003.

BEDE, L.C., Busca de alternativas para uso sustentado de sempre-vivas na regido de
Diamantina, MG: estudo dos efeitos decorrentes do manejo sobre a dindmica populacional de
Syngonanthus elegans (Eriocaulaceae). In: Relatério Técnico. Instituto de Ciéncias
Biolégicas, UFMG, 2002, 17p.

BILIA, D. A. C.; FANCELLI, A. L.; MARCOS FILHO, J.; MACHADO, J. A
Comportamento de sementes de milho hibrido durante o armazenamento sob condig¢des
varidveis de temperatura e umidade relativa do ar. Revista Scientia Agricola. Piracicaba, SP,
v.51,n. 1, p 153-157, 1994.

BRASIL. Ministério da Agricultura e Reforma Agraria. Regras para analise de sementes.
Brasilia: SNDA/DNDV/CLAV, 1992. 365p.

BERBET, P. A.; CARLESSO, V. O.; SILVA, R. F.; ARAUJO, E.F.; THIEBAUT, J. T. L,;
OLIVEIRA, M. T. R. Qualidade fisioldgica de sementes de mamao em fun¢do da secagem e
do armazenamento. Revista Brasileira de Sementes, Pelotas, v.30, n.1, 2008.

BIRUEL, R. P.; AGUIAR, I. B.; PAULA, R. C. Germinagdo de sementes de pau-ferro
submetidas a diferentes condi¢des de armazenamento, escarificacdo quimica, temperatura e
luz. Revista Brasileira de Sementes, Pelotas, v.29, n.3, 2007.

CARVALHO, V. S. Criopreservacio de sementes e polen de orquideas. 2006. 82f. Tese
(Doutorado em Fitotecnia)- Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, 2006.

CARVALHO, N.M.; NAKAGAWA, J. Sementes: ciéncia, tecnologia e producdo.
Jaboticabal: FUNEP, 2000. 588p.

CATUNDA, P. H. A.; VIEIRA, H.D.; SILVA, R.F.; POSSE, S.C.P. Influéncia do teor de
dgua, da embalagem e das condi¢cdes de armazenamento na qualidade de sementes de
maracuja amarelo. Revista Brasileira de Sementes, Pelotas, v. 25, n.1, 2003.



CORLETT, F. M. F. Qualidade fisiologica de sementes de urucum (Bixa Orellana L.)
armazenadas em diferentes ambientes e embalagens. 2004. 95f. Tese (Doutorado em
Ciéncia e Tecnologia de Sementes)- Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, 2004.

ELLIS, R.H.; HONG, T.D.; ROBERTS, E.H. An intermediate category of seed storage
behavior? 1. Coffee. Journal of Experimental Botany, v. 41, p. 1167-1174, 1990.

FESSEL, S. A.; MENDONCA, E.A.F.; CARVALHO, R. V.; VIEIRA, R. O. Efeito do
tratamento quimico sobre a conservacdo de sementes de milho durante o armazenamento.
Revista Brasileira de Sementes, Pelotas, v. 25, n.1, 2003.

FREITAS, R. A.; NASCIMENTO, W. M.; Teste de envelhecimento acelerado em sementes
de lentilha. Revista Brasileira de Sementes, Pelotas, v. 28, n.3, 2006.

FILHO, J.M. & KIKUTI, A. L. P. Vigor de sementes de rabanente e desempenho de plantas
no campo. Revista Brasileira de Sementes. V. 28, n.3, Pelotas, 2006.

GIULIETTI, A.M. & HENSOLD, N. Padrdes de distribui¢do geogrifica dos géneros de
Eriocaulaceae. Acta botanica Brasilica, v.4, n.1, p.133-159, 1990.

KANO, N.K ; MARQUEZ, F.C.M.; KAGEYAMA, P.Y. Armazenamento de sementes de ipé-
dourado (Tabebuia sp.). Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais (IPEF), Piracicaba,
n.17, p.13-23, 1978.

KRAMER, P. J. BOYER, J. S. Water relations of plants and soils. San Diego, CA,
Academic Press, 1995.

LACERDA, S. N. B.; MATA, M. E. R. M. C.; BRAGA, M. E.; SILVA, F. A. S. Estudo
comparativo da crioconservacio de sementes de pau-ferro (Caesalpinia férrea Mart.) com as
técnicas convencionais de armazenagem. Revista Brasileira de Produtos Agroindustriais,
Campina Grande, v.4, n.1, p. 07-14, 2002.

MELETTI, LM.M.; BARBOSA, W.; VEIGA, R.F.A. Criopreservacdo de sementes de trés
espécies de maracujazeiro. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 18.
Florianépolis, 2004. Anais...

MENDONCA, G. A. F.; AZEVEDO, S. C.; GUIMARAES, S.C. FIGUEIREDO E
ALBUQUERQUE, M. C. Teste de vigor em sementes de algodoeiro herbiaceo. Revista
Brasileira de sementes. Pelotas, v.30, n.3, 2008.

MOLINA, T. F.; TILLMANN, M. A. A.; DODE, L. B.; VIEGAS, J. Crioconservagao em
sementes de cebola. Revista Brasileira de sementes. Pelotas, v. 28, n. 3, p. 72-81, 2006.

NUNES, S. C. P.; NUNES, U. R.; FONSECA, P. G.; GRAZIOTTI, P. H.; PEGO, R. G
Epoca, local de colheita e armazenamento na qualidade fisiolégica de sementes de sempre-
viva (Syngonanhus elegans (Bong.) Ruhland-Eriocaulaceae. Revista Brasileira de Sementes,
Pelotas, v. 30, n.1, 2008.



OLIVEIRA, P. G.; GARCIA, Q. S. Efeitos da luz e da temperatura na germinacdo de
sementes de Syngonanthus elegantulus Ruhland, S. elegans (Bong.) Ruhland e S. venustus
silveira (Eriocaulaceae). Acta Botanica Brasilica. Sdo Paulo, v.19 n. 3, 2005.

PARDO-ALVAREZ, V. & FERREIRA, A. G. Armazenamento de sementes de orquideas.
Revista Brasileira de Sementes, Pelotas, v. 28, n.1, 2006.

PEDROSO, D.C.; MENEZES, V.0O.; MUNIZ, M.F.B.; BELLE, R.; BLUME, E.; GARCIA,
D. C. Qualidade fisioldgica e sanitidria de sementes de Zinnia elegans Jacq. Colhidas em
diferentes épocas. Revista Brasileira de sementes. Pelotas, v. 30, n.3, 2008.

POPINIGIS, F. Fisiologia da semente. Brasilia, AGIPLAN, 1977, 289P.

PORTALBRASIL. O Cerrado Brasileiro. Disponivel em www.portalbrasil.eti.br/cerrado.htm.
Acesso em 14/05/2007.

REIS, A. M. M.; CUNHA, R. Efeito do congelamento sobre a viabilidade de sementes de
Anadenanthera peregrina (L.) SPEG. Com diferentes conteidos de umidade. Revista
Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 32, n. 10, 1997.

REIS, M.; GUTSCHOW-BENTO, L. H. GODINHO, P.S.; CASTELLANI, T. T. Estratégia
reprodutiva de Syngonanthus crysantus (Bong) Rutth (Eriocaulaceae) em baixadas entre
dunas, Parque Municipal das Dunas da Lagoa da Concei¢do, Floriandpolis, SC. In: VIII
CONGRESSO DE ECOLOGIA DO BRASIL, 2007. Caxambu. Anais...

ROBERTS, E. H. Predicting the storage life of seeds. Seed Science and tecnology, v. 1, p.
499-514, 1973.

ROOS, E.E.; STANWOOD, P. C. Effects of low temperature, cooling rate and moisture
content on seed germination of lettuce. Journal of the American Society for Horticultural
Science. Mount Vernon, n. 106, p. 30-34, 1981.

