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RESUMO

O gergelim (Sesamum indicum L.) origindrio da Asia, passou a ser cultivado no nordeste do Brasil a partir
de 1?86: entrando pelo_s estados do Ceara, Rio Grande do Norte ¢ Paraiba. Considerando a importincia
ceondmica que a especie representa para a regido semi-drida do nordeste brasileiro, o objetivo principal
do primeiro capitulo deste trabalho foi o de estudar métodos capazes de viabilizar a sua multiplicagiio em
grande escala mediante cultivo “in vitro”. Partiu-se de material procedente de sementes inoculadas em
meio basico MS, apds realizagfio do tratamento asséptico das mesmas. Foi realizado também um pré-
tratamento das sementes que consistiu na utilizag@o do meio MS + BAP (8mg L") por 72 horas para a sua
utilizagio nos ensaios de indugio 4 organogénese, 0s quais foram avaliados por meio do delineamento
inteiramente casualizado, com arranjo fatorial de 3x2x4 (3 variedades x 2 pré-tratamentos e 4 reguladores
de crescimento). As anglises estatisticas foram realizadas utilizando o programa computacional Assistat.
Ainda na wtilizagdo dos ensaios de indugfio 4 organcgénese, agora para a obtengdo de calogénese, no
intiito de avaliar os reguladores de crescimento no desenvolvimento de calos embrionarios foi utilizado o
programa computacional Origin 3.0 para andlise estatistica dos dados. De acordo com 05 resultados
obtidos concluiu-se que: Com relacio a assepsia das sementes: a) A variedade CNPA-G2 mostrou-se
superior as demnis vanedades, apresentando os maiores indices de germinagio e vigor nio diferindo da
lesiemunha; b) A assepsia das sementes de gergelim, variedade CNPA-G2 pode ser feita com a
concentragdo de hipoclorito de sodio variando entre 10 e 40%. indicando—se 10% por ser o valor mais
econdmico, sendo que o meio recomendado para germinacio € o papet germitest, (PG); ¢} A concentragio
de hipoclorito que deve ser recomendado para fazer a assepsia da semente de gergelim, variedade CNPA-
G3, € de 20%, e o melhior meio para induzir a germinacfio das sementes ¢ o papel germitest; d) Quanto a
assepsia da semente de gergelim variedade Seridé-1, a concentragio de hipoclorito de sédio gue causa
menores danos ds sementes estd na ordem de 20% ¢ o micio de culiive recomendado € o meio MS e) Em
relacdo & analise fitopatologica concluin-se que os fungos encontradoes foram 4spergillus sp, Penicillium
spp, Rhizoctonia ¢ o Rhizopus sp sendo que a variedade Seridé-1 apresenion maior incidéncia de
contaminacio de todos esses fungos, evidenciando a maior presenga do Aspergiflus sp em lodas as
variedades. entretanio a vanedade CNPA-G3 foi a que apresemtou menor incidéncia de fungos: Em
relagdo aos processos realizados “sem” e “com” pré-tratamento das sementes na indugio 4 organogénese
concluiu-se que: ay Quando reclizou-se o pré-tratamenio das scmentes houve malor incidéncia de brotos
por explantes vivos: b) Na indugio d calogénese ocorrcu maior formagdo de calos no meio MS, quando
suplementado com os reguladores de crescimenio BAP ¢ NAA em todas as variedades de gergelim. No
Capitulo 11 deste trabalho, propds-se inmicialmente a determinagfio do Teor de Umidade Limile para
Criopreservagio (TULC) ¢ em seguida foi realizada a avaliagio das vaniedades de gergelim, mediante a
germinagdo e o vigor, submetidas 4 temperatura de criopreservagio de -i96%C. utilizando-se 3
crioprotetores (Crioprotetor 1 - Tube polictileno, Crioprotetor 2 — Envelope de aluminio ¢ Crioprotetor 3
— Amido de mitho), duas téenicas de descongelamento {temperatura ambiente e banho termeostatizado a
30°C), ¢ 3 periodos de armazenamento (3. 30 e 60 dias). O delineamento experimental utilizado nesta
etapa foi o iniciramente casualizado com arranjo fatorial de 3x2x3 (3 variedades x 2 miétodos de
descongelamento x 4 perfodos de armazenagem). De acorde com os resuitados obtidos pode-se conchuir,
a0 se estudar a determinaciio do teor de pmidade lmiie para criopreservagio — TULC, duranie 5 dias,
afirmamos que: a) o teor de nmidade limite para criopreservagdo das variedades de gergelim Seridd-1.
CNPA-G2 e CNPA-G3 estd em torno de 6% (b.w), apresentando um percentueal de germinagio de 90% e
vigor variando entre 17 e 24%; B)A semenle de pergelim variedade CNPA-G3 ¢ que melhor se adapiz a
criopreservagio imersa ao nitrogénio Hquido a {-196°C); ¢)Para a criopresenvagio da vanedade CNPA -
G3, pode-se utilizar teores de umidade entre 6 e 8% (b.u.), que a germinagio ¢ o vigor das sementes nio
sio afetados. Com relagio a criopreservagdo das sememnies pode-se afirmar que: a) Os melhores indices de
germinacdo € vigor para as variedades de gergelim Seridd-1 e CNPA-G2, foram obtidos quando as
semenles foram desconpgeladas a temperatura ambienie entretanto para a variedade CNPA-G3 o melhor
indice de vigor foi obtido quando as semenies foram descongeladas a temperatura de 40°C em banho
termostatizado; b) Foram obtidos os maiores indices de germinagio ¢ vigor, quando as variedades foram
criopreservadas utilizando-se como crioprotetor, o envelope de aluminio; ¢) Os maiores indices de
germinagdo ¢ vigor foram obtidos guando as sementes de gergelim foram criopreservadas pelo periodo de
armazenagem de 60 dias em comparagiio aos periodos de 5 e 30 dias.



SUMMARY

The sesarne (Sesamum indicum L.) originating from Asia, it has been cultivated in the northeast of Brasil
since 1986, being found in the swates of Ceard, Rio Grande do Norie and Paraiba. Considering the
economic importance that the species represents for the Brazilian northeastern semi-arid region, the main
objective of the first chapter of this study was based upon studyving methods to make possible its
multiplication in large scale through the “in vitron” cultivation; the study began with material derived
from inoculated seeds in a MS basic environment, afier its aseptic treatment. It was also carried out a seed
pre-ireatment that consisted on the use of the 2 MS+BAP (Smg.L") environment for 72 hours so that it
could be osed on the indoction attempts {o organogenesis, that were evaluated thronugh the entirely
casualized outling, with a falorial arrangment of 3x32x4 (3 varieties X 2 pre-ireatment and 4 growing
regulators). The statistical analvses were carried out using the Assistil computacional program, Still in
the usage of induction attempts to organogenesis, now to oblain calogenesis, on the purpose of cvaluate
the zrowing regulators in the development of embryonic callus, the computational program Origin 5.0
was used for the data statistical anafysis. According to the results obtained we concluded that: regarding
to the seeds assepsy: a) the CNPA-G2 variety was superior 10 all of them. presenting the largest
germination rates and energy not being different from witness; b) the sesame seeds assepsy, CNPA-G2
variety can be done unith the sodiwm hipoclorite concentration varying from 10 10 40%. through 1% is
the most economic one. The germutest paper (GP) is recommended for the germinaiion; c} the hipoclorite
concentration (o be recommended to do the sesame seeds CNPA-G3 wvariety is 20% and the best
environment to induce the seed germination is the germitest paper (GP). d) regarding io the sesame sceds
assepsy, Seridd-1 variety. the sodium hipoclorite concentration that causes less damages to the sceds is in
the rate of 20% and the cultivation cnvironmment recommended is the MS one: ¢} regarding to tch
fitopatological analysis, we conclude that the fungi found were dspergiflus sp, Penicillium spp,
Rhiizoctonia and Rhizopus sp. with Seridd-1 variefy presenting biggest incidence of contamination among
- them. high lighting the biggest presence of Aspergilfus sp. in all varieties. The CNPA-G3 variety.
however, was the one that presented the smallest incidence of fungi. Regarding to the process carried out
“with™ and “without” seeds pre-ircatment induction to organogencsis we concluded that: a) when the seed
pre-ireatment was carried out, there was a biggest incidence of buds /living explants; b) on the
calogenesis induction occurred bigger formation of callus in the MS environment. when it was
supplemented the growing regulators BAP and NAA to all sesame varietics. On chapler 11 of this work, it
was suggested. the initial determination of humidity Hmit to cryopreservation (HTLC) and afler it was
carried out the evaluation of sesame varicties. based on the germination and epergy, subjected to the -
196°C crvopreservation temperature, using 3 cryoprolectos (Crioprotecior 1+ polvethilene tube;
Crioprotector 2- alumimium envelope and Cryiprotector 3 Com starch), fwo techmiques at defrosting
(environmental temperature and thermostatic bathe (30°C) )} and 3 storage perieds (3, 30 and 60 days).
‘The experimental underlining uscd in this step was intirely casual with fatorial airangment of 3x2x3 (3
varieties x 2 methods of defrosting x 4 storage periods). According to the results oblained we czn
concluded that when you study the determination of the humidity limit tenor to cryvopreservation — HLTC.
during 3 davs it is stated that: a) the humidity tenor o cryopreservation of Serdé-1 sesame, CNPA-G2
and CNPA-G3 is about 6% (b.u), presenting a germination ratc ot 90% and energy between 17 and 24%;
b} the sesame seed variety CNPA-G3 shows a betler adaptation to cryopreservation immerse in liquid
nitrogen (-196%C); ¢) for the crvopreservation of variety CNPA-G3 we can use humidity tenor between 6
and 8% (b.u). Both the germination and cnergy of the seeds won’t be affected Regarding io the sceds
crvopreservation of we can state that: a) the best rates of germination and energy for Serido-1 and CNPA-
G2 were obtained when the seeds were defrosted at environmental temperature, The variety CNPA-G3,
however, presented a better rate of energy when the seeds were defrosted at 40°C in a thermostatic bathe;
b) it was obtained beiter rates of germanation and energy when he varieties were cryopreserved using as
cryoprotector the aluminium envelope, ¢) the increasing of germination and energy rates were oblained
when the sesame seeds were cryopreserved on a 60 day storage period in comparison with period on a 5
and 30 days. :

xi
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Capitulo I - Introducio

INTRODUCAO GERAL

Nosso planeta possui um mundo vegetal rico e diverso, que consiste em um
quarto de mithdo de espécies, resultado de milhdes de anos de evolugio.

Devido ao aumento do indice populacional e das necessidades crescentes da
oferta ¢ da produgo de alimentos, muitos agricultores tem substituido as variedades
tradicionais por espécies mais produtivas, que tenham maior adaptabilidade e maior
valor de mercado. Como resultado desse procedimento, muitas variedades tradicionais
foram abandonadas contribuindo significativamente para a diminuig¢io dos recursos
fitogenéticos.

Atualmente a conscientizacdo ambientalista da humanidade e dos pesquisadores,
alerta para a necessidade de conservar os recursos fitogenéticos por varias razdes, entre
elas pode-se citar: a) a necessidade do desenvolvimento de novas culturas, onde as
espécies selvagens podem ser de grande importancia; b) novas técnicas de manipulagio
genética e ¢} a propria identificagdo da mutagio genética ocormda ao longo do tempo.

De acordo com CHIN (1994) a biotecnologia € um forte mecanismo que a
ciéncia tem para produzir sementes “milagrosas” com todas as caracteristicas desejaveis
para as necessidades do mundo contemporaneo, pois a biotecnologia € uma ferramenta
eficiente para induzir mutagdes, obter hibridos somaticos, regenerar novos genotipos a
partir de células transformadas, além do €xito existente na propagacdo de plantulas por
cultura de tecidos.

O cultivo de tecido vegetal teve inicio nos anos 30, mas s0 teve um impulso
maior nos anos 70, com o crescente interesse, tanto na aplicagdo a nivel comercial
(micropropagagdo) como auxiliar nos programas de melhoramento genético.