SCATENA, V. L.; VICH, D. V.; PARRA, L. R. Anatomia de escarpos, folhas e bracteas de
Syngonanthus sect. Eulepis (Bong. Ex Koern.) Ruhland (Eriocaulaceae). Acta Botanica
Brasilica, Sao Paulo, v. 18, n. 4, p. 825-837, 2004.

SALOMAO, A. N.; SANTOS, I. R. I.; MINDIM, R. C. Estabelecimento de método para
congelamento e descongelamento de sementes de Apuleia Leiocarpa (Vog.) Macbr.
(Csesalpinaceae). Embrapa. Circular Técnica 19, Brasilia, DF, 2002.

SANTANA, D.G.; RANAL, M.A. Andlise estatistica na germinacao. Brasilia: Editora
Universidade de Brasilia, 2004. 248p.

SANTOS, ILR.I. Crioconservacdo: potencial e perspectivas para a conservacdo de
germoplasma vegetal. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, v. 12, p. 70-84, 2000.

SANTOS, S.R.G.; AGUIAR, LB. Germinacdo de sementes de branquilho (Sebastiania
commersoniana (Baill.) Smith & Downs) em fun¢do do substrato e do regime de temperatura.
Revista brasileira de sementes, Brasilia, v.22, n.1, p.120-126, 2000.



SILVA, A. C. Solos. In: Serra do Espinhaco Meridional: paisagens e ambientes. SILVA,
A.C.; PEDREIRA, L.C.V.S.F.; ABREU, P.A.A. (eds.). Belo Horizonte: O Lutador. 2005,
p.61-77.272 p.

SOUZA, A. A.; BRUNO, R. L. A.; ARAUJO, E.; FILHO, S. M. COSTA, R. F. Influéncia do
horario de colheita na qualidade de sementes de algodoeiro produzidas em trés diferentes
microrregidoes do Estado da Paraiba. Revista Brasileira de Sementes, Pelotas, v. 26, n. 1,
2004.

STANWOOD, P. C. Survival of sesame (Sesamum indicum L.) seed at the temperature of
liquid nitrogen (-196 °C). Crop Science, Madison, V.27, p. 327-331, 1987.

STONAYOVA, S. D. Seed storage for genetic conservation in the Bulgarian Genebank. In:
Proceedings of a joint FAD/IPGRI Wokshop on ex situ germoplasm conservation, E. A.
Frison and M. Bolton, (eds). Rome, out.1994.

TEIXIERA, M. A. Sempre-viva: folclore e verdade. Ciéncia Hoje. P. 14-15, 1987.

TOZZO, G. A. & PESKE, S. T. Morphological characterization of fruits, seeds and seedkings
of Pseudima frutescens (aubl.) radkl. (sapindaceae). Revista Brasileira de Sementes, Pelotas,
v.30, n.2, p. 12-18, 2008.

VALADARES, J. & PAULA, R. C. Temperaturas para germinacdo de sementes de
Poecilanthe parviflora Bentham (Fabaceae). Revista Brasileira de Sementes. Pelotas, v. 30,
n.2, 2008.

UEMURA, M. & STEPONKUS, P. L. A contrast of the plasma membrane lipid composition
of oat and rye leaves in relation to freezing tolerance. Plant Physiology. New York, v. 104, p.
479-496, 1994



CAPITULO II

CRIOCONSERVACAO DE SEMENTES DE SEMPRE-VIVA PE-DE-
OURO Syngonanthus elegans (BONG) RUHLAND E MINI-SAIA
Syngonanthus arthrotrichus



RESUMO

DANIELA, D.M. Crioconservacao de sementes de sempre-viva pé-de-ouro
(Syngonanthus elegans) e mini-saia (Syngonanthus arthrotrichus) 2009. 52p. Trabalho de
Conclusdao de Curso (Pds-Graduagdo Strictu Senso em Producdo Vegetal). Instituto de
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina,
20009.

Sempre-vivas sdo como sdao denominadas diversas plantas da familia Eriocaulaceae, nativas dos
campos rupestres de Minas Gerais e da Bahia (Giulietti & Hensold, 1991). Virias espécies de
sempre-vivas sdo utilizadas para fins de decoracdo, sendo para isso, usados seus capitulos e
escapos. Dentre as espécies exploradas comercialmente, destacam-se a Syngonanthus elegans
(Bong) Ruhland e Syngonanthus arthrotrichus, conhecidas popularmente como sempre-viva pé-
de-ouro e sempre-viva minis-saia, respectivamente e, por tal motivo, ¢ uma das espécies com
maior perigo de extingdo (Mendonga e Lins, 2000). Dos métodos de conservacdo de germoplasma
existentes, a crioconservacdo se apresenta como um dos mais baratos e eficientes. O objetivo
deste trabalho foi testar o comportamento fisiol6gico das sementes de S. elegans e S. arthrotrichus
apés a imersdo em nitrogénio liquido. A pesquisa consistiu em avaliar o efeito do fator
descongelamento sobre o comportamento fisiolégico das sementes de sempre-viva, através dos
testes de vigor (teste de primeira contagem da germinacdo e indice de velocidade de germinagdo),
germinagdo, matéria fresca, matéria seca e comprimento de plantulas. Os tratamentos foram
dispostos em um delineamento inteiramente casualizado e os dados foram submetidos a andlise de
varidncia, com as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Pelos
resultados constatou-se que a crioconservacdo nao afetou a qualidade fisioldgica das sementes de
S. elegans. Para todos os parametros avaliados, ndo houve diferenca entre as formas de
descongelamento. Para a S. arthrotrichus, constatou-se que a crioconservagao também nao afetou
a qualidade fisiolégica das sementes. Os métodos de descongelamento em microondas e
temperatura ambiente foram os que melhor mantiveram a qualidade fisioldgica das sementes.

Palavras-chave: vigor, germinagdo, armazenamento, crioconservagdo, sempre-vivas.



ABSTRACT

DUARTE, D.M. of seeds of evergreen foot-of-gold (Syngonanthus elegans) (Bong)
Ruhland cryoconservation before. 2009. 52p. Trabalho de Conclusio de Curso (Pés-
Graduacio Strictu Senso em Producdo Vegetal). Instituto de Ci€ncias Agrarias, Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, 2009.

Sempre-vivas are as many plants are called the family Eriocaulaceae, native of cave fields of
Minas Gerais and Bahia (Giulietti & Hensold, 1991). Some sempre-viva species are used for
decoration, and for that its chapters and scapes are used. Among the species commercially
exploited, there is a Syngonanthus elegans (Bong) Ruhland, popularly known as evergreen foot-
of-gold and, therefore, is one of the species with greater danger of extinction (Mendonca and Lins,
2000). Methods of conservation of the existing germplasm cryoconservation presents as one of the
cheaper and more efficient. The objective was to test the physiological behavior of seeds of
Syngonanthus elegans after immersion in liquid nitrogen and storage in different environments.
The research was divided into two parts. The first part was to assess the effect of thawing factor
on the physiological behavior of seeds of evergreen, through tests of force test (first count of the
germination rate and speed of germination), germination, green mass, dry matter and length of
seedlings. Treatments were arranged in a factorial arrangement, with a randomized design and
data were submitted to analysis of variance, compared with the averages among themselves by
Tukey test at 5% probability. By the results it was found that the cryoconservation did not affect
the physiological quality of seeds of S. elegans. For all parameters measured, there was no
difference between the best ways of thawing method was thawing in the microwave at 150 W for
two minutes. The second part of the research was to assess the influence of different periods and
places of storage on physiological quality of seeds of S. elegans, through tests of force test (first
count of the germination rate and speed of germination), germination, green mass, dry weight and
length of seedlings. We tested four storage periods (0, 40, 80 and 120 days) in three places
(freezer, environment and liquid nitrogen). Treatments were arranged in a factorial arrangement,
with a randomized design and data were submitted to analysis of variance, compared with the
averages among themselves by Tukey test at 5% probability. By the results it was found that the
cryoconservation did not affect the physiological quality of seeds of S. elegans. For all parameters
evaluated all periods of storage were efficient when compared to storage in the refrigerator.