Por cultivo in vitro ou micropropagacio entende-se o conjunto de técnicas e de
metodologias que permitem o crescimento e a multiplicagdo de células, tecidos, érgéos
ou partes de 6rgdos de uma planta (explante) sobre um meio nutritivo e em condigdes
assépticas. Utilizam-se recipientes fechados (nfio herméticos) e o cultivo se realiza sob
condigdes ambientais de iluminagdo e temperatura controladas. Esta técnica se baseia
principalmente no aproveitamento da totipoténcia das células vegetais, ou scja, na

capacidade de produzir 6rgios, como brotos efou raizes {organogénese) ou embrides
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somaticos que regeneram uma planta completa {embriogénese somatica) num meio de
cultivo favoravel.

Os cultivos de tecidos vegetais podem ser iniciados com qualquer parte da
planta: gemas, raizes, folhas, células isoladas, protoplastos (célula sem parede celular)
semente, embrides zigGticos, antera etc. A escolha de um ou de outro explante
dependera dos objetivos desejados e da disponibilidade e capacidade de resposta do
material vegetal.

A micropropagagdo ou propaga¢do vegetativa in vitro é utilizada principalmente
na lmpeza clonal e naquelas plantas de dificil propagagio pelos métodos
convencionais, como € o caso de algumas mudas de espécies ornamentais, herbaceas e
arbustivas. A micropropaga¢do também permite a obtengo de grande nimero de
plantas sadias e geneticamente uniformes, em curto periodo de tempo.

Uma vez obtidas as novas sementes quer seja utilizando técnicas de cultivo in
vitro ou no sistema de produgdo tradicional, essas necessitam ser armazenadas em
bancos de germoplasmas para manutencdo de suas caracteristicas fitogenéticas e
posterior utilizagdo nos processos produtivos.

A conservagao de sementes em bancos de germoplasma tradicional, que consiste
em armazenar as sementes em temperaturas em torno de 10°C e umidade relativa em
torno de 40% vai sendo substituida gradativamente no mundo todo para Bancos aonde a
conservagio se da a temperaturas criogénicas ou seja a temperaturas abaixo de —70°C.

A palavra criogenia deriva do grego “crios” que significa frio e “genia” que
significa nascimento. Na préitica, a criogenia de acordo com VICENTE (1994), define-
se como a ciéncia dedicada a producdo de baixas temperaturas, sendo que o adjetivo
“criogénico” ¢ utilizado para denominar gases como o mitrogénio onde, em estado
liguido, a sua temperatura € muito baixa (-196°C).

Segundo CHIN (1994), as pesquisas em criogenia demonstram que centenas de
espécies de plantas tem sido armazenadas com sucesso quando colocadas em nitrogénio
tiquido a ~196°C para serem criopreservadas.

Desta forma, a criopreservagdo das sementes € uma técnica onde sdo utilizadas
temperaturas muito baixas de modo a reduzir ou inibir completamente o metabolismo
degenerativo em células de plantas e como resultado, as sementes armazenadas podem

ser preservadas indefinidamente. Assim como consequéncia, 0 armazenamento
2
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criogénico seria, em teoria, o procedimento ideal para a conservagio do patrimdnio
fitogenético das espéeies por longos periodos de tempo. Contudo, nem todas as espécies
toleram temperaturas baixas na sua preservagio, entretanto algumas pesquisas tem sido
conduzidas no sentido de investigar alguns crioprotetores para que, praticamente, todo o
recurso fitogenético possa ser criopreservado.

As técnicas de armazenamento criogénico oferece outras vantagens além da vida
de armazenamento mais longa, entre elas pode-se citar: a) baixos custos, b) menor mio-
de-obra, c) baixa manutengfo e d) ndo dependéncia de eletricidade.

Devido a essas vantagens que a criopreservagio oferece, o Laboratério Nacional
de Armazenamento de Sementes de Fort Collins dos Estados Unidos, langou um projeto
piloto, para criopreservagdo de germoplasma de plantas, com o objetivo de dispor &
comunidade em geral, de um sistema completo de Bancos de Sementes. Este exemplo
esta sendo seguido por laboratérios do mundo todo.

Assim, diante do exposto e da relevincia dos dois temas, o presente trabalho
teve como objetivo estudar no Capitulo I, a nucropropagacdo ou cultive in vitre de
sementes de gergelim e no Capitulo II, estudar meios que possibilitem conservar as

sementes de gergelim utilizando-se técnicas de criopreservagio.
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CAPITULO I - CULTIVO IN VITRO DE GERGELIM

I.1INTRODUCAO

No mundo, a semente de gergelim ¢ plantada em 6 milh3es de hectares, o que lhe
confere a nona posigio entre as oleaginosas mais cultivadas do planeta. (EMBRAPA,
1999). Apesar de sua importancia a produtividade brasileira ainda € baixa, estando em
torno de 650 kg ha™ .

A planta do gergelim (Sesamum indicum L.} passou a ser cultivada no nordeste do
Brasil a partir de 1986, quando foram estruturados projetos de pesquisa nos estados do
Cear4, Rio Grande do Norte e Paraiba, (BELTRAQ, 1991).

O gergelim possui em média para cada 100g de sementes 593,6 calorias; 13,29%
de glicideos (agucares), 20,6% de proteinas; 50,9% de lipideos (6leo); ,417% de calcio
e 0,560% de fosforo, sendo que o seu Oleo é caracterizado por dois lignantes: sesamiin e
sesamolin, tendo uma coloragio escura e apresentando forte e dominante odor de nozes.

As sementes de gergelim devido as suas caracteristicas sdo usadas para fins
alimentares e medicinais, sendo fonte de excelente dleo, farinha, farelo, tortas e
produtos de confeitaria (GODOY et al., 1985 e SAVY FILHO et al, 1988). '

Diante do potencial nutritivo oferecido por esta oleaginosa ¢ necessario a
preservagdo do seu patnmonio genético para que haja uma melhoria na sua
produtividade, pois os recursos fitogenéticos proporcionam matéria prima para se obter
melhores e novas variedades de plantas, mediante melhoramento vegetal ou através de
engenharia genética.

O melhoramento vegetal proporciona a cultura desejada, uma isengdo de
patbgenos que inibem a sua formagdo; facilita a uniformidade da cultura contribuindo
para o desenvolvimento de novas pesquisas e finalmente oferece a obtenc&o de plantas
capazes de receber genes de outras culturas na constituigio de material vegetal cada vez
mals resistente.

O processo de methoramento vegetal ou cultura de tecido vegetal € uma técnica de

surgimento recente, pois 0s primeiros passos foram dados ja no nicio do século XX e os
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malores avangos foram notados a partir da segunda metade do século (PASQUAL et al,,
1997).

A Cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas nas quais um
explante (célula, tecido ou um orgdo) ¢ isolado e cultivado sob condigBes de plena
assepsia, em um meio nutritivo artificial. O principio basico da cultura de tecidos € a
denominada “totipotencialidade™ das células — qualquer célula no organismo vegetal
contém toda a informacgio genética necessaria a regenera¢io de uma planta completa,

Mediante esta técnica ¢ possivel a manipulagio de explantes em condigdes
fisicas, quimicas e biolégicas Otimas, onde antes do dominio desta técnica era
impossivel.

A tecnologia da cultura de células, protoplastos e tecidos € uma das areas de
major sucesso, como parte do complexo da biotecnologia, e vem sendo ampliada dia a
dia. A manipulacdo de células e componentes celulares, o manejo de tecidos, a produgéo
de mudas em grande escala e com grande rapidez e a adogdo de técmicas de
melhoramento via cultura de tecidos sdo apenas algumas das areas da cultura de tecidos
gue apresentam significativa importéncia.

A medida que avanga o conhecimento sobre a fisiologia da cultura de tecidos
vegetais e s3o0 aperfeigoadas as técnicas a ela relacionadas, cresce a gama de aplicagdes.
No cultivo in vitro existem fatores que influenciam no meétodo de obtengdo, no
procedimento e em seu €xito, como no material vegetal, o meio de cultivo e as
condicdes de incubac¢iio, sendo exigido um meio apropriado e, se necessario a adi¢do ¢
utilizagio de reguladores de crescimento e outras substincias que sejam benéficas para

o desenvolvimento dos explantes.
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Diante do conteiido apresentado, este trabalho tem os seguintes objetivos:

A) Determinar qual a concentragio de hipoclorito de s6dio (NaClQ) para evitar os
agentes contaminantes nas sementes de gergelim variedades {Seridé-1, CNPA-G2

e CNPA-G3), em meios de germinacgdo, PG (papel germitest) e MS (Murashige &
Skoog, 1662.);

B) Identificar os patdgenos contaminantes nos meios de germinagdo das sementes PG

(papel germitest} e MS (Murashige & Skoog,1962).

C) Desenvolver ensaios de indugio a organogénese, “com’” e “sem” o pré-tratamento

das sementes, para a obtengdo de super brotamento de plantulas;

D) Desenvolver ensaios de indugio 4 calogénese para a obtengdo de procedimentos na

formacédo de cales.
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1.2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SEMENTES DE GERGELIM (Histérico)

De maneira geral, nas regides do nordeste de maior risco de seca e periodo
chuvoso curto, so recomendadas cuitivares de ciclo precoce a médio, porque as
cultivares tardias tem, nestas condigdes produtividade bastante reduzida.

As cultivares de gergelim podem ser diferenciadas por véarios atributos, como
altura, ciclo, coloragdo do caule e das sementes e tipo de ramificagio. As cultivares que
apresentam sementes de coloragdo branca e amarelo-claro sdo as de maior valor, pois as
sementes escuias nio tem valor industrial, mas somente caseiro e medicinal,

A seguir podemos observar um pegueno historico das variedades de gergelim,
utilizadas em nosso trabatho, decorrentes de melhoramento genético e tecnoldgico,
realizado pela Embrapa Algodio (EMBRAPA, 1999).

Seridé -1

Foi obtida, através da selecdo massal, a partir dos tipos locais cultivados em
Jardim do Serido-RN. O mateﬁal foi submetido a trés ciclos de selecdo massal para
produtividade e uniformidade. Como caracteristicas principats, é adaptada as regides
fisiograficas do Sertdo e Serid6 do Nordeste. Sementes cinza claro, cultivar de porte alto
(at¢ 180 cm), ciclo tardio (130-140 dias) e processo de crescimento ramificado,
apresenta fruto/axila com sementes de coloragdo creme e cinza e possui susceptibilidade
as doengas mancha angular e cercosporiose.

CNPA-G2

Foi obtida através de selecdo massal, porém a partir de uma populagdo segregante
oriunda do Centro de Pesquisa Agropecudria do Trépico Semi-Arido — CPATSA,
identificada como Venezuela 52, O material foi submetido a trés ciclos de selegio
massal para produtividade e uniformidade. Como caracteristicas principais a
produtividade 56% superior a da TAC-Quro. Cultivar de porte mediano (até 160 cmy),
ciclo médio (100 dias) e habito de crescimento ramificado; apresenta frutos/axila, com
sementes de coloragdo creme, possui tolerdncia a mancha angular e susceptibilidade a4

cercosporiose e murcha de macrophomina.
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CNPA - G3

Aplicado na cultivar Tegel, a linhagem CNPA 86-362, na qual se efetuou pressao
de selegdo para resisténcia a mancha angular, doenca causada pelo fungo
(Cylisdrosporium sesami Hansford) e produtividade. Posteriormente, na fase cultivar
sob a denominagio de CNPA-G3, foi submetida a trés ciclos de selecio massal. Cultivar
de porte mediano (até 160 cm), ciclo médio (100 dias) e habito de crescimento
ramificado; apresenta fruto/axila, com sementes de coloragio creme, possui resisténcia a
mancha angular e susceptibilidade a cercosporiose e a mancha de macrophomina
(EMBRAPA, 1999).

A seguir alguns fatos histéricos que evidenciam a evolugdo da cultura de tecidos
vegetais (TORRES et al. 1999).

Em 1838, Schieiden e Schwann levantaram a hipotese de que toda célula tinha a
capacidade de gerar um individuo, fenémeno que mais tarde seria denominado de
“totipotencialidade”.

Em 1892, Sachs definiu que as plantas sintetizavam substancias capazes de
forma 6rgéios e que apresentam distribui¢@io de forma polar.