Keywords: force, germination, storage, cryoconservation without



1. INTRODUCAO

O Brasil possui alta riqueza de espécies vegetais e animais divididos em seis Biomas:
Amazo6nia, Caatinga, Campos Sulinos, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal. Historicamente, o
Bioma mais destruido foi a Mata Atlantica, com cerca de 93% de seu territorio perdido. No
entanto tem se observado um aumento da destrui¢do do Cerrado brasileiro. Isso se deve,
principalmente, pelo avango da fronteira agricola, como é o caso da regido central do pais
onde surgiram imensas plantacdes de soja (AMARAL et al., 2006)

Devido a sua intensa exploracdo, o Cerrado é hoje considerado um “hotspor”, bioma de
grande importancia por sua riqueza, pela necessidade de aprofundar as pesquisas ambientais e
aprimorar o conhecimento na integracdo entre biodiversidade de espécies e atividades
economicas (PORTAL BRASIL, 2007). O Cerrado € dividido em varias fitofisionomias, cada
uma corresponde as variacdes ambientais que tornam o Bioma bastante heterogéneo.

O municipio de Diamantina-MG estd inserido dentro de uma fitofisionomia do Cerrado
denominada campo rupestre, também conhecida como campos de altitude, que ocorre a
altitudes acima de 900 metros. Neste ambiente, a vegetacdo ocorre, geralmente, em solos
rasos, pobres em nutrientes ou na fresta de afloramentos rochosos (BENITS et al., 2003). Pela
dependéncia das condigdes restritivas do solo e do clima peculiar, a flora € tipica, contendo
muitos endemismos e plantas raras. Entre as espécies comuns, hd inimeras caracteristicas
xeromorficas, tais como folhas pequenas, espessadas e com textura de couro (coridceas), além
de folhas com disposi¢do opostas cruzadas, determinando uma coluna quadrangular escamosa
(FERREIRA, 2003).

O género Syngonanthus inclui importantes espécies comercializadas. A durabilidade
elevada de suas inflorescéncias, que pode chegar a 70 anos, fez com que fossem chamadas de
sempre-vivas. A atividade extrativista constitui importante fonte de renda para os moradores
da regido que comecam a coleta, geralmente, nos meses de margo-abril. O artesanato feito
com essas flores é confeccionado e comercializado durante todo o ano. Dentre as vdrias
espécies comercializadas, a sempre-viva pé-de-ouro € uma das mais utilizadas.

Nos ultimos anos, a coleta predatoria e a perda de habitat fizeram com que a sempre-viva
pé-de-ouro fosse incluida na lista de espécies ameacadas de extingdo. Atualmente, inimeros

esfor¢os tém sido realizados para conscientizag@o dos coletores com o intuito de impedir que



a espécie seja dizimada. Alternativas de conservacdo in situ e ex situ tem sido propostas,
como a criacdo do Parque Nacional das Sempre-vivas.

Contudo, ha uma grande caréncia de informacdes cientificas sobre a espécie. Estudos t&ém
sido realizados com o objetivo de identificar a melhor alternativa de conservacio e
armazenamento de sementes. Porém, pouco se sabe sobre as melhores alternativas de
armazenamento. Dessa forma objetivou-se avaliar o comportamento da espécie diante da
crioconservacdo. Técnica ainda pouco utilizada, devido a exigéncia de protocolos especificos

para cada espécie.

3. OBJETIVOS
Avaliar o efeito da crioconservacdo e de diferentes métodos de desconglemento na
germinagdo e vigor (qualidade fisiolégica) de sementes de sempre-viva pé-de-ouro

(Syngonanthus elegans) sempre-viva mini-saia (Syngonanthus arhrotrichus).



4. MATERIAIS E METODOS

Os testes foram conduzidos no Laboratério de Anélise de Sementes, no Campus II da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), em Diamantina/MG,
no periodo de marco/2007 a janeiro/2008. Os escapos foram colhidos no inicio da fase de
dispersdo no entorno do Campus II da UFVIM (18° 9” S. e 43° 22° W, altitude média de
1.296 metros, temperatura média anual de 18,1 °C). Os dados de precipitacio média
pluviométrica, referentes ao periodo de trabalho e as médias de precipitacdo pluviométrica, de
1961 a 1990, foram coletados na Estacao Meteoroldgica de Diamantina (INMET, 2008) e se
encontram na Figura 1. As sementes foram retiradas dos escapos com a ajuda de uma pinga,
separando-se as sementes do material inerte. LLogo apds, as sementes foram submetidas aos
testes de umidade, germinacdo e vigor com o objetivo de se verificar as condicdes da

qualidade fisioldgica antes e apds a crioconservacao.

Instituto Nacional de Meteorologia - INMET

Chuva Acumulada Mensal X Chuva (Normal Climatologica 61-90)
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FIGURALI. Distribuicdo mensal da precipitagdo (2007) e de (1961 a 1990) durante o periodo
de estudo em Diamantina, MG.



As sementes foram avaliadas quanto a melhor forma de descongelamento em meio
criogénico. Para isso, foram primeiramente resfriadas em geladeira & -30°C por um periodo
de trés horas. Em seguida foram levadas ao cilindro criogénico e conservadas por uma hora
a -196°C. Apos esse periodo foram adotados os seguintes procedimentos de descongelamento:

1) descongelamento gradativo em freezer a -30°C por 3 horas e logo apds, a temperatura
ambiente por 3 horas.

2) descongelamento a temperatura ambiente de 25°C + 3°C por 3 horas.

3) descongelamento por imersdo em dgua a 37°C (banho-maria) por cinco minutos.

4) descongelamento em microondas a 150 W por dois minutos.

As sementes oriundas desses tratamentos e as testemunha foram submetidas aos seguintes

testes de umidade, germinagéo e vigor.

4.1. Porcentagem de Umidade

Para a determinagdo da umidade utilizou-se o método padrao da estufa a 105 + 3° C
por 24 horas, onde para cada amostra média foram separadas duas subamostras,
acondicionadas em recipientes metdlicos e colocadas em estufa. Apds esse periodo, foram
retirados da estufa, tampados rapidamente e pesados em balanca analitica com precisdo de
0,0001. A porcentagem de umidade foi calculada com base na diferenga entre o peso umido e
seco, aplicando-se a férmula proposta pelas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL,

1992) e o resultado final expresso pela média aritmética em porcentagens das subamostras.

4.2. Germinacao

4.2.1. Teste de germinaciao

O teste de germinacdo foi conduzido em placas de petri, sobre papel germitest
umedecido com solug@o de cloranfenicol 1 ml/L de dgua destilada, com peso equivalente a
duas vezes o peso do papel seco (BRASIL, 1992) e as placas foram envolvidas em saco de
polietileno para se evitar a perda de 4dgua para o meio externo. Foram utilizadas quatro
repeticdes de 50 sementes cada, totalizando 200 sementes em cada tratamento. As contagens
das plantulas foram feitas no 20° dia para o vigor (primeira contagem) e ao 40° dia (contagem

final do teste de germina¢do), com o monitoramento didrio da quantidade ideal de 4gua e a



presenca de patogenos que pudessem danificar as sementes. Foi registrada a porcentagem de
plantulas normais e a emergéncia dos primérdios foliares, numa extensdo superior a 1 cm,
como critério usado para germinacio (FERREIRA et al., 2001).

Foram realizados testes de germinacdo em camara germinacio tipo B.O.D., com luz

artificial no interior da camara (30 pmol m?s'de iluminéncia), sob a temperatura de 27°C.

4.3 Testes de vigor

3.3.1 Primeira contagem de germinacio

Para a execucao deste teste foram utilizados os dados do teste de germinagdo, com a
contagem das plantulas normais realizadas no 20° (vigésimo) dia apds a implantagdo do teste

de geminacdo nas placas de Petri.