Em 1902, Haberlandt tentou demonstrar a totipotencialidade das células das
plantas a partir de ensaios com material muito maduro e obteve pouca expansio, o
desconhecimento dos reguladores de crescimento contribuiu para este insucesso,

Em 1934, White trabathou com raizes de tomateiro e observou crescimento
continuo em meio com extrato de levedura e sacarose. Também em 1934, Kogh e
colaboradores identificaram o primeiro fito-horménio, a auxina (acido indolacético), o
que possibilitou o estabelecimento ¢ a manutencio indefinida de cultura de calos).
Ainda em 1934, Gautheret observou que raizes de Salix e Populus cresciam em meio de
cultura. '

No periodo de 1939 a 1950, Street identificou a auxina como fator importante na
inducdo do sistema radicular e estabeleceu as primeiras relacdes copa/raiz.

Em 1941, Van Overbeck e colaboradores promoveram a diferenciagio € o
crescimento de calo a partir de embrides de Datura stramonium pela inclusdo de leite de
coco no meio de cultura.

Em 1952, Sussex e Steve trabalhando com primordio foliar, observaram que este

originava uma planta. Neste mesmo ano, Stewart ¢ Caplin obtiveram formagio de calo
8
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em diversas espécies de plantas em meio de cultura com auxina e leite de cdco. Ainda
neste ano, Morel e Martin recuperaram plantas de Dalia livres do virus de Mosaico pela
cultura de épices caulinares. Também em 1952, Morel ¢ Martin fizeram a primeira
microenxertia.

Em 1953, Tulecke obteve calo haploide a partir do cultivo de pdlen de Ginko
biloba.

Em 1955, Miller descobriu a cinetina e observou que a mesma causava divisdo
celular maduras desta citocinina.

Em 1958, Wilckson e Thimann observaram que, quando se aplicava cinetina a
uma gema terminal ou lateral dormente, esta saia da dorméncia. Também em 1958,
Reinert e Stewart e colaboradores obtiveram formagdo de embrides somaticos a partir
de calo de cenoura.

Em 1962, Murashige e Skoog elaboraram o meio de cultura mais umversal,
denominado MS.

Em 1984, Paszdawsky e colaboradores obtiveram a transformacgio de células
vegetais com DNA plasmidico.

Em 1985, Horsch e colaboradores obtiveram a infeccdo e a transformacio
genética de discos foliares com Agrobacterium, bem com a regeneragdo das plantas
transformadas.

No Brasil, os trabalhos pioneiros com cultura de tecidos vegetais foram
desenvolvidos no Instituto Bioldgico em S3o Paulo -SP, na década de 1950. A primeira
equipe de cultura de tecidos foi estabelecida em 1971, na ESALQ (Escola Superior de

Agricultura Luiz de Queiroz), em Piracicaba, SP.
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2.2 CULTIVO IN VITRO

Métodos de Assepsia

As sementes ortundas do campo utilizadas como material inicial em cultura de
tecido, sio portadoras de multiplos microrganismos que podem interferir no
desenvolvimento dos explantes, sendo necessario um tratamento de assepsia intenso
para elimina-los.

Varias substdncias com agfo germicida s3o utilizadas para fazer a desinfestacio
dos explantes. Os mais comuns sfo o etancl e os compostos a base de cloro, tais como o
hipoclonto de soédio e de célcio;, algumas gotas de detergente sio comumente
adicionadas as solugGes a base de cloro para melhorar o contato destas com os tecidos.
O Tween 20 ¢ o mais utilizado em concentragdes de 0,01 a 0,05 (v/v), porém
detergentes comuns de cozinha também podem ser utilizados como substituto.

Considerando a sensibilidade do tecido a ser desinfestado, manipula-se a
concentragdo da selugio e tempo de exposi¢io de maneira inversamente proporcional,

O processo asséptico visa portanto inibir o desenvolvimento de patdgenos (virus,
bactérias, fungos ou nemaidides) responsaveis por intbir o poder germinativo das
sementes.

De acordo com JOFFE (1969), oleaginosas como o gergelim, também sdo
condicionadas com contaminagio por patdgenos. HANLEN (1973), reforga essa
afirmativa, pois em sementes de amendoim foram isoladas cerca de 150 espécies de
fungos, muitas-delas responsaveis por graves doen¢as nessa cultura.

LIMA (1984), relata ainda que sementes de oleaginosas como o algodio
inoculado com Rhizopus sp e Aspergillus apresentaram uma porcentagem de
germinagdo e vigor significativamente menores, quando comparados com os das
sementes ndo inoculadas.

SALAZAR (1996) cultivou in vitro segmentos de plantas de gergelim (Sesamum
indicum 1.y variedades “Inamar” e “Arawaca”, provenientes de campo e de laboratério.
Avaliando o efeito da concentracdo de hipoclorito de sodio (0,1,2,4 e 8% p/v ta) ao
tempo de exposi¢io a solugio desinfectante (0,3,5 e 10min.) na prevengio e
aparecimento de microrganismos contaminantes, obtendo-se maiores porcentagens de
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sobrevivéncia dos explantes em concentragio de hipoclorito de sodio a 1% de cloro
ativo, durante 5 minutos.

VIDOR (1995} utilizou explantes de bulbos de jacinto pirenaico (Hyacinthus
amethytina cv. Albus L.), previamente submetidas a distintos processos de assepsia
antes do seu cultivo e evidenciou a eficicia do fungicida Miconazol no controle da
contaminagdo dos explantes no meio.

RODRIGUES et al. (1996) com a finalidade de desenvolver uma metodologia de
micropropagagio eficiente para o abacate (Persea americana Mill), desenvolveram
diversas técnicas para prevenir a contaminacio e a oxidagdo dos segmentos caulinares
desta frutifera. As plantas da variedade “Ouro Verde”, foram mantidas em sacos
transparentes, reduzindo a oxidagdo na parte superior dos segmentos caulinares,
possibilitando a diferenciaggo de gemas. Foi utilizado no ensaio 0 meio de cultivo MS,
com a concentragio salina limitada e suplementado com carvio ativado (1g L"), onde
os segmentos caulinares foram mantidos no escuro, apds inoculagio.

A contaminacdo foi reduzida apds a assepsia complementar em solugdo de cloro
e mercurio (HgCly) em concentragBes superiores ou iguais a 0,2% para fungos € 0,1% a

0,2% para bactérias.

Inducfio a Organogénese

A cembriogénese somatica consiste na formaciio de embridides sométicos
(embrides) a partir de tecidos somaticos, com constituigdo idéntica a da planta mée, a
nio ser nos casos em que ocofre a embriogénese por via indireta, passando pela
formacdo de calos, quando podera ocorrer variabilidade genética. Para que ocorra
embriogénese somatica as células diferenciadas devem ser primeiro desdiferenciadas,
(desprogramacio génica) para ser determinada como células embriogénicas depois da
divisdo celular, (PASQUAL e RAMOS, 1997). A indugdo de embriogénese é muito
dificil se ndio impossivel no caso de muitas espécies vegetais. Os embridides podem ser
utilizados tanto na continuagdo da propagagdo i vifro quanto na produgdo de sementes

sintéticas.

1
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Na embriogénese direta os embridides sio originados diretamente do explante. A
ocorréncia de embriogénese direta tem sido registrada em tecidos gametoficos,
esporofiticos ¢ em tecidos que se originaram em fungio da fertilizagio dos gametas.
Este fendmeno ocorre com maior probabilidade em microsporos dentro da antera e
tecidos de partes do ovério, incluindo as paredes do ovario ou carpelos, évulo, embrido
zigbtico ou plantulas jovens.

O desenvolvimento de plantas podem ser realizados Se duas maneiras:
vegetativamente (clonagem), e de forma generativa (através de sementes).

A multiplicagdo de plantas in vifro para formacgio de Orgdos e embrides
adventicios € realizada com células caracterizadas por sua capacidade de regeneracgio.

A capacidade de regeneragdo ¢ determinada pelo gendtipo, as condigdes
ambientalis {adi¢8o de nutrientes, reguladores de crescimento e condigdes fisicas) e pelo
desenvolvimento da planta.

Assim sendo, diversos pesquisadores obtiveram éxito no desenvolvimento de
plantas através da organogénese. _

ARELLO (1991) obteve através de técnicas de cultura de tecido um elevado
numero de plantas sadias e livres de doengas de quatro cultivares de Gerbera jamesonii
(Appel Bloesen, Marleen, Clementine e Pimpernel). Os explantes foram cultivados em
meio “MS” modificado e suplementado com todas as combinagdes possiveis de BAP-6-
benzilaminopurina (0,0-1,0-2,0-3,0 ¢ 5,0 me.L"); AIA - 4cido indolacético (0,5 m-gkL'])
e KIN — Kinetina (0,0 e 2,0 mg.L™"). Onde ocorreu desenvolvimento de calos com
emissdo de brotos principalmente para as variedades Appel Bloesen e Marleen.

CASTRO (1995) obteve segmentos nodais com cultivares de batata-doce
{{[pomoeba batatas 1.), onde os apices caulinares foram inoculados em meio “MS”
suplementado com ANA+BAP+KIN+AG3eANA+BAP+AG3. As cultivares RC-1.8,
MFT (Mie-de-Familia Tamb¢) TR3-473 e Arrcba produziram plantulas de alturas
similares, porém com diferentes taxas de regeneragiio. A micropropagagdo dessas
plintulas, através de segmentos nodais inoculadas em meio MS contendo 1,0 mg L7 de
AG3 ndo mostrou diferengas entre as cultivares.

FIGUEIREDO (1991) observou que explantes foliares e caulinares de Datura
insignis Barb Rodr. foram cultivados em meio MS, suplementado com diferentes

concentragSes de BAP e NAA. De acordo com as respostas morfogénicas obtidas, os
12
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ensalos mostraram-se propicios a calogénese ¢ a multiplicacio de gemas. Os meios com
concentragOes de BAP mais elevados promoveram a indugio e a produgdo de calos nos
dois tipos de explantes, enquanto que a rizogénese foi favorecida em meios com baixas
concentragdes de BAP. O desenvolvimento de gemas axilares a partir de segmentos
nodais foi observado em meios com baixas concentragdes de NAA.

CUNHA et al. (1992) desenvolveram inimeras pesquisas sobre a produgdo e o
melhoramento de kiwi  (Actinidia deliciosa), utilizando a cultura de tecidos, com a
necessidade de atender a crescente demanda por mudas desta cultura. Foram testados as
variedades Hayward e Allisar na indugio a organogénese, onde os resultados indicam
que a regido da base da folha, proxima ao peciolo, foi a que apresentou a maior taxa de
formagdo e crescimento de calos, enquanto a obtengdo de gemas foi possivel mas em
baixa quantidade, devido provavelmente a elevada concentra¢3o de auxina, promovendo
maior enraizamento do que a formagdo de gemas.

PINTO et al. (1989) objetivou a prohiferagio in vitro de gemas axilares do
porta-enxerto trifoliata (Poncirus rifoliata L.) através da cultura de segmentos nodais e
internodais obtidos de planta adulta. Foram testadas todas as combinagdes possiveis de
BAP (6-benzilaminopurina) ¢ NAA (4cido naftaleno-acetico) nas concentragdes de 0,0;
0.1 ¢1,0me.L" e cinetina a 0,0; 0,1 e 0,5 mg.L”, adicionadas ao meio MS com 4% de
sacarose. A melhor proliferagido de brotos em segmentos nodais foi alcangada em
presenca de ] r_ng.L‘1 de BAP + 0,1 mgL" de NAA. A cinetina usada em todos os
tratamentos ndo apresentou efeito algum. N#o houve proliferagdo nos segmentos
internodais.

SILVA et al. (1995) estudando o estabelecimento de um protocolo eficiente via
organogénese, para a obtengdo de plantas de mandioca (Mawihot esculenta Cranzt.) da
variedade “Trouxinha”. Utilizaram técnicas de indugdo de calos em folhas jovens, onde
foram inoculadas em meio basico MS, suplementado com 5; 10; 15; ¢ 20; mg. L™ de 2,4
D (acido 24-diclorofencacetico), ou 1; 2; 4 e 6 mgL’' de ANA (icido-
naftalenoacetico). Observou-se que o 2,4-D induziu a formac3o de calos do tipo
compacto, enquanto o tratamento com ANA resultou na formagdo de calos fridveis’.

Nos calos cultivados em meio MS com adigdo de 2; 4 ¢ 6 mg L de ANA observou-se a

! Calos fridveis em geral so calos induzidos a partir de calos compactos, obtidos inicialmente em mejos
com varas formulacdes minerais tais como ¢ meio basico MS (Liau ¢t al, 1970; Amstrong et al 19853).
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organogénese indireta de brotos e raizes. Por sua vez, os calos com auséncia de
hormdnios e os tratados com 1 mgL”’ de ANA apresentaram apenas organogénese
indireta de raizes.