4.3.2. Indice de velocidade de germinagio

Este teste foi instalado juntamente com o teste de germinagdo e as avaliacdes das
plantulas normais realizadas diariamente, a partir da emergéncia das radiculas acima de 1 cm
das sementes. Tais plantulas foram computadas e o indice de velocidade de germinacdo (IVG)

foi calculado através da formula proposta por Maguire, 1962.

IVG = (G /Ny) + (G2 / Np) +...+ (G, / Ny), onde:

G; = numero de sementes germinadas na primeira contagem
N; = ndmero de dias decorridos até a primeira contagem

G, = nimero de sementes germinadas na segunda contagem
N, = nidmero de dias decorridos até a segunda contagem

n = dltima contagem



4.4. Comprimento de plantulas

A avaliagio foi realizada ao final do teste de germinag@o nas plantulas normais, aos
quarenta dias. Mediu-se o comprimento das plantulas normais e obteve-se o valor médio,

expresso em centimetros (NAKAGAWA, 1999).

4.5. Matéria Fresca de plantula

Realizada juntamente com o comprimento de plantulas, consistiu na pesagem em
balanga analitica de precisdo de 0,0001 g com quatro repeti¢des por tratamento. Diante dos

resultados, obteve-se o valor médio expressos em mg/plantula (NAKAGAWA, 1999).

4.6. Matéria seca de plantula

Realizado juntamente com o teste de comprimento de plantulas consistiu da secagem
das quatro repeticoes do teste de matéria fresca em estufa a 70°C por 24 horas. Em seguida, as
plantulas foram pesadas em balanga analitica de precisdo de 0,0001g e o valor obtido pela

média das repeti¢des e expressos em mg/plantula (NAKAGAWA, 1999).
4.7. Delineamento estatistico

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes sendo
testadas quatro formas de descongelamento: freezer, microondas, banho-maria e temperatura
ambiente. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados em porcentagem foram transformados

em arco-seno+ % /100, conforme sugerido por Santana e Ranal (2004). O programa
estatistico utilizado foi o software SISVAR ® (FERREIRA, 2003).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Syngonanthus elegans

A porcentagem média da umidade inicial das sementes de sempre-viva pé-de-ouro
(Syngonanthus elegans) foi de 10,4%. Consideraram-se sementes germinadas aquelas que

apresentavam emissao dos primoérdios foliares visiveis a lupa (FIGURA 1).
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FIGURA 2. Sementes de Syngonanthus elegans aos 40 dias apds o inicio do teste de
germinacao.

As sementes apresentaram germinagdo inicial de 38%. Oliveira & Garcia (2005), ao
testar a influencia da temperatura e luz na germinacdo das sementes, de Syngonanhtus
elegans, encontrou 75% de germinacdo a 25 °C.A baixa porcentagem de germinacao
encontrada se deve, possivelmente, a algum inibidor germinativo ou a imaturidade da
sementes. NUNES et al. (2008) estudaram a germinacdo em diferentes locais e épocas de
coleta e constataram que as sementes de Syngonanthus elegans apresentaram um aumento da
germinagdo, apresentando os maiores valores (35%) quando coletadas no més de outubro.

Para os testes em nitrogénio liquido, os resultados da andlise estatistica evidenciaram
efeito ndo significativo para os testes de germinacdo, primeira contagem da germinacio
(IVG), indice de velocidade de germinacdo (IVG), matéria fresca, matéria seca e
comprimento de plantulas (Tabela 1). Ou seja, as sementes de Syngonanthus elegans

crioconservadas ndo diferiram a testemunha em todos os pardmetros analisados.

STANWOOD & SOWA (1995) encontraram resultados semelhantes.



Tabela 1. Resultados médios dos testes de germinagdo (G), primeira contagem da germinacao
(V), indice de velocidade da germinacdo (IVG), matéria fresca (MV), matéria seca (MS) e
comprimento de plantulas (CP) de sementes de pé-de-ouro (S. elegans (BONG) RUHLAND),
conduzido em camara tipo Mangelsdorff, sob diferentes métodos de descongelamento das
sementes. UFVJM, Diamantina, MG, 2008.

Métodos de G A" IVG MV MS CpP
descongelamento
Banho Maria 15,75 a 12,50 a 592a 1,87 a 1,05 a 8,81 a
Freezer 19,00 a 16,50 a 8,22 a 3,67 a 1,35a 7,09 a
Ambiente 12,00 a 9,00 a 3,92a 1,55a 0,62 a 6,32 a
Microondas 17,75 a 16,00 a 745 a 2,32 a 1,47 a 6,96 a
Testemunha 18,75 a 14,50 a 6,60 a 2,62 a 1,57 a 7,14 a
CV% 17,61 15,29 36,52 43,28 48,66 20,45

Para cada caracteristica avaliada, médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si a
5%, pelo teste de Tukey.

A baixa porcentagem de umidade das sementes (10,4%) pode ter favorecido a
crioconservacdo e a manuten¢do da qualidade fisioldgica. CHANDEL ef al. (1995)
verificaram que as sementes de chd (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) que obtiveram valores
de umidade acima de 14% nao toleraram a crioconservacdo. ROOS & STANWOOD (1981),
ao testarem sementes de alface, concluiram que 18% ¢ o limite maximo de umidade que
garante a utilizacdo da técnica.

Embora nido havendo diferenca entre os tratamentos, o descongelamento em
microondas foi escolhido para ser utilizado no experimento de crioarmazenagem. Isso por que
o descongelamento rapido tem sido mais eficiente em garantir a qualidade fisiolégica da
maioria das espécies estudadas, alem de ser mais rapido e pratico. Segundo SANTOS (2000),
o descongelamento rdpido tem garantido os melhores resultados. Isso se dd porque, ndo ha
tempo o bastante para que ocorra a fusdo de micro-cristais formados no congelamento ou a

formacdo de cristais novos pela liberacdo de dgua pela de-vitrificacdo.



5.1 Syngonanthus atrthrotrichus

A porcentagem média da umidade inicial das sementes de sempre-viva mini-saia

constatada foi de 16,90%. Consideraram-se sementes germinadas aquelas que apresentavam

emissdo dos primdrdios foliares visiveis a lupa (FIGURA 2).

FIGURA 2. A esquerda, sementes de Syngonanthus arthrotrichus aos 40 dias
ap6s o inicio do teste de germinacdo e a direita, placas de Petri com os
diferentes tratamentos.

As sementes apresentaram germinagdo média inicial de 50%. Trabalhos com esse
género foram realizados por OLIVEIRA E GARCIA (2005), que encontraram 75% de
germinacgdo a 25 oC.

O descongelamento das sementes de Syngonanthus arthrotrichus sob temperatura
ambiente e no microondas proporcionaram os melhores valores de germinacao, vigor e para o
indice de velocidade de germinacdo, ndo havendo diferenca estatistica entre eles (TABELA
1). Tais resultados obtidos mostraram-se diferentes dos encontrados por diversos autores
como, por exemplo, Molina et al. (2006) ao concluirem que o descongelamento a temperatura
ambiente obteve o pior desempenho para as sementes de cebola. No entanto, Gonzaga et al.
(2003) ao descongelar sementes de aroeira e baratina a temperatura ambiente obtiveram
resultados satisfatérios.

Ou seja, os métodos de descongelamento em freezer e no banho-maria foram menos
eficientes em inibir a formacao de cristais de gelo durante o processo de “de-vitrificacdo”. A
porcentagem de umidade (16,9%) pode ter sido outro fator que prejudicou a manutengdo da

qualidade fisioldgica das sementes.



Tabela 1. Resultados médios dos testes de germinagdo (G), primeira contagem da germinacao
(V), indice de velocidade da germinacdo (IVG), matéria fresca (MV), matéria seca (MS) e
comprimento de plantulas (CP) de sementes de mini-saia (S. arthrotrichus), conduzido em
camara tipo Mangelsdorff, sob diferentes métodos de descongelamento das sementes.
UFVJM, Diamantina, MG, 2008.