LOH et al. (1989) estudaram partes diferentes de mudas de goiaba (Psidum
guajava 1.} e segmentos nodais de plantas enxertadas como explantes em cultura in
vifro. Uma porcentagem de {75 — 100%) da regeneragdo dos brotos foram obtidas com
mudas do hipocétilo e segmentos nodats cultivados em meio MS com ou sem BAP. O
otimo teor de BAP (6-bencilamincpurina) apresentou brotos em segmentos nodais em 1
ano de cultivo,

BHANSALI e ARYA (1979) cultivaram segmentos de talos de lima doce
(Citrus limettioides) em meio bastico MS. A formagdo de embrioides aconteceram apos
60 dias, contendo no meio, um nivel baixo de auxinas (0,1 € 0,2 mg.L"? ) e um nivel alto
de citocininas (0,25 a 2,0 mg L"), O desenvolvimento de brotos aumentou quando o
meio for complementado com extrato de malte (500 mgl” ). Na organogénese foi
observado, na auséncia de auxinas a reducio do numero de brotos e folhas verdes sendo
gue a organogénese foi completamente inibida na presenga do regulador de crescimento
2,4D.

NAIR et al. (1984) estudaram a formagio multipla de brotos, induzidos em
folhas de Amnona squamosa Linn quando inoculadas em meio basico MS, suplementado
com BAP (Bencilaminopurina) e KIN (Kinetina). As vérias auxinas, em combinagio
¢om o meio, produziram calos nos explantes, onde também se observa que os fatores
ambientats afetavam a inducio de brotos, onde o nimero maximo de brotos foi
alcangado em temperatura de 27°C e intensidade luminosa de 100 lux. Os autores
observaram também que foram desenvolvidas raizes quando os brotos eram tratados

individualmente em melo com auxina.

Métodos de Inducio a Calogénese

Na embriogénese indireta os embridides sdo produzidos a partir de calos. A
verdadeira embriogénese indireta requer que as células diferenciadas de um explante
sejam induzidas a dividir calos ndo-diferenciados e, entfio, algumas células se tornam

comprometidas ou predeterminadas em uma rota embriogénica.
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Um calo € basicamente um tecido tumoral, mais ou menos organizado, que
‘geralmente surge sobre orgdos e tecidos diferenciados. Chama-se de indugfo de calos o
inicio de sua formagio. E possivel a formagdo de calos em varias espécies diferentes,
todavia os calos s8o cultivados em meios diferentes, denominados subcuitivos de calos.

Em condigdes excepcionais, e de forma espontinea pode-se produzir a
regeneragdo de érgdos adventicios e embrides, a partir de calos. Em um mejo liquido,
um calo pode formar agregados (massas celulares), ou individuais, originando assim
uma planta completa.

Diversos pesquisadores utilizando a técnica de indugio a calogénese obtiveram o
desenvolvimento de plantas completas, a partir do isolamento de células isoladas.

MATSUMOTO (1991) estudou condigdes de indugdo e crescimento de embrifes
somaticos em mandioca (Manihot esculenta Cranz.) onde calos embriogénicos fridveis
foram induzidos a partir de folhas imaturas cultivadas no meio modificado de “MS”,
suplementado com altas concentragdes de acido 2,4-D (2,4-diclorofenociacético). Os
embrides somaticos foram observados em calos “sem” e “com” 2,4-D em baixa
concentragio deste regulador de crescimento. A inducgio dos embribes somaticos foi
mais eficiente no meio de cultura, suplementado com 0,1 mg L' 2.4-D +1 me. L’ GAs
{acido giberélico), apds duas semanas de pré-cultivo. O namero de embrides somaticos
aumentou, quando suplementando 1 mg.L”! GAs no meio.

MARY (1997) induziu embrides somaticos de calos provenientes de gergelim
(Sesamum indicum L)) variedade TMV6, onde foi estudada a influéncia de diferentes
concentragbes de auxinas e citocininas. Entre as diferentes auxinas testadas, o 2,4-D
(2,4-diclorofenoacético) foi o mais efetivo e resultou em um numero médio mais alto de
embrides somaticos. O efeito combinado de citocininas com 2,4-D também forém
testados, entre as quatro citocininas testadas o 2,2u benziladenina com 13,6pM mostrou
um aumento de embrides somaticos, enquanto que a Zeatina e a Kinetina (6-y-y
dimethylaminopurine) ndo apresentaram resposta.

WEISSINGER e PARROTT (1993) fizeram uma sele¢do para gerar uma
populag:ﬁq de trevo branco (Zrifolium repens L) da cultivar Osceola, com capacidade
embriogénica alta. Foram obtidos para tanto, embrides somaticos de cotilédones
imaturos de trevo branco colocados em meio basico EC6 complementado com 40 mg. L’

de 2,4-D ¢ 6% de sacarose. Os efeitos da auxina 2,4-D com 20 e 40 mg L quando
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suplementado com carboidratos, sacarose e maltose, foram avaliados na influéncia do
estabelecimento da embriogénese somatica repetitiva para determinar a metodologia na
recuperacdo de plantas, com efeitos dos meios MS e EC6. A subeultura repetida de
trevo branco com embrides somaticos em meio basico EC6 complementado com 2,4-D
a 20 ou 40 mg L™, efetivamente mantém a embriogénese repetitiva. O meio que contém
os sats de MS com 6% de maltose como fonte de carboidrato era o mais eficiente para a
recuperagdo das plantas.

BERED et al. (1998) pesquisou nove gendtipos de aveia (Avena sativa L) onde
foram avaliados com o objetivo de testar a sua capacidade de regeneraciio in vitro.
Embrides imaturos medindo entre 1 e 3 mm foram colocados em meio MS com 4
mg L* de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacetico) para a inducdo de calos, Na etapa
seguinte, o regulador de crescimento 2,4-D foi reduzido, e na fase de regeneragio foi
totalmente eliminado. Os calos foram avaliados quanto a sua habilidade de produgiio de
embridides somaticos, sendo realizado um teste de correlagdo entre este carater e a sua
regeneragio. Todos os gendtipos mostraram capacidade de regenerar as plantas, porém
foi detectada a variabilidade quanto a este carater. A analise de correlagdo entre a
embriogénese e a regeneragdo revelou a baixa correlagio significativa entre as
caracteristicas, o que indica que a regenerac¢dc pode ter ocormido principalmente por
organogénese.

Liu e Chen em (1977), citado por CLAPHAM (1977) afirma que o cultivo in
vifro € uma técnica utilizada na produgdo de hapléides de plantas de grande importéncia
econdmica e cientifica. E que Reener e Bajaj no mesmo ano, observaram que anteras de
mats de 18 géneros cobrindo 25 espécies de dicotiledoneas foram cuitivadas gerando
calos, embrides e plantas inteiras. Até mesmo os materiais mais dificeis como cereais (7
géneros que incluem 16 espécies) também poderiam ser cultivados por inducdo a

organogénese formando plantas completas
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I.3. MATERIAL ¢ METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia no Centro Nacional de
Pesquisa de Algoddio — CNPA da Empresa Brasileira de Produgio Agropecuaria —
EMBRAPA, em Campina Grande ~ PB.

Foram utilizadas 3 variedades de sementes de gergelim (Sesamum indicum 1.),

obtidas na Embrapa Algodio, denominadas de Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-G3.
3.2 ASSEPSIA DE INSTRUMENTOS

Todo instrumento utilizado em cada cultivo como filtro, provetas, frascos de
agua, béckers, erlenmeyers, placas de Petn, tubos de ensaio, frascos para meio etc.,
foram esterilizados em estufa (a temperatura de 100°C), durante um periodo de uma
hora.

A manipulacio do material vegetal foi realizada em condigBes estéries em
cdmara de fluxo laminar, previamente limpa com etanol a 96%.

Os instrumentos (bisturis, pingas, tesouras etc.) empregados nos diferentes
cultivares foram esterilizados dentro de cdmara de fluxo laminar flambando-as. Para tal
aplicagdo, se submerge o material em etanol a 96% em seguida esse material entra em
contato com uma chama de fogo, repetindo a operagio vanias vezes durante o trabalho,

ou utilizando o esterilizador elétrico.
3.3 MEIOS DE CULTIVO

O meio de cultivo utilizado nos ensaios fol o meio basico MS (Murashige &
Skoog, 1962) para a germinagio e no processo de indugfo a organogénese, amplamente
utilizado em todos os campos de cultivo in vitro. O meio contém o agar (Bacto agar
(Difco) como agente solidificante em concentragio de 7g.L”'. A fonte de carbono

empregada foi a sacarose (30gL™). Como dissolvente dos nutrientes, vitaminas,
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horménios, sacarose, agar e também se utiliza agua destilada ou desmineralizada. Em
todos os casos o pH (medido em phmetro) foi ajustado a 5,7 — 5,8 mediante a adicfio de
hdréxido de sddio (NaOH — 0,1 ou IN), segundo o caso, antes de dissolver o agar ¢
uma vez adicionando resto dos componentes do meio de cultivo.

O agar for dissolvido no meio mediante o uso de um agitador magnético.
Posteriormente procedeu-se a sua distribuigio em frascos, cilindricos contendo 16 ml de
meto solido, fechados com tampa plastica de rosca. Este tipo de fechamento impede a
disseca¢do do meio e infecglio por patdogenos, permitindo o intercdmbio de fluxo do ar.

O meio uma vez nos frascos, foi esterilizado em autoclave a 120°C e 1kg.cm™
durante 20 minutos. O resfriamento e solidificagdo dos meios de cultivo foi feito a
temperatura ambiente e o seu armazenamento se empregou em camara fria.

Nos ensaios de germinagio e indugio a organogénese foi empregado o meio
descrito por Murashige & Skoog (1962), denominado MS (Tabela 1). Para a germinagio
ndo adicionado fitohormdnios ao meio de cultivo.

Na Figura 1, encontra-se uma foto de plintulas de gergelim, inoculadas em meio

de cultivo MS, utilizadas nos ensaios de indu¢fo a organogénese.

Foto; Sérgio Cobel — Embrapa Algodio

FIGURA 1. Meio de cultive MS utilizado nos ensaios de indugdo a organogénese.
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Para facilitar a preparagio do meio MS, seus componentes se agrupam em
solugdes concentradas (Tabela 2) que foram diluidas no momento de sua utilizac3o.

Na preparagdo de 1L do meio MS, utiliza-se as quantidades das solugBes
concentradas indicadas abaixo:

o Solugdo A— 100 ml

o Solugdo B~ 100 ml

a Solugdo C - 100 mi

o Solugdo D — 100 mli

Nos ensaios de multiplicaco por gemas axilares, foi estudado o eféito de
diferentes combinagdes e concentragdes dos reguladores de crescimento:

Citocininas

0 BAP (6-bencilaminopurina),

o 2iP (6- v, y - dimetilamino purina),

o KIN (6-furfurlaminopurina ou Kinetina).

Nos ensaios de Indugio de calo a partir de segmentos de hipocdtilo, adiciona-se
ao meto MS os seguintes reguladores de crescimento:

Citocinina

2 BAP (6-bencilaminopurina)

Auxinas

0 NAA (Acido « - naftaleno — acético)

o 2,4-D (Acido diclorofencacético) e dgua de cco como substincia natural.

Para o meios de indugdo a organogénes foi utilizado sais minerais de MS,
compostos -orginicos e vitaminas do meio B5 (GAMBORG et al. 1968), segundo
Tabela 3. A preparagdo das solugOes concentradas de citocininas e auxinas s3o
realizadas dissolvendo-a previamente em acido cloridrico ou hidréxido de sédio IN,
respectivamente, antes de adicionar 4dgua destilada. O 4cido giberélico ¢ dissolvido
diretamente em agua destilada.

As auxinas e cifocininas foram adicionados ao meio de cultivo, nas

concentragfes correspondentes para cada caso, antes da esterilizagio do meio.
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TABELA 1. Composigio de sais minerais, componentes orglnicos e vitaminas do

meio basico MS (Murashige & Skoog, 1962).

Macronutrientes ' mg.L!
NHNO; 1,650
KNO; 1,900
CaCl,*2H,0 440
MgSG,*TH;0 37
KH,PO, 170
Micronutrientes o _ me. L
H:BO3 6,200
MnSQ,*4H,0 16,900
ZnSO,*7H,0 8,600
KI 0,830
Na;Mo0,*2H,0 0,250
CuS04*5H,0 0,025
_ COCIz*f’HzO 0,025
Fonte de Ferro ~ mgL?
Na,EDTA*?H,0 37,250
FeSO.*7TH,O 27,850
Vitaminas e outros suplementos orginicos mg. L~
Mioinositol 100,000
Tianuna - HCl 0,100
Piridoxina - HCI 0,500
Ac. Nicotinico _ 0,500
Ghicina 2,000

TABELA 2. Composicio das solugbes concentradas utilizadas para a preparagio do
meio de culiivo MS.

Selugio A (Macronutrientes) ' ' mg L*
NHNO, 16,500
KNGO, . ' - 19,000
CaCIg*2H30 4,4(}0
MeSO*7TH,0 3,700
KH-PO, 1,700

Solugiio B (Micronutrientes) ' : . meg. L

H;BO3 6,200
MnSO*H-0 16,900
ZnSO*7HO 8.600

KI 830
N33M004*2H20 230
CuSO*¥5H,0O 23
CoCl;*6H-0 25

" Solugie C (Fonte de Ferro) ' T
Na,EDTA¥ZH.O 3,725
FeSO,*7TH.0 2,785
Solucho D {vitaminas ¢ outros suplementos orglnices) - - . mgLl T

Mioinositol 10,000

Tiamina - HCl : 10
Piridoxina - HC1 50

Ac. Nicotinico 50

Ghlicina _ 200 S
e e e e i e e ]
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Para preparar um litro do meio, utiliza-se 10 mi da solu¢do concentrada de

vitaminas BS (Tabela 3) no lugar da solugio D do meio MS.

TABELA 3. Vitaminas e outros suplementos orgénicos do meio B5 (GAMBORG et al.,

1968) e da solugo concentrada utilizada.

e o e e

Vitaminas e outros suplementos Meio (mg.L™) - Solugde Concentrada
Organicos ' K (mg.L'y
Mioinositol 160 10,000
Tiamina - HCI 10 1,060
Piridoxmna - HCI 1 100
Ac Nicotinico | 100

3.4 ASSEPSIA DAS SEMENTES

Apds as sementes de gergelim terem sido selecionadas, essas sofreram uma
assepsia com cinco diferentes concentragdes de hipoclorito de sddio (NaCl0O), ou seja 0,
10, 20, 30 e 40% de cloro ativo durante 10 minutos, respectivamente. Apos a assepsia
das sementes, essas foram lavadas trés vezes, em agua esterilizada. As sementes tratadas
foram colocadas para crescimento em meio basico MS e em papel germitest (PG).

No meio basico MS as sementes de gergelim foram colocadas para emergirem
sem regulador de crescimento, nto entanto foi acrescido ao meio, 3% (m/v) de sacarose €
0,55 g/L”' de agar. _

O pH do meio basico MS foi ajustado para 5,7-5,8 antes da autoclavagem a

+120°C por 20 minutos. Para o teste in vitro foram utilizados 20 frascos por tratamento,
com dez sementes por frasco.

Apos o periodo de 7 a 10 dias de cultivo, observou-se o mimero de sementes
germinadas, de acordo com a R.AS, sendo realizado o Teste de Germinagdo com a
contagem de sementes germinadas e o Teste de Vigor que foi realizado utilizando-se o
teste indireto de primeira contagem do teste de germinagio, e altura total de plantulas,
(POPINIGIS, 1979).
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As sementes colocadas para emergirem no papel germitest (PG), foram
assentadas no interior de placas de Petri, contendo uma folha de papel, onde eram
pulverizadas com 4gua esterilizada a cada 24 horas. Para todos os casos, a incubacio foi
mantida a 28+ 2°C com um fotoperiodo de 16hs luz e 8hs no escuro e intensidade
luminosa de 50y mol m™ s, Para determinagio da germinacio e o vigor das sementes
foram utilizadas 4 repetigdes de 50 sementes totalizando 200 sementes por variedade,
para cada método, seguindo-se as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 1992).

Para proceder analise comparativa dos dados obtidos de germinagdo e vigor das
sementes de gergelim para os diferentes meios, utilizou-se um delineamento
inteiramente casualizado, em arranjo fatorial de 2x5x3 (2 meios de germinagfo, 5
concentragdes € 3 cultivares). Essa analise foi realizada como o programa

computacional Assistat, desenvolvido por SILVA, (1996).
3.5 IDENTIFICACAO DOS PATOGENOS

A identificacdo dos patogenos foi realizada no Centro de Ciéncias Agrarias/
UFPB - Campus 111 (Areia), no Departamento de Fitotecnia.

Apos o periodo de germinagdo foi verificado a contarminagdo por fungos nos
frascos utilizados para o cultivo i vifro. Os fungos presentes nas sementes foram
cultivados em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), sendo incubado, durante 12
dias, a temperatura de 30°C e submetido a luz florescente e posteriormente
identificados. |

A identificacio fitopatoldgica foi realizada por coldénia de fungos por frasco
contaminado.

A analise estatistica das colénias de fungos por frascos contaminados foi

realizada em blocos inteiramente casualizados, sendo os dados originais, para a
porcentagem de viabilidade germinagio e vigor transformados em «x +1, utilizando-se

os testes F e Tukey (nivel de significdncia de 5%).
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3.6, INDUCAO A ORGANOGENESE

Na fase inicial para a assepsia das sementes, utilizou-se 20% da soluciio de
hipoclorito de sddio e uma gota de tween 20 para 100m! da solugfio. Na fase posterior
de indugdo a organogénese foram utilizados ensaios “sem” e “com” o pré-tratamento
das sementes que consistia em colocar as sementes em meio MS (sem agar) + BAP
(8mg. L'} por 72 horas, sendo em seguida transferidos para o meio de germinagio.

O meio para indugdo a organogénese, consiste no meic MS suplementado com
vitaminas B5 e a fonte de carbono sendo a sacarose com 3%. O solidificante utilizado
no meio é o agar com 6,0 mg L™, sendo o pH ajustado para 5,8.

A temperatura da cdmara de crescimento utilizada no ensaio situa-se em tomo
dos 25°C com uma intensidade luminosa de 25+ 28umol m™ s,

Os reguladores de crescimento utilizados nos ensaios foram as citocininas: BAP,
2iP ¢ KIN em volume de 6, 8 e 10 mg L™

A analise estatistica foi realizada com delineamento inteiramente casualizado
com um esquema fatorial de 3 x 10 (3 cultivares e 10 meios) com trés repetigdes
(explantes em cada frasco), para cada tratamento. Sendo os pardmetros de avaliagdo:
Explantes Vivos (EV), Proliferagio (PR), Numero de brotos por explante (B/E),
Tamanho de maior broto (TMB) e 0 Nimero de Nos (NN).

A analise estatistica fo1 realizada seguindo paridmetros diferentes para cada etapa
do trabalho onde, para a induc@o a organogénese utilizou-se a transformagao dos dados

obtidos, para a realizacio de anélise de acordo com a férmula a seguir:

AMx+1 onde o x representa os dados obtidos. { 1)

3.7. INDUCAO A CALOGENESE

Para a realizag#o do ensaio de indugdo a calogénese foi realizado inicialmente a
assepsia das sementes de gergelim com 20% da solugfio de hipoclorito de sodio, em

seguida as sementes foram inoculadas em meio MS, complementado com 30 mg L™ de
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sacarose como fonte de carbono e o solidificante utilizado sendo o agar de 5,5 mg L™
sendo suplementado com glutamina (200 mg L) e (0,3 mg L™} de tiamina.

G pH do meio basico MS foi ajustado para 5,8 e a incubacdo foi realizada com a
temperatura de 25°C e intensidade fuminosa em cdmara de crescimento de 25 + 28umol
st

A origem dos explantes foram plintulas a partir de sementes germinadas in vifro,
sendo o hipocétile sendo orgdo utilizado como explantes.

Os reguladores de crescimento utilizados no meio, foram a citocinina BAP {1 e 2
mg L), Auxinas; NAA (0,05 mg.L'E) e 2,4D (2,5 e 3,0 mg L") e outra substincia como
agua de cco a 15%.

O subcultivo dos calos bem desenvolvidos apds 4 semanas da inoculagdo, esses
sdo subcultivados utilizando 2 —~ 3 gramas de calos para o meio fresco substituindo as
vitaminas de MS + 0,3 mg.L”! de tiamina pela vitamina B5. Os pardmetros de avahiacio
foram: friabilidade e coloragio dos calos.

A analise estatistica foi realizada com delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial de 2 x 3 (2 meios ) e (3 cultivares) com 18 repeticdes (trés explantes
em cada frasco) para cada tratamento.

Na induciio a calogénese, com intuito a avaliar os reguladores de crescimento no
desenvolvimento de calos embrionarios, nas 3 variedades de gergelim, utilizou-se as
férrﬁulas a seguir para obtengdo dos pesos imicial (Pi) e peso final (Pf) dos calos, apos

60 dias de desenvolvimento.

Pi = Pfmex — Pfin (2)
_ Pfed — Pfdes
Fr = Pfdes (3)
PU :M (4)
f)
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em que:

Pi = Peso Inicial;

Pf = Peso Final,

Pfm = Peso do frasco com meio,

Pfimex = Peso do frasco com melo + explante;
Pfdes == Peso do frasco a ser descartavel,

Pfed = Peso frasco com calo desenvolvido;

IPU = Incremento de Peso Unitario.

Capitulo 1 - Material e Métodos

Para a coleta dos dados foram utilizadas fichas técnicas com dados explicativos

que encontra-se no Apéndice A-1, em anexo.

Para a realizagio da anédlise estatistica, com representagdo grafica, foi utilizado o

programa computacional Origin 5.0.
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1.4, RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1 ASSEPSIA DAS SEMENTES

Na Tabela 4 encontra-se a analise de varidncia simplificada da germinagiio e do
vigor das sementes de gergelim variedade Seridd-1, CNPA-G2 e CNPA-G3, apds serem
submetidas a um processo de assepsia a diférentes concentragdes de hipoclorito de sodio
e em seguida colocada para germinar nos meio de cultivo MS e em papel germitest
{PG). Nessa tabela verifica-se que existem diferencas significativas ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste de F, na germinagio e no vigor das sementes de gergelim para
todos os fatores estudados e suas interagdes.

Na Tabela 5 podemos observar que germinagio das sementes de gergelim
quando colocadas para germinar no papel germitest (PG), tém valores superiores do que
quando, essas mesmas sementes, sdo colocadas para germinar no meio MS. No entanto,
quando se determina o vigor das sementes no existe diferenca significativa entre os
dois meios de germinagdo.

Na Tabela 5 é possivel de verificar também que as concentragGes usadas de
hipociorito de sodio para a assepsia das sementes afetam a sua qualidade fisiologica.
Observa-se também, nessa tabela, que as concentra¢des que afetam menos a germinago
das sementes esta entre 10 e 20% de hipoclorito de sddio embora a concentragio de
40% ndo defira dessas duas concentragdes. Para o vigor das sementes de gergelim
constata-se que todas as concentragdes utilizadas afetam igualmente o seu vigor.

Ainda na Tabela 5 podemos verificar que, dentre as variedades estudadas, a
CNPA-G2 € a variedade menos afetada com o tratamento asséptico das sementes de
gergelim diferindo sua germinagdo e seu vigor das outras duas variedades (CNPA-G3 e
Seridé-1).

Na Tabela 6 encontram-se os valores de germinacio e vigor das sementes de
gergelim para a interagfio entre os fatores variedades e meio de germinagdo. Nessa
tabela constata-se que para as variedades CNPA-G2 e CNPA-G3 existem diferengas

significativas na germinagfo e vigor das sementes de gergelim quando colocadas nos
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dois meios de germinagdo e que o melhor meio, para essas duas variedades ¢ o Papel
Germitest (PG)

Ainda em relagdo a Tabela 6 podemos observar que a variedade CNPA-G2,
também apresenta os maiores indices de germinagdo e vigor quando comparadas com as
outras duas variedades para os dois meios de germinagio utilizados, embora o vigor da
variedade CNPA-G2 ndo defira estatisticamente, da variedade Serido-1 quando

colocada no meto de cultivo MS.