Métodos de Vv G IVG MV MS Ccp
descongelamento

Freezer 8,25 b 8,25 b 3,22¢ 0,30 a 0,10 a 2,91 a
Ambiente 23,50 a 23,50 a 14,59 a 1,25a 0,55a 2,79 a
Banho-maria 12,25b 13,00 b 5,75¢ 0,50 a 0,10a 2,78 a
microondas 21,00 a 21,00 a 10,53ab 0,70 a 0,30 a 2,76 a
Testemunha 25,00 a 25,00 a 11,90 a 0,75 a 0,40 a 2,90 a
CV (%) 11,04 9,88 26,03 62,16 102,68 17,72

Para cada caracteristica avaliada, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si a 5%,
pelo teste de Tukey.

Os descongelamentos realizados no freezer e no banho-maria nao diferiram entre si
(TABELA 1).

Para os parametros matéria fresca, matéria seca e comprimento de plantulas ndo houve
diferenca estatistica entre os métodos de descongelamento. Esse resultado se deve,
provavelmente, por ser esses parametros regulados pela genética das plantas, quando num
estdgio inicial e posteriormente pelas condicdes ambientais. Ou seja, ndo houve interferéncia

dos métodos de descongelamento nesses parametros (FIGURA 3).



6. CONCLUSOES

No presente estudo buscou-se o estabelecimento de protocolos eficientes, mediante
avaliagdo de ambientes e periodos, para crioconservacdo de sementes de Syngonanthus
elegans e Syngonanthus arthrotrichus. Os resultados permitiram concluir que:

Todos os métodos de descongelamento avaliados podem ser utilizados para as
sementes de Syngonanthus elegans e que a crioconservagdo demonstra ser uma forma
potencial para as sementes de S. elegans.

Para as sementes de Syngonanthus arthrotrichus os métodos de descongelamento em
temperatura ambiente e em microondas proporcionaram os melhores resultados, sendo os dois
indicados e que a técnica de crioconservagdo de sementes de S. arthrotrichus pode ser

utilizada como alternativa nos bancos de germoplasma.
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CAPITULO 111

ARMAZENABILIDADE DE SEMENTES DE SEMPRE-VIVA PE-DE-
OURO Syngonanthus elegans ( BONG) RUHLAND E MINI-SAIA
Syngonanthus arthrotrichus



RESUMO

DUARTE, D.M. Armazenabilidade de sementes de sempre-viva pé-de-ouro
(Syngonanthus elegans) e mini-saia (Syngonanthus arthrotrichus). 2009. 52p. Trabalho de
Conclusdo de Curso (P6s-Graduagdo Strictu Sensu em Produgdo Vegetal). Instituto de
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina,
20009.

Diante da grande perda de habit, varias espécies vém sendo dizimadas. Portanto, faz-se necessario
o armazenamento de material genético em bancos de germoplasma. A crioconservacio ou
crioarmazenagem (como é denominado por alguns autores) tem se mostrado como um método
eficiente, pritico e de baixo custo na preservacdo dos recursos filogenéticos, além de manter a
semente vidvel por um tempo considerado indefinido. No entanto, protocolos elaborados para
cada espécie devem ser elaborados (VILLAMIL, 1999). O objetivo deste trabalho foi testar o
comportamento fisioldgico das sementes de Syngonanthus elegans e Syngonanhtus arthrotrichus
submetidas ao armazenamento. O experimento foi conduzido no laboratério de sementes da
UFVJM. As sementes foram coletadas em maio de 2007 no Municipio de Diamantina e depois
foram acondicionadas em recipientes de polietileno. Em seguida o experimento foi instalado em
trés diferentes locais de armazenamento (ambiente de laboratério, geladeira e nitrogénio liquido)
sob diferentes periodos: 0, 40, 80 e 120 dias. Os testes de vigor e germinagdo e indice de
velocidade de germinacdo (IVG) foram montados em placas de petri, com papel germitest e
umedecidos com dgua destilada e mantidos em germinador BOD a 27°C. O vigor foi calculado
pela percentagem de plantulas normais na primeira contagem aos vinte dias e a germinagdo pela
percentagem de plantulas normais na contagem final aos quarenta dias. Também foram realizados
os testes de comprimento de plantulas, matéria fresca e matéria seca das plantulas. Os dados
foram submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. Para todos os parimetros avaliados todos os periodos de armazenamento foram
eficientes para as sementes de S. elegans. As sementes de Syngonanthus arthrotrichus mantiveram a
qualidade fisiolégica quando armazenadas em geladeira.

Palavras chave: conservacdo de sementes, vigor, germinagao.



ABSTRACT

DUARTE, D.M. 2008. Physiological quality of seeds of evergreen mini-skirt
(Syngonanthus arthrotrichus) submitted to cryoconservation. 2009. 52p. Trabalho de
Conclusdo de Curso (P6s-Graduagdo Strictu Senso em Produgdo Vegetal). Instituto de

Ciéncias Agrarias, Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina,
20009.

The objective was to test the physiological behavior of seeds of Syngonanthus arthrotrichus
before cryoconservation and storage. The experiment was conducted in the laboratory seed
UFVJM. The seeds were collected in May 2007 in the District of Galleiros, city of Diamantina.
The material was packed in containers of polyethylene. Then the tests were conducted to unfreeze
testing the following treatments: 1) gradual thawing in geladeira, 2) thaw at room temperature, 3)
a water-bath temperature, thawed in microwave. Another batch of seeds were sealed and stored in:
1) liquid nitrogen at a temperature of -196 ° C, 2) laboratory environment, 3) refrigerator. All the
above treatments were evaluated after a period of 0, 40, 80 and 120 days of storage. Tests for
germination and vigor and speed of germination index (GSI) were mounted in the Petri dish with
paper germitest and moistened with distilled water and kept in BOD germinator to 27 C. The
force was calculated by the percentage of normal seedlings in the first count to twenty days and
the germination percentage of normal seedlings in the final countdown to forty days. Also the
tests were conducted in length of seedlings, green mass and dry mass of seedlings. The data were
subjected to analysis of variance and averages compared by Tukey test to 5% significance. It
appeared that the cryoconservation did not affect the physiological quality of seeds of S.
arthrotrichus. The methods of thawing in the microwave and temperature were the best kept the
physiological quality of seeds. For all parameters evaluated the best method of storage
environment and refrigerator was at 40 and 120 of storage.

Key words: conservation of seeds, vigor, germination.



1. INTRODUCAO
1. INTRODUCAO

O Cerrado ¢ a segunda maior formacgao vegetal brasileira com uma 4rea original de
dois milhdes de hectares. Hoje, estima-se que restam apenas 20% desta drea. A perda da
vegetacdo do Cerrado deve-se a grande pressdo antrépica, que a regido sofre através de
atividade de mineracdo, e a crescente expansdo das fronteiras agricolas. Estima-se que 10 mil
espécies de vegetais, 837 espécies de aves e 161 espécies de mamiferos vivem no Cerrado.
Muitas das quais sdo endémicas e que estdo desaparecendo sem que sejam conhecidas pela
comunidade cientifica (PORTAL BRASIL, 2007).

Infelizmente, o Cerrado possui intimeras espécies com potenciais terapéuticos,
ornamentais e comerciais que vém desaparecendo rapidamente. Um dos exemplos sdo as
sempre-vivas. Estas pertencem a familia Euricolaceae que possui cerca de 1.200 espécies
agrupadas, onde se desenvolve junto com Poaceae, Cyperaceae e Xyridaceae (GIULIETTI &
HENSOLD, 1990). As Eriocalaceas sdo constituidas por varios géneros; sdo grupos naturais
de rosetas herbaceas monocotiledoneas, caracterizadas por pequenas flores arranjadas em
capitulos. Elas ocorrem predominantemente em regides tropicais da América do Sul,
endémica do campo rupestre.