TABELA 4. Analise de varidncia simplificada da germina¢3o e vigor de 3 variedades de
sementes de gergelim Serido-1, CNPA-G2, CNPA-G3, quando submetida a
diferentes concentragdes de hipoclorito de sodio (0, 10, 20 30 e 40%) em
dois meios de germinagdo papel germitest (PG) e in vitro, utilizando-se o
meio basico MS,

FONTE DE VARIACAO G.L. GERMINACAO VIGOR
F ¥

Meio 2 160,36 ** 106,35 **
Concentragdo 1 75,49 ** 0,26 **
Variedade 4 74,15 *+* 13,61 **
Meio x Concentragdo 2 55,92 ** 60,69 **
Meio x Variedade 3 1524 *#* 402 #*
Concentragdo x Variedade 4 13,77 ** 1,10 **
Meio x Concentragdo x Vanedade 3 10,91 #* 6,78 **
Residuo 90
Total 119

** sionificative ao nivel de 1% de probabilidade peloteste de F
ns nio signifieativo
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TABELA 5. Valores médios da germinagio e vigor das sementes de gergelim para os

fatores variedades, concentragdes de hipoclorito de sodio e meios de
germinagio,

W

VARIAVEIS o GERMINACAO VIGOR
N o R F - F

MEIOS DE MS 81,18 b 3777 a
GERMINACAO PG 8823 a 38432

_ DMS 1,61 2,62
CONCENTRACAQ  Testemunha 98.00 a 4750a
DE HIPOCLORITO 10% 82,33 3400 b
DE SODIO 20% 82,67 b 37.83 b
30% 7833 ¢ 36,08 b
40% 31,88 be 35,08 b

DMS 3,57 581

VARIEDADES DE ~ CNPA-G2 94.75a 51,60a
SEMENTES DE CNPA-G3 7780 ¢ 32,80 b
GERGELIM Serido-1 81,58 b 2990 b

DMS 2,37 3,85

As medidas scguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem estatislicamente entre si ap nivel de 3% pelo teste de
Tukey

Na Tabela 7, mostrada abaixo, encontram-se os valores de germinagdo e vigor
das sementes de gergelim para os fatores vanedades e concentragdo de hipoclorito de
sddio para assepsia das sementes, onde ao analisar-se as colunas observa-se que so a
variedade CNPA-G2 ndo ¢ afetada na sua germinagdo e vigor pela diferentes
concentragbes de hipoclorito de sddio utilizadas para realizar assepsia das sementes.
Contudo ao analisar-se nas linhas, as diferentes concentragdes de hipoclorito de sddio
para cada variedade, observa-se que a germinaglo das sementes para as variedades
Seridd-1 € CNPA-G3 ¢é afetada significativamente para todas as concentragdes de
hipoclorito de sddio e o vigor dessas sementes ndo ¢ afetado quando utiliza-se 20 % de
hipoclorito de sddio na variedade Serido-1 e 30 % na variedade CNPA-G3

Em relacdo ainda a Tabela 7, pode-se observar também gque a germinagdo da
variedade CNPA-G2 nio ¢ afetada quando se utiliza 10 ou 30% de hipoclorito de sédio
na assepsia da semente, embora o seu vigor ndc seja afetado por qualquer uma das
concentracOes de hipoclorito de sodio utilizadas neste trabalho.

Analisando—fse a Tabela 8, onde esta a intera¢io entre os fatores, meios de cultivo

e concentragdo de hipoclorito de sodio, pode-se observar nas linhas, que todos os
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valores de germinagdo e vigor diminuem significativamente quando colocados, nas
diversas concentragdes de hipoclorito de sédio, para assepsia das sementes nos dois
meios de germinagdo, exceglo se faz para o vigor das sementes colocadas a 20% de
hipoclorito de sddio no meio de cultivo MS.

Analisando-se ainda a Tabela 8 nas colunas, verifica-se que existem diferencas
significativas na germinagdo das sementes quando essas sdo colocadas para germinar
nos os dots meio de cultivo, (PG e MS), nas concentragdes de hipoclorito de sddio de
10, 20 e 30%, s0 ndo diferindo estatisticamente na concentragdo de 40 % de hipoclorito
de sédio. Contudo quando analise o vigor das sementes essas s0 sdo diferentes

estatisticamente na concentragdo de 30% de hipoclorito de sddio.

TABELA 6. Valores médios da germinagio e do vigor das sementes de gergelim, para a
interagdo entre os fatores meios de germinaco e variedades, apds assepsia
das sementes nas diferentes concentragdes de hipoclorito de sédio.

GERMINACAO
MEIOS DE VARIEDADES DE SEMENTES DE GERGELIM
GERMINACAO CNPA - G2 CNPA - G3 Seridé - 1
MS 9250 b A 6850 b C 8255a B
PG 97,00a A 87,10a B 80,60a C

DMS / coluna = 2,79 (letras minusculas) DMS / linha = 3_35 (letras mainsculas)

VIGOR
MEIOS DE VARIEDADES DE SEMENTES DE GERGELIM
GERMINACAQ CNPA - G2 CNPA - G3 Seridd - 1
MS 4300 b A 30,30 b B 40,00a A
PG 62,208 A 3530a B 1980 b C

DMS / coluna = 4,54 {letras minisculas) DMS / linha = 5,54 (letras maiusculas)

As medidas seguidas pela mesma letra miniscuia na coluna e maldscula 5 linha, nio diferem estatisticamente entre si 20 nivel de
3%% pelo teste de Tukey
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TABELA 7. Valores médios da germinagio de gergelim, variedades CNPA-G2, CNPA-
(3 e Serido-1, para a interagdo entre os fatores concentragio e variedades,
apos assepsia das sementes, quando submetidas a diferentes concentragdes
de hipoclorito de sodio (0, 10 20, 30 e 40%) em dois meios de germinagio
PG e in vitro, utilizando o meio basico MS.

GERMINACAO - : :
VARIEDADES CONCENTRACAQ DE HIPOCLORITO DE SODIO ( %)
Testemurtha 10 20 30 40

CNPA-G2 99.00a A [9675a A |9L,75a Bi9450a A |%1,75a B
CNPA-G3 199002 A |7L00 ¢ B |7L75 ¢ B (6975 b C|7750 b B
Seridé-1 9700a A (7925 b B|8450 b B|7075 b C|7638 b B

DMS / coluna = 5,30 (letras mintdsculas) DMS / linha = 6,19 (letras maiisculas)
- o . VIGOR
VARIEDADES CONCENTRACAO DE HIPOCLORITO DE SODIO ( %)
Testemunha 10 20 30 40

CNPA-G2 5500a A [4825a A 14975a A |52,00a A 53,00a A

CNPA-G3 4400 b A{2525 bC 12975 b C (3450 b A (3050 b B

Senido-1 4350 b AJ|2850 b B 13400 b A |2175 ¢ C|21,75 b C
DMS / coluna =8,62 (letras mintsculas) DMS / linha = 10,06 (letras maitsculas)

As medidas seguidas pela mesma {efra miniiscula na coluna ¢ maitiscula na linha, nio diferem estatisticamente enlre st ao nivel de
3% pelo Tede de Tukey

TABELA 8. Valores médios da germinagdo de gergelim, variedades Serido-1, CNPA-
(G2 e CNPA-G3, para a interagio entre os fatores meios de germinacao e
assepsia das sementes de gergelim nas diferentes concentragdes de
hipoclorito de sodio.

_ GERMINACAO
MEIOS DE CONCENTRACAO DE HIPOCLORITO DE SODIO ( %)
GERMINACAQ | Testemnunha 10 20 30 40
MS 9833a A 7650 b C[77,50 b B {71,50 b C [82,08a B
PG 9833a A |8817a B |8783a B |8517a B |[8167a C
DMS / coluna = 3,61 (letras minisculas) DMS / linha = 5,05 (letras manisculas)
' - VIGOR |
MEIOS DE CONCENTRACAO DE HIPOCLORITO DE SODIO (%)
GERMINACAO | Testemunha 10 20 30 40
MS 4750a A |3450a B [39,17a A 13333 b B [3433a B
PG [4750a A [3350a B [3650a B 13883a B [3583a B
DMS / coluna =586 (letras muinisculas) DMS / linha = 8,22 (letras maitsculag)

As medidas seguidas pela mesma letra mmintscula na coluna ¢ maidscula na linha, ndo diferem estatiticamente entre si a0 nivel de
5% pele Teste de Tukey

Nos Graficos de 1 e 2 encontram-se as equagles que representam,
respectivamente a variagdes dos percentuais de germinagdo e vigor das sementes de

gergelim, para a variedade CNPA-G2, quando essa ¢ colocada nas concentragdes de 0,
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10, 20, 30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizacio de sua assepsia, e
posteriormente postas no meio de cultivo MS e em papel germitest (PG). Nos dois
graficos as equagdes que expressam essas variagdes sido equagdes de 3° ordem com
coeficiente de determinagdo variando entre 62,77 ¢ 99,99%.

Nesses graficos fica evidente que existem comportamentos diferentes entre os
dois meios de germinagdo evidenciando-se que no papel germitest (PG) as sementes se
desenvolvem melhor e que com relagdo aos percentuais de concentragdo de hipoclorito
de sodio, para realiza¢do da assepsia da variedade CNPA-G2, pode-se usar de 10 a 40%.
Portanto por questdes de economia deve-se recomendar o uso de 10% de hipoclorito de
sodio para assepsia das sementes variedade CNPA-G2 e uso do Papel Germitest para

realizagd@o do teste de germinagao.

T R —
h —  =m -y e
0 B =7 - e -
so -
70 =
- Meio MS '
60 ~ = Dados experimentais
0 Dados calculados
? 50 2 <4 3 2
< - G =99.679 - 1.206.( C ) - 0.055(C )y -7917.10%(C ) R® = 69,59%
(=] 40 -
S : Papel Germitest - PG
£ 30 @ Dados experimentais
E 20 7 — Dados calculados
- .
(C] J G=99.0+0.0917.(C )~ 0.0175.(C ) -3.33.10"(C )’ R? = 99,99%
10
0 L3 T v T L ] L ¥
0 10 20 30 40

Concentragédo de hipoclorito de sédio (%)

GRAFICO 1. Curvas da variagio dos percentuais de germinagdo das sementes de
gergelim, variedade CNPA-G2, quando submetidas as concentragdes
de 0, 10, 20, 30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizagdo de sua
assepsia e colocadas para germinar no meio de cultivo MS e em papel
germitest (PG).
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GRAFICO 2. Curvas da variagdo dos percentuais de vigor das sementes de gergelim,
variedade CNPA-G2, quando submetidas as concentragdes de 0, 10, 20,
30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizagdo de sua assepsia e
colocadas no meio de cultivo MS e em papel germitest (PG).

Nos Graficos 3 e 4 encontram-se as equagdes que representam, respectivamente
a variagdes dos percentuais de germinag@o e vigor das sementes de gergelim, para a
variedade CNPA-G3, quando essa € colocada nas concentragdes de 0, 10, 20, 30 e 40%
de hipoclorito de sodio para realizagdo de sua assepsia, e posteriormente postas no meio
de cultivo MS e em papel germitest (PG). Nas duas figuras as equagdes que expressam
essas variagdes sdo equagdes de 3" ordem com coeficiente de determinagdo variando
entre 96,50 e 99,80%, que foram bem mais elevados que os encontrados para a
variedade CNPA-G2

Nesses Graficos 3 e 4 também fica evidente que as sementes de gergelim,
variedade CNPA-G3, se desenvolvem melhor no papel germitest (PG) do que no meio
de cultivo MS, verificando-se ainda que dentre as concentragdes de hipoclorito
utilizadas para fazer a assepsia das sementes o percentual de 20% deve ser o
recomendado para esta variedade.

As equagdes que representam as variagdes dos percentuais de germinagdo e

vigor das sementes de gergelim, variedade Serido-1, quando esta € colocada nas
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concentragdes de 0, 10, 20, 30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizagio de sua
assepsia, e posteriormente postas no meio de cultivo MS e em papel germitest (PG),
encontram-se, respectivamente nos Graficos 5 e 6. As equagdes que expressam essas
variagdes sdo equagdes de 3" ordem com coeficiente de determinagdo variando entre
53,06 e 92,47%.

Ao contrario das variedades anteriores, observa-se que a variedade Serido-1 tem
um comportamento melhor quando colocada no meio de cultivo MS e que a melhor
concentragao de hipoclorito de sodio para realizagdo da assepsia dessa variedade se da

com 20%.
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GRAFICO 3. Curvas da variagdo dos percentuais de germinagio das sementes de
gergelim, variedade CNPA-G3, quando submetidas as concentragdes
de 0, 10, 20, 30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizagdo de sua
assepsia e colocadas para germinar no meio de cultivo MS e em papel
germitest (PG).
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GRAFICO 4. Curvas da variagdo dos percentuais de vigor das sementes de gergelim,
variedade CNPA-G3, quando submetidas as concentragdes de 0, 10, 20,
30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizagdo de sua assepsia e
colocadas no meio de cultivo MS e em papel germitest (PG).
100
90 }%“ _ ] /,
80 i&ﬁ“"::;“;‘;._._ i
b — W
£ 70 o = \c\
-§_ 60 = Meio MS
o ki = Dados experimentais
£ 50 ] Dados calculados
E 40 - G =95.104 - 0425.(C ) - 0.044(C )" +0.00115(C ) R’ = 53.06%
0 -
0 - Papel Germitest - PG
. @ Dados experimentais
20 _4 Dados calculados
10 G=96,743 - 2.27.(C )+ 0,093.(C )’ - 0,00133.(C ) R? =99,87%
0 L Li Li Li
0 10 20 30 40

Concentragio de hipoclorito de sodio (%)

GRAFICO 5. Curvas da variagio dos percentuais de germinagio das sementes de

gergelim, variedade Serido-1, quando submetidas as concentragdes de 0,
10, 20, 30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizagdo de sua assepsia e
colocadas para germinar no meio de cultivo MS e em papel germitest
(PG).
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GRAFICO 6. Curvas da variagdo dos percentuais de vigor das sementes de gergelim,
variedade Serido-1, quando submetidas as concentragdes de 0, 10, 20,
30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizacdo de sua assepsia e
colocadas no meio de cultivo MS e em papel germitest (PG).

Ao contrario das variedades anteriores, observa-se que a variedade Serido-1 tem
um comportamento melhor quando colocada no meio de cultivo MS e que a melhor
concentragdao de hipoclorito de sodio para realizagdo da assepsia dessa variedade se

realiza com 20%.

Identificagio dos patogenos

Dos dois meios estudados para germinagao das sementes de gergelim, apenas no
meio de cultivo MS detectou-se a existéncia de patogenos.

Com relagdo a esses patogenos, foram identificadas 4 espécies de fungos,
Aspergillus sp, Penicillium spp, Rhizoctonia e o Rhizopus sp., que se encontram nas
Figuras a, b, ¢ e d, respectivamente na Figura 2.

Na Tabela 9, estdo as percentagens de frascos contaminados com os respectivos
fungos. Observa-se nessa tabela que a maior incidéncia de fungos é do género

Aspergillus sp (Aspergillus niger e o A. flavus), sendo que a semente de gergelim,
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variedade Serido-1, é a mais contaminada por todos os patdgenos identificados e a
variedade CNPA-G3 ¢ onde se verifica a menor incidéncia desses fungos.

Os fungos encontrados induzem a formagdo de varias doengas, no entanto,
provocam danos as sementes, por exemplo, (Aspergillus e Penicillium) sio fungos
caracteristicos ao processo de armazenamento e provoca: a) decréscimo de germinagio;
b) descoloragdo de parte ou de toda a semente; c) aquecimento da massa;, d)
transformagdes bioquimicas; e) produgdo de toxinas; f) modificagdes celulares entre
outros. (SOAVE, 1987). Segundo COOK, (1981) os fungos Rhizopus e a Rhizoctonia,
sdo microorganismos que conduzem ao apodrecimento das raizes e ao tombamento das
plantas.

Assim, de acordo com NEEGAARD (1979) a doenga causada por fungos € um
fator que interfere com as fungdes ou com as estruturas da planta, podendo ser de
natureza biogénica e fisiogénica, quando causada por fatores bidticos e abioticos,
respectivamente

Diversos fatores podem ter contribuido para o desenvolvimento de fungos, os
resultados obtidos, podem ter sido decorrente do periodo de colheita ou armazenagem

das sementes, o que favorece ao aparecimento de determinados fungos.
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FIGURA 2. Fungos identificados no meio de cultivo MS.

' Os fungos da espécie aspergillus, sdo conidiéforos longos terminando em projegdo tipo clava, lembrando baquetas. Massa de
conidios pode apresentar coloragdo variada; saprofitas comuns em produtos armazenados, (GALLL 1978).

2 0s fungos da espécie penicillium apresentam conidioforos longos, ramificado-se na parte terminal, conidiéforo (conjunto lembra
vassoura). Massa de conidios com coloragio esverdeada, podridio de frutos citricos. (GALLI, 1978).

* Os fungos da espécie rhizoctonia, siio esclerodios de forma irregular. de coloragio marrom escura. Hifas levemente pigmentadas
de marrom apresentando ramificagdes ortogonais com uma construgio na base e septos distintos. Causa podriddo de raiz e colo e
tombamento de varias plantas, (SOAVE, 1978).

* Os fungos da espécie rhizopus, sio micélios que diferenciam de forma vegetativa incolor e uma regido drea colorida. Os zigotos
sfio produzidos por unido de dois micélios (Tritici de rhizopus saito) que causam uma putrefagio semelhante de batata doce que
contém considerada produgio de amilase, (STEVENS, 1925).
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TABELA 9. Patégenos (fungos), presentes em 3 variedades de gergelim, apos teste
fitopatologico, encontrados em meio de cultivo MS.

Lt aaaae—————— e —

FONTE DE VARIACAQ G.L. F

VARIEDADES
CNPA-G2 CNPA-G3 Seridd-1
Tratamentos 3 46,03 ** 41,65 ** 133,07 *#
Residuo 12
B OO ——
PORCENTAGENS POR AMOSTRA CONTAMINADA
PATOGENOS CNPAG2 CNPA-G 3 Serido-1
Aspergillus sp 1883a 1433 a 2250a
Penicillium spp 18,06 a 8§63 b 19,74 a
Rhizoctonia 1242 b 6,17 b 1522 b
Rhizopus sp 7,76 ¢ 6,17 b 9,79 ¢
MEDIDAS ESTATISTICAS
DMS 3,24 2,50 4,07
CV% 10.81 13,47 11,53

As medidas sepuidas pela mesma lotm ndo difarem estatisticamante enlre s1 2 nivel de 5% pelo teste de Tukey.

4.2 INDUCAO A ORGANOGENESE

Os ensaios de indugio a organogénese foram realizados em 2 etapas: A 1” Etapa
consistiu no ensaio de inducdo a organogénese “sem” pré-tratamento das sementes e 2
2° Etapa foi realizada “com™ pré-tratamento das sementes, lembrando que o pré-
tratamento consistiu na imersio das sementes em meio {(MS - liquido) por periodo de 72
horas. O objetivo dos ensaios consistiu no super brotamento das gemas axilares

dormentes, induzidas a partir de pldntulas germinadas in vitro.
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4.2.1 ENSAIOQ “SEM” O PRE -TRATAMENTO DAS SEMENTES

Na Tabela 10 encontra-se a analise de varidncia simplificada para as variedades
de gergelim (Seridd-1, CNPA-G2 e CNPA-G3) na Indugdo a organogénese utilizando-
se o meio de cultivo MS, sendo que as sementes nio foram pré-tratadas com o meio
(MS - liquido) e o parametro de avalia¢io foi o niumero de explantes vivos. Nessa
Tabela observa-se que existem diferengas significativas ao nivel de 1% de probabilidade
pelo teste de F apenas para o fator variedade.

Na Tabela 11 estd a analise de varidncia simplificada para as variedades de
gergelim (Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-G3) submetidas ao mesmo tratamento anterior,
sendo que, neste caso o pardmetro de avaliagdo foi o numero de brotos por explante
(B/E).

Nessa Tabela 11 constata-se que existem diferengas significativas ao nivel de
1% de probabilidade de teste de F para o fator variedade, meio de cultivo e a interagdo

entre esses dois fatores.

TABELA 10 Analise e varidncia das variedades de gergelim Serido-1, CNPA-G2 e
CNPA-G3 utilizando-se o meio de cultivo MS na indugdo a
organogénese “sem’” o pré-tratamento das sementes (MS-liquido), tendo
como parametro de avaliagio o nimero de explantes vivos (E. V).

FONTE DE VARIACAQ G.L. S.Q. Q.M. F
Variedade 2 0,34 0,17 7,02 **
Meio de Cultivo 9 0,27 0,03 1,37 ns
Vanedade x Meio de cultivo 18 0,46 0,03 1,18 ns
Residuo 420 9,03 0,02

Total 449 10,09

Dados transformados em v X + 1 ;

** Significativo ao nivel de 1%0 de probabilidade;
ns Nio significativo.
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TABELA 11, Analise e varidncia das variedades de gergelim Seridd-1, CNPA-G2 e
CNPA-G3 e o meio de cultivo, MS na inducdo a organogénese “sem” o
pré-tratamento das sementes (MS-liquido), utilizando a varidvel nimero
de brotos por explantes (B/E).

FONTE DE VARIACAO | G.L. S.Q. Q.M. F
Varniedade 2 3,71 1,85 70,50 **
Meio de Cultivo 9 0,97 0,11 4,09 **
Variedade x M. de cultivo 18 2,26 0,13 477 ¥*
Residuo 420 11,04 0,03

Total 449 17,97

Dados transformados em N X + 1,
** Significativo ao nivel de 1°6 de probabilidade;

Na Tabela 12 pode-se observar que a sobrevivéncia mediana do numero de
explantes e do niimero de brotos por explantes, foram significativamente diferentes para
as variedades estudadas. A variedade CNPA-G3 foi o que apresentou o melhor
desempenho de sobrevivéncia, diferindo das outras duas que se igualaram
estatisticamente. O mesmo ndo se passou com o numero de brotos por explantes (B/E),
onde entre variedades de gergelim, a CNPA-G3 apresentou a segunda maior média,
tendo sido suplantada pela variedade Seridd — 1 e tendo sido superior a CNPA-G2. Tal
comportamento se teve, provavelmente ao alto indice do regulador de crescimento BAP
(8mg.L'").

Ainda na Tabela 12 pode-se destacar que nio existem diferencas estatisticas
entre os meios de cultivo, para os explantes vivos (E.V), significando dizer que seu
desenvolvimento foi homogéneo em todos os melos.

Com relagdo ao n° de brotos por explante (B/E) observa-se que ndo houveram
diferencas estatisticas significativas a nivel de 5% de probabilidade entre os meios que
apresentaram o BAP com (8mg.L"') e o 2iP com (10mg.L"), como reguladores de

crescimento.
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TABELA 12. Resultados de sobrevivéncia e nimero de brotos por explante de trés
variedades de gergelim segundo a concentragio de reguladores de
crescimento adicionados ao meto MS, na indugdo a organogénese “sem”
o pré-tratamento das sementes (MS-liquido).

VARIEDADES (E.V) {(B/E)
Seridé-1 1,90 b 2093
CNPA-G2 188 b 1,87 ¢
CNPA-G3 1,95a 197 b
DMS 0,04 0,10
Reguladores de crescimento (mg, L) (E.Y) (B/E)
BAP 2iP KIN
1,91a 1,91 be
6 191a 1,96 abc
8 1,83 a 2,04 a
10 1,89 a 2,00 ab
6 187 a 1,99 abe
8 1,89a 1,98 abe
10 1,97 a 203a
6 1,91 a 1,99 abe
8 1,93a 1,98 abc
10 1,89 a 189 ¢
DMS 0,04 0,11
MEDIDAS ESTATISTICAS
MG 1,91 1,98
CV (%) 7.67 8,20

As médias segurdas pela mesma latra ndo diferem edatigicamente entre si. pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
E.V (Explantes Vivos), BE (n° de brotos por explante).

Dados transformados em v X + 1 )
Reguladores de Crescimento: BAP (6-bencilaminopurina).  2iP (6-y-y -dimatilaminopurina e KIN (6-furfurilaminopurina —
Kindina).