Contudo, com essa crescente perda da nossa biodiversidade, tornam-se necessarias
estratégias que permitam manter ex sifu parte dessa diversidade. Dessa forma, a
crioconservacdo surge como alternativa, pois, ao contrario dos Bancos de Germoplasma
comuns, que sdo de alto custo e mant€ém as espécies a curto ou médio prazo, a
crioconservacdo de sementes surge como uma alternativa vidvel e de longo prazo para
conservagdo de espécies ameacadas e/ou de valor econdmico.

Segundo SANTOS (2000), a crioconservacdo consiste na conservagdo de material
bioldgico em nitrogénio liquido a - 196°C ou em sua fase de vapor a -150°C. Nestas
temperaturas, a atividade metabdlica da semente € muito baixa, conservando o material
genético por muito tempo. No entanto, existem espécies que ndo toleram o congelamento,
perdendo sua viabilidade. Outra etapa considerada de fundamental importincia € o
descongelamento das sementes.

O descongelamento das sementes € uma etapa critica no processo de crioconservacao,

uma vez que pode haver a formacdo de cristais de gelo e, em conseqii€ncia disto, as células



podem ser danificadas. Dessa forma, devem-se testar técnicas que minimizem os efeitos
deletérios que o descongelamento causa as sementes (SANTOS, 2000).

MOLINA et al. (2006), testaram varios métodos de descongelamento de sementes de
cebola (Allium cepa), tais como temperatura ambiente, banho maria e microondas. O melhor
resultado para os pardmetros avaliados foi com microondas. Este resultado confirma a
afirmativa de VILLAMIL (1999) de que métodos mais rapidos de descongelamento sdo mais
indicados, uma vez que em processos lentos, pode haver a formacao de cristais de gelo.

Além do descongelamento, SANTOS (2000) descreveu outros fatores que afetam a
sobrevivéncia a crioconservacdo, tais como tamanho e estigio de desenvolvimento do
material, desidratacdo, congelamento e regeneracdo. No geral, estruturas de tamanho reduzido
sdo0 mais apropriadas para o congelamento, uma vez que a desidratacdo e congelamento
ocorrem de forma mais rdpida e uniforme em estruturas menores. Material jovem, em estigio
meristematico, € mais apropriado porque suas células sdo pequenas e contém citoplasma

denso com poucos vacuolos, possuindo pouca dgua (ENGELMANN, 1991).

GONZAGA et al. (2003), testou a técnica de crioconservagdo em aroeira (Astronium
urundeuva Engl.) e baratna (Schinopsis brasiliensis Engl.), ambas as sementes florestais
ameacadas de extingdo, e constataram que estas sementes sdo resistentes ao nitrogénio liquido
(-196°C) e ao vapor do nitrogénio (-170°C). Relataram ainda, que sementes de baratina
crioconservadas por um periodo de 25 dias apresentaram percentuais de germinagdo mais
elevados que os iniciais, indicando uma quebra de dorméncia durante o processo.

REIS & CUNHA (1997) trabalharam com sementes de angico vermelho
(Anadenanthera peregrina), espécie florestal muito utilizada para arborizagdo, serraria e
obtencdo de taninos. Sua semente é vidvel por um periodo de seis meses, podendo prolongar
em um periodo de dez meses em geladeira. Segundo os mesmos autores, o congelamento em
nitrogénio liquido aumentou a absor¢do de dgua, a velocidade de germinagdo e o poder
germinativo das sementes, mostrando ser a crioconservagdo a melhor alternativa para
conservacdo dessa espécie em longo prazo.

A crioconservacao ou crioarmazenagem (como ¢ denominado por alguns autores) tem
se mostrado como um método eficiente, pratico e de baixo custo na preservacido dos recursos
filogenéticos, além de manter a semente vidvel por um tempo considerado indefinido. No

entanto, protocolos elaborados para cada espécie devem ser elaborados (VILLAMIL, 1999).



2. OBJETIVOS

Avaliar o efeito da armazenabilidade em diferentes locais por diferentes periodos na
germinagdo e vigor (qualidade fisiolégica) de sementes de sempre-viva pé-de-ouro

(Syngonanthus elegans) e de sempre-viva mini-saia (Syngonanthus arhrotrichus).



3. MATERIAIS E METODOS

Os testes foram conduzidos no Laboratério de Anélise de Sementes, no Campus II da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), em Diamantina/MG,
no periodo de maio/2007 a janeiro/2008. Os escapos foram colhidos no inicio da fase de
dispersao no Distrito de Galheiros, Municipio de Diamantina. Os dados de precipitacdo média
pluviométrica, referentes ao periodo de trabalho e as médias de precipitacao pluviométrica, de
1961 a 1990, foram coletados na Estacao Meteoroldgica de Diamantina (INMET, 2008) e se
encontram na Figura 1.

Em seguida, as sementes foram retiradas dos escapos com a ajuda de uma pinga,
separando-se as sementes do material inerte. LLogo apds, as sementes foram submetidas aos
testes iniciais de umidade, germinacdo e vigor descritos a seguir com o objetivo de se

verificar as condi¢des da qualidade fisioldgica iniciais.
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FIGURAL. Distribuicao mensal da precipitacdo (2007 e de 1961 a 1990) durante o periodo de
estudo em Diamantina, MG.



3.1 Teste de umidade

Para a determina¢do da umidade utilizou-se o método padrdo da estufa a 105 + 3° C
por 24 horas, onde para cada amostra média foram separadas duas subamostras,
acondicionadas em recipientes metdlicos e colocadas em estufa. Apds esse periodo, foram
retirados da estufa, tampados rapidamente e pesados em balanga analitica com precisdo de
0,0001. A porcentagem de umidade foi calculada com base na diferenga entre o peso imido e
seco, aplicando-se a férmula proposta pelas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL,

1992) e o resultado final expresso pela média aritmética em porcentagens das sub-amostras.

3.2. Germinacao

3.2.1. Teste de germinacao

O teste de germinacdo foi conduzido em placas de petri, sobre papel germitest
umedecido com solucdo de cloranfenicol Iml/L de dgua destilada, com peso equivalente a
duas vezes o peso do papel seco (BRASIL, 1992) e as placas foram envolvidas em saco de
polietileno para se evitar a perda de dgua para o meio. Foram utilizadas quatro repeticdes de
50 sementes cada, totalizando 200 sementes em cada tratamento. As contagens das plantulas
foram feitas no 20° dia para o vigor (primeira contagem) e ao 40° dia (contagem final do teste
de germinagdo), com o monitoramento realizado diariamente para monitoramento da
quantidade ideal de 4gua e a presenga de patégenos que pudessem danificar as sementes. Foi
registrada a porcentagem de plantulas normais e a emergéncia da radicula, numa extensdo
superior a 1 cm, foi o critério usado para germinacio (FERREIRA et al., 2001).

Foram realizados testes de germinacdo em camara germinacdo tipo B.O.D., com luz
artificial no interior da camara (30 pmol m™s"'de ilumindncia), sob a temperatura de 27°

Celsius.



3.3. Testes de vigor

3.3.1. Primeira contagem de germinacao

Para a execucdo deste teste foram utilizados os dados do teste de germinacdo, com a
contagem das plantulas normais realizadas no 20° (vigésimo) dia apds a implantagdo do teste

de geminacdo nas placas de petri.

3.3.2. Indice de velocidade de germinagio

Este teste foi instalado juntamente com o teste de germinagdo e as avaliacdes das
plantulas normais realizadas diariamente, a partir da emergéncia das radiculas acima de 1 cm
das sementes. Tais plantulas foram computadas e o indice de velocidade de germinacdo (IVG)
foi calculado através da férmula proposta por Maguire (1962), somente para o teste conduzido
em presenca de luz. O indice de velocidade de germinagdo, adaptado da formula de Maguire

(1962) foi calculado, através da expressao:

IVG = (G /Ny) + (G2 / Np) +...+ (G / Ny), onde:

G; = numero de sementes germinadas na primeira contagem
N, = nimero de dias decorridos até a primeira contagem

G, = nimero de sementes germinadas na segunda contagem
N, = nimero de dias decorridos até a segunda contagem

n = dltima contagem

3.4. Comprimento de plintulas

A avaliagdo foi realizada ao final do teste de germinagao, aos quarenta dias. Mediu-se

o comprimento das plantulas normais e obteve-se o valor médio, expresso em centimetros

(NAKAGAWA, 1999).



3.5. Matéria fresca de plantula

Realizada juntamente com o comprimento de plantulas, consistiu na pesagem em
balanga analitica de precisdo de 0,0001 g com quatro repeti¢des por tratamento. Diante dos

resultados, obteve-se o valor médio expressos em mg/plantula (NAKAGAWA, 1999).

3.6. Matéria seca de plantula

Realizado juntamente com o teste de comprimento de plantulas consistiu da secagem das
quatro repeti¢cdes do teste de matéria fresca em estufa a 70°C por 24 horas. Em seguida, as
plantulas foram pesadas em balanga analitica de precisdao de 0,0001g e o valor obtido pela

média das repeti¢des e expressos em mg/plantula (NAKAGAWA, 1999).

Foi utilizado o tratamento com microondas como melhor forma de descongelamento das
sementes armazenadas em nitrogénio por periodos de 40, 80 e 120 dias de armazenamento.

As sementes foram novamente avaliadas nos seguintes tratamentos:

1. Armazenamento em condi¢Ges ambiente

Sementes recém colhidas foram armazenadas em recipientes hermeticamente fechados e
lacradas com fita adesiva dentro do Laboratério se Sementes onde foram monitoradas a
temperatura e a umidade relativa do ar durante o experimento por periodos de 40, 80 e 90 dias

de armazenamento.

2. Armazenamento em Geladeira

N

Outras amostras de sementes recém colhidas foram conduzidas a geladeira onde a

temperatura permaneceu em torno dos 5°C +2°C e 30% de Umidade Relativa, armazenadas



em vidros hermeticamente fechados e lacrados com fita adesiva por periodos de 40, 80 e 120

dias de armazenamento.

3. Armazenamento em nitrogénio liquido

Neste tratamento, as sementes foram imersas em Nitrogénio Liquido (N,L). Foi utilizado
cilindro de material de aco inox (caniester) onde as sementes foram inseridas e posteriormente
na superficie do caniester foi colocada uma tampa perfurada para evitar que as sementes
saiam do cilindro, quando submetidas ao nitrogénio liquido a uma temperatura de — 196°C. As
sementes permaneceram submersas durante todo o periodo de armazenamento de 40, 80 e 120
dias.

Depois do armazenamento foi analisada a qualidade fisiolégica (conforme descrito

anteriormente) e determinacio de umidade.

3.3. Delineamento estatistico

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes, em
esquema fatorial 4X3, sendo testadas quatro periodos de armazenamento: 0, 40, 80 e 120 dias
sob trés ambientes de armazenamento ambiente, geladeira e nitrogénio liquido. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade. Os dados em porcentagem foram transformados em arco-

seno+/ % /100 , conforme sugerido por SANTANA E RANAL (2004). O programa estatistico
utilizado foi o software SISVARR (FERREIRA, 2003).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2 Syngonanthus elegans

Para as varidveis germinacdo, Primeira contagem da germinacio (V) e Indice de
Velocidade de Germinacdo (IVG) o armazenamento em temperatura ambiente apresentou
melhores resultados (TABELA 2). Para estes mesmos parametros, o melhor resultado foi
obtido aos 120 dias de armazenamento. Isso indica que no decorrer do experimento houve
melhora na qualidade fisiologica das sementes testadas, uma vez que as sementes foram
coletadas, provavelmente, antes da sua maturagéo fisioldgica. Estudos sobre a fenologia da
espécie indicam que as sementes estdo maduras no inicio do més de junho e a dispersdo
comega a ocorrer no més de julho (OLIVEIRA & GARCIA, 2005).

GONZAGA (2003), ao constatar um aumento na viabilidade das sementes, concluiu
que as sementes de Baratina foram beneficiadas com a quebra de dorméncia durante o periodo
de armazenamento. Pois, segundo POPINIGIS (1977), as sementes ao atingirem sua
maturidade fisioldgica, atingem, também, o maximo de sua viabilidade e, a partir desse ponto,
a semente para se manter viva, consome suas reservas e, consequentemente, com o decorrer
do tempo, diminui sua viabilidade. Essa, portanto, ¢ uma possivel explicacdo do aumento da
viabilidade das sementes de Syngonanthus elegans.

Com relag@o aos periodos de armazenamento, para a varidvel Primeira contagem da
Germinacdo (IVG), os ambientes Geladeira e nitrogénio ndo mostraram diferenca estatistica
no decorrer do tempo, ou seja, para todos os periodos analisados, a viabilidade das sementes
permaneceu constante. No entanto, em temperatura ambiente houve uma melhora na
viabilidade nos periodos de 40 e 120 dias (TABELA 2).

A germinacdo das sementes permaneceu sem alteracdes significativas no decorrer do
tempo quando armazenadas em nitrogénio liquido. No entanto, no geladeira e na temperatura
ambiente, as sementes obtiveram melhores indices com o passar do tempo, chegando aos
maiores valores quando armazenadas por 120 dias (TABELA 1). Mesmo resultado encontrou
NUNES et al. (2008) ao crioconservarem sementes da mesma espécie.

Com exce¢io do armazenamento em nitrogénio liquido que obteve o maior Indice de
velocidade de germinacdo (IVG) no tempo inicial, o geladeira e o armazenamento em
temperatura ambiente proporcionaram maiores indices no final do periodo, aos 120 dias

(TABELA 2).



As varidveis, Matéria fresca e Matéria seca, comportaram-se de maneira semelhante.
Ambas ndo apresentaram diferenca significativa para os ambientes analisados. No entanto, em
todos os ambientes, os maiores valores foram obtidos na testemunha, havendo uma queda nos
valores dessas varidveis com o passar do tempo (TABELA 2).

O Comprimento de plantulas obteve resultados parecidos aos da Matéria fresca e
Matéria seca, com relacdo aos periodos de armazenamento; diferindo quanto ao ambiente de
armazenamento, onde o geladeira e o armazenamento a temperatura ambiente constituiram-se
em melhores condi¢des para essa varidvel (TABELA 2). NUNES er al. (2008), ao
trabalharem com sementes da mesma espécie, constatou ndo haver diferenca entre o
armazenamento em geladeira e temperatura ambiente. Assim, como nesse trabalho, os autores
também verificaram uma melhora na qualidade fisiologica das sementes no decorrer do

tempo.



Tabela 2. Resultados médios dos testes de primeira contagem da germinagdo, germinagdo e
indice de velocidade da germinacdo de sementes de sempre-viva pé-de-ouro, (S. elegans)
(BONG) RUHLAND, em diferentes locais (geladeira, ambiente e nitrogénio liquido) e
periodos (0, 40, 80 e 120 dias) de armazenamento. UFVJM, Diamantina, MG, 2008.

Teste Armazenamento Tempo de Armazenamento (Dias) C.V.
0 40 80 120 (%)
Germinacdo Geladeira 18,75BAa 21,75BAb 17,50Bba 26,75 Ab
(%) Ambiente 1875Ca 3225BAa 2425CBa 3750Aa o,
Nitrogénio 18,75 Aa 13,00 Ab 15,25 Ab 21,00 C
Primeira  Geladeira 14,50 Aa 17,00 Ab 14,00 Aa 19,75 Ab
CO‘Efyaoz‘)%em Ambiente 1450Ba  2900Aa  1750Ba  3550Aa |, .,
Nitrogénio 14,50Aa 11,50 Aa 11,00 Aa 16,75 Ab
IVG Geladeira 6,60 Aa 7,60 Ab 2,69 Ba 8,97A b
(indice)  Ambiente 660Ba  1280Aa  595Ba  1639Aa oo
Nitrogénio 6,60 Aa 4,90 BAb 2,66 Ba 6,17 BAb
M.F (mg) Geladeira 2,63 Aa 1,05 Ba 0,38Ba 0,93 Ba
Ambiente 2,63 Aa 1,80BAa 0,75 Ba 0,93 Ba 54,56
Nitrogénio 2,63 Aa 0,73 Ba 0,75 Ba 0,95 Ba
M.S. (mg) Geladeira 1,58 Aa 0,50 Ba 0,10 Ba 0,45 Ba
Ambiente 1,58 Aa 1,03 BAa 0,28 Ba 0,58 Ba 58.85
Nitrogénio 1,58 Aa 0,38 Ba 0,38 Ba 0,53Ba
C.P. (mm) Geladeira 7,14 Aa 5,48BAa 4,77 Ba 5,19 Ba
Ambiente 7,14 Aa 4,68 Ba 4,56 Ba 4,96 Ba 1738
Nitrogénio 7,14 Aa 4,17 CBa 5,40 BAa 3,13Cb

Para cada caracteristica avaliada, médias seguidas pela mesma letra, maitiscula na linha e
mindscula na coluna, ndo diferem entre si a 5%, pelo teste de Tukey.

4.2 Syngonanthus arthrotrichus

Nos testes de germinag¢do e vigor, o armazenamento em geladeira proporcionou
melhoria nos perimetros de 80 e 120 dias de armazenamento. J4 no armazenamento em
temperatura ambiente, houve um aumento na porcentagem de germinagdo, vigor e IVG do
tempo inicial até os 40 dias, havendo um decréscimo desse valor nos periodos posteriores de
80 e 120 dias. Resultado semelhante obteve GONZAGA (2003), ao constatar um aumento na
viabilidade das sementes, de Baraina. Segundo o mesmo autor, as sementes foram
beneficiadas com a quebra de dorméncia durante o periodo de armazenamento. Outra

explicacdo, poderia ser a anulagdo de compostos inibidores da germinagdo, pois, segundo



POPINIGIS (1977), as sementes ao atingirem sua maturidade fisioldgica, atingem, também, o
maximo de sua viabilidade e, a partir desse ponto, a semente para se manter viva, consome
suas reservas e, consequentemente, com o decorrer do tempo, diminui sua viabilidade.

Nos periodos iniciais do armazenamento em nitrogénio liquido, a germinacdo e vigor
ndo apresentaram diferenca estatistica. No entanto, seus valores regrediram no decorrer do
tempo. Ja o indice de velocidade de germinag@o melhorou aos 40 dias de armazenamento, e
aos 80 e 120 dias de armazenamento teve seus valores diminuidos (TABELA 2).

O indice de velocidade de germinacdo (IVG), a matéria fresca (MV), a matéria seca
(MS) e o comprimento de plantulas (CP) apresentaram resultados semelhantes. Em todos os
parametros os melhores resultados foram nos armazenamentos em geladeira e em nitrogénio
liquido (TABELA 2). Nesse caso, a baixa temperatura teve o objetivo de diminuir os
processos metabdlicos que deterioravam das sementes, dentre os quais podemos citar a
respiracdo. Ou seja, os dois métodos analisados neste experimento foram eficientes em
garantir a manutencdo da qualidade fisiolégica das sementes de Syngonanthus arthrotrichus.

Da mesma forma que ocorreu no experimento 1, os resultados semelhantes
encontrados para os parametros Matéria fresca, Matéria seca e Comprimento de Plantulas, se
deve, provavelmente, por ser esses parimetros regulados pela genética das plantas, quando
num estagio inicial, e posteriormente pelas condicdes ambientais. No entanto, houve diferenca
estatistica nesses pardmetros no decorrer do tempo (80 e 120 dias), onde as sementes
apresentaram melhores resultados quando armazenadas em geladeira e nitrogénio. Esses
resultados estdo em conformidade com os encontrados por TONIN & PEREZ (2006) e
TORREZ et al. (2002).



Tabela 2 Resultados médios dos testes de primeira contagem da germinacdo, germinacio e
indice de velocidade da germinacdo de sementes de sempre-viva mini-saia (S.), em diferentes
locais (geladeira, ambiente e nitrogénio liquido) e periodos (0, 40, 80 e 120 dias) de
armazenamento. UFVIM, Diamantina, MG, 2008.

Teste Armazenamento Tempo de Armazenamento (Dias) C.V.
0 40 80 120 (%)
Germinacdo Geladeira 25,00 Ba 08,75 Dc 18,25 Ca 36,75 Aa
(%) Ambiente 2500Ba 3975Aa  050Cb  025Cb oo
Nitrogénio 25,00 Ba 26,25 Ab 10,25Bc 14,50 Bc
Primeira  Geladeira 25,00 Ba 08,75 Dc 18,25 Ca 36,75 Aa
CO‘Efyaoz‘)%em Ambiente 2500Ba  39,75Aa 0,50 Bc 0,25 Cb 11.90
Nitrogénio 25,00 Aa 26,25 Ab 10,25 Bb 14,50 Bc
IVG Geladeira 11,90 Ba 02,93 Cc 10,46 Ba 26,82 Aa
(indice)  Ambiente 1190Ba  2178Aa  028Cb  004Ce o, o
Nitrogénio 11,90 Ba 15,05 Ab 6,32 Ba 10,10 Ab
M.F (mg) Geladeira 0,75 CBa 0,00 Cb 1,70 Aa 0,95 ABa
Ambiente 0,75 BAa 0,85 Aa 0,00 Bb 0,00 Bb 58.25
Nitrogénio 0,75 BAa 0,28 Bba 1,50 Aa 0,70 Ba
M.S. (mg) Geladeira 0,40 BAa 0,00 Ba 0,93 Aa 0,65 Aa
Ambiente 0,40 Aa 0,30 Aa 0,00 Ab 0,00 Ab 90.25
Nitrogénio 0,40 BAa 0,05 Ba 1,00 Aa 0,18 Bba
C.P. (mm) Geladeira 2,90 BAa 3,50 Aa 2,46 BAa 2,03 Ba
Ambiente 2,90 Aa 3,57 Aa 0,00 Bb 0,00 Bb 25.03
Nitrogénio 2,90 Aa 3,06 Aa 2,43 Aa 2,30 Ba

Para cada caracteristica avaliada, médias seguidas pela mesma letra, maidscula na linha e
mindscula na coluna, ndo diferem entre si a 5%, pelo teste de Tukey.

Diante do exposto, a crioconservagdo se torna uma alternativa promissora para as
sementes de sempre-viva mini-saia (Syngonanthus artrhrotrichus), pois, além de manter a
qualidade fisiologica das sementes € mais econdmica, se comparado com o armazenamento

em geladeira, onde os custos com refrigeracio tornam o processo oneroso.



5. CONCLUSOES

No presente estudo buscou-se o estabelecimento de protocolos eficientes, mediante
avaliagdo de ambientes e periodos, para crioconservacdo de sementes de Syngonanthus
elegans e Syngonanthus artrotrichus. Os resultados permitiram concluir que:

Para as sementes de Syngonanthus elegans, em todos os parimetros, todos os periodos
foram eficientes. O armazenamento em geladeira apresentou melhores resultados para a
espécie.

O armazenamento em geladeira demonstrou-se como melhor alternativa para o
armazenamento das sementes de S. artthrotrichus. Porém, o armazenamento em nitrogénio

liquido também foi eficiente em manter a qualidade fisiolégica durante os periodos avaliados.
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