Na Tabela 13 verifica-se que em relagdo aos explantes vivos (E.V) no
desenvolvimento das gemas axilares dormentes nio houve diferengas estatisticas ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, com excegdo a concentragio de BAP
(10mg.L") da variedade Seridd-1 e 2iP (6mg.L") para a variedade CNPA-G2 que
apresentaram indices mais baixos em relagdo aos outros meios. Ainda em relagdo a
Tabela 13 observa-se que variedade CNPA-G3 teve os maiores indices de explantes
vivos embora n3o sejam estatisticamente diferentes das outras duas variedades

estudadas.




Capitulo | - Resultados e Discussao

TABELA 13. Analise comparativa entre as variedades de gergelim Serido-1, CNPA-G2
e CNPA-G3 e o meio de cultivo, MS, na indugdo a organogénese com
avaliagfio de gemas axilares dormentes; sendo a variavel explantes vivos

(E.V).
Reguladores de crescimento VARIEDADES
(mg.L") Serido-1 | CNPA-G2 | CNPAG3
BAP 2ip KIN EXPLANTES VIVOS (E.V)
; 1,902 A 1882 A 196a A
| 6 192a A 1,862 A 1,962 A
3 194a A 1,86 a A 1,98a A
10 182 b B 1,882 A 198a A
6 1,92a A 182 b A 1,88a A
8 1,882 A 1,883 A 192a A
10 1,922 A 200a A 198a A
6 1,92 a A 184a A 196a A
8 1,90 a A 196a A 1922 A
10 1.90 a A 184a A 1942 A

DMS - Coluna = 0.17 (le&ras mindsculas).
DAS “Linha - 0.13 (letras maiasculas).
Reguladores de Crescimento:r BAP (6-bencilaminopurina),  2iP (6-y-y -dimactilaminopurina ¢ KIN (6-furfurilemmopurina -

I

|

i

|

|

‘ Kinatina).
lr
Ll
X . . ~
‘ Na Tabela 14 podemos observar que a variedade CNPA — G3 ndo apresentou
diferengas estatisticas em relagdo aos meios, no entanto na vartedade Serido-1 observa-
se que esta variedade obteve um maior nimero de brotos por explante, do que as
variedades CNPA-G2 e CNPA-G3 evidenciando, o processo de super brotamento nesta

variedade.
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TABELA 14. Analise comparativa entre as variedades de gergelim Seridé-1, CNPA-G2
e CNPA-G3 e o meio de cultivo, MS, na indugdo a organogénese com
avaliagdo de gemas axilares dormentes; sendo a variavel n°. de brotos por

explante (B/E).

saann—————————— o — — — ——————————
Reguladores de

VARIEDADES

crescimento (mg.L™") Serido-1 |  CNPAG2 CNPA-G3
BAP 2iP KIN N° DE BROTOS POR EXPLANTE (B/E)

187 bc A 188a A 196a A

6 207 b A 18a B 1,96a A

8 223a A 1922 B 198a B

10 227a A 180 b C 194a B

6 216a A 188a C 192a B

8 2,19a A 180 b C 194a B

10 2,02a A 200a A 1,98a A

6 215a A 1,84a C 198a B

8 204 b A 190a A 2,00a A

10 185 ¢ A 184a A 198a A

DMS / Coluna = 0,19 (letras minusculas),
DMS / Linha = 0.14 (Jetras maidsculas).

Reguladores de Crescimento: BAP (6-bencilaminopurina). 2iP (6-y-y-dimetilaminopurina ¢ KIN (6-furfurilaminopurina —

Kinectina).

A Figura 3, a seguir evidencia o processo de super brotamento nas variedades de

gergelim apds desenvolvimento de gemas axilares dormentes, “sem” o pré-tratamento

das sementes (MS-liquido).
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Foto: Sergio Cobel- Embrapa Algodio

FIGURA 3 . Super brotamento de gergelim, variedades Serido-1 (A e B), CNPA-G2
(C) e CNPA-G3 (D), apés indugdo a organogénese “sem” o pré-
tratamento das sementes (MS-liquido).
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4.2.2 ENSAIO “COM ” O PRE -TRATAMENTO DAS SEMENTES

A 2* Etapa do trabalho de indugdo a organogénese foi o ensaio “com™ o pré-
tratamento das sementes que consistia na imers3o das sementes em meio (MS -liquido)
por periodo de 72 horas. E o como objetivo dessa etapa foi induzir o super brotamento
das gemas axilares dormentes, a partir de plantulas germinadas in vitro.

Nas Tabelas 15 e 16 encontram-se as analises de varidncia simplificadas para as
variedades de gergelim (Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-G3), submetidas a diferentes
meios de cultivo de indugdo a organogénese, no desenvolvimento de gemas axilares
dormentes (super brotamento), “com” o pré-tratamento das sementes, onde foram
avaliados os Explantes Vivos (E.V) e o Numero de Brotos por Explantes (B/E),
respectivamente.

Nessas tabelas observa-se que existem diferengas significativas para os fatores
variedades e meio de cultivo, além das interagdes entre os fatores, quanto as varidveis
explantes vivos (E.V) e o numero de brotos por explante (B/E), Tabelas 15 e 16

respectivamente.

TABELA 15. Analise de variancia das variedades de gergelim (Serido-1, CNPA-G2 e
CNPA-G3) e o meio de cultivo, MS na indugdo a organogénese “com” o
pré-tratamento das sementes (MS-liquido), utilizando a variavel
explantes vivos (E.V).

FONTE DE VARIACAO | G.L. S.Q. Q.M. F
Variedade 2 0,37 0,19 6.75**
Meio de Cultivo 9 1,08 0,12 4,40 **
Variedade x Meio de cultivo 18 3,81 0,21 7,74 **
Residuo 420 11,49 0,03
Total 449 16,75

Dados transformados em v/ X + 1 ;
** Significative ao nivel de 1% de probabilidade;
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TABELA 16. Analise e varidncia das variedades de gergelim (Serido-1, CNPA-G2 e
CNPA-G3) e 0 meio de cultivo, MS na indugdo a organogénese “com™ o
pre-tratamento das sementes (MS-liquido), utilizando a variavel nimero
de brotos por explantes (B/E).

FONTE DE VARIACAO | G.L. S.Q. | Q.M. F
Variedade 2 5,57 2,79 17,78 **
Meio de Cultivo 9 4764 5,29 33,79 *#
Var. x Meio de cultivo 18 7.24 (.43 2,78 ¢
Residuo 420 65,79 0,16

Total 449 126,84

Dados transformados em A/ X + 1 ;
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade;
ns Nio significativo,

Na Tabela 17 verifica-se que, em relagio aos valores médios entre as variedades
de gergelim Serido-1 e CNPA-G3 n3o houveram diferengas significativas ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey nos fatores de explantes vivos e n® de brotos
por explante. Quanto aos meios, observa-se que ndo existiram diferencas significativas
entre os meios com BAP (6-bencilaminopurina) e KIN (6-furfurilaminopurina —
Kinetina), nas concentracdes de 6 a 10 mgL’ para os explantes vivos (E.V),
entretanto, deve-se salientar que nas concentracdes de BAP com 8 e 10mg L} houve
um maior desenvolvimento no n° de brotos por explante (B/E), no super brotamento de
gemas axilares dormentes.

Ainda em relagio a Tabela 17 observa-se que ndo houveram diferengas
significativas entre os reguladores de crescimento 2iP e KIN em todas as concentragdes

para o Numero de Brotos por Explante (B/E).
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TABELA 17. Resultados de sobrevivéncia e nimero de brotos por explante de trés
variedades de gergelim segundo a concentragio de reguladores de
crescimento adicionados ao meio MS, na indugdo a organogénese “com”
o pré-tratamento das sementes, (MS - liquido).

VARIEDADES (E.V) (B/E)
Sendo-1 1,87 a 20la
CNPA-G2 182 b 1,83 b
CNPA-G3 1,87 a 2,09 a
DMS 0,05 0,11
Reguladores de crescimento (mg.L") (E.V) (B/E)
BAP 2iP KIN
1,93 ab 1,70 ¢
6 1,93a 228 b
3 1,88 abc 263a
10 1,92 a 2,45 ab
6 1,85 abc 1,83 ¢
8 1,77 ¢ 1,85 ¢
10 1,79 be 1,77 ¢
6 1,29 ab 1,75 ¢
8 1,83 abc 1,75 ¢
10 1,85 abe 1,74 ¢
DMS 0,11 0,27
MEDIDAS ESTATISTICAS
MG 1,86 1,68
CV (%) 8.89 20,05

As médias reguidas pela mesma lara ndio diferem edatitiicamente antre si. pelo teste de Tukey 3 5% de probabilidade.
E.V (Explantes Vivos), B'E (n® de brotos por explante):

Dados transformadosem VX + 1 ;

Reguladores de Crescimento: BAP (6-benalaminopurina),  2iP (6-y-v -dimetilaminopurina e KIN (6-furfunlaminopurina —
Kinatina).

Na analise comparativa entre as variedades de gergelim nos diferentes meios de
cultivo, Tabela 18, verifica-se que a variedade CNPA-G3 foi a que teve o melhor
desenvolvimento dos explantes vivos quando comparados com as outras variedades ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, embora, em alguns casos, essas
diferencas com relagdo as outras variedades, ndo sejam significativas.

Observa-se também, na Tabela 18, que para a variedade CNPA-G3 nio existem
diferengas significativas no nimero de explantes vivos para todos os reguladores de
crescimento utilizados e suas diferentes concentragdes, no entanto, na variedade Sertdo-
1, essas diferengas significativas no n® de explantes vivos ndo existem quando se utiliza

os reguladores de BAP (6-bencilaminopurina) ¢ 2iP (6-y-y dimetilamino purina) nas
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concentragbes de 6, 8 e 10 mg L' e para a variedade CNPA-G2 quando se utiliza os

reguladores BAP e KIN (kinetina)nas concentra¢des de 6, 8 e 10 mg.L'l.

TABELA 18. Anilise comparativa entre as variedades de gergelim (Seridd-1, CNPA-
G2 e CNPA-G3) e o meio de cultivo, MS, na indugdo a organogénese
“com” o pré-tratamento das sementes (MS-liquido), na avaliagdo de
gemas axilares dormentes; sendo a variavel explantes vivos (E.V).

Reguladores de VARIEDADES

crescimento (mg.L") Senidd-1 | CNPA-G2 | CNPA-G3
BAP 21P KIN EXPLANTES VIVOS (E.V)

200a A 1,86 a AB 1,84 a C
6 198a A 1,92 a A 1,88 a A
g8 194a A 1,82 a A 1,88 a A
10 1,96a A 1,94 a A 1,86 a A
6 19a A 1,68 b B 1,90 a A
8 1842 A 164 b B 184a A
10 190a A 1,60 ¢ B 1,88 a A
6 1,7 b B 1,99 a A 1,94 a A
8 1,72 b B {,84a A [,94a A
10 164 ¢ B 1942 A 196a A

DALS . Coluna = (.19 {laras minUsculas).

DAMS - Linka = 0,14 (lctras maiOsculas).

Reguladores de cresamentor BAP (6-bencilaminopurina),  23P (6-y-y -dimetilaminopurina ¢ KIN (6-furfurilaminopunna -
Kin&ina).

Na Tabela 19, em uma analise comparativa entre as variedades de gergelim,
utilizando-se diferentes reguladores de crescimento no meio de cultivo, constata-se que
a variedade CNPA-G3 apresentou o maior nimero de brotos por explante apos o ensaio
“com” o pré-tratamento das sementes (MS-liquido), embora em grande parte desses
casos essas diferencas ndo sejam estatisticamente significativas. Em relagio aos meios
de cultivo, o BAP (6-bencilaminopurina) ndo apresentou diferengas significativas para
todas as variedades, nas concentra¢fes de 6, 8 e 1OmgAL", observando-se um
desenvolvimento maior no nimero de brotos por explante, evidenciando o BAP como o
methor regulador de crescimento no desenvolvimento de gemas axilares, quando
comparado com o 2iP e o KIN.

Ainda em relagdo a Tabela 19, observa-se que a variedade CNPA-G2 ndo
apresentou diferengas significativas, quando se utilizou os reguladores de crescimento

BAP e 2iP nas concentragdes de 6,8 e 10 mg L™,
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TABELA 19 Analise comparativa entre as variedades de gergelim Serido-1, CNPA-G2
e CNPA-G3 e o meio de cuitivo, MS, na indu¢fio a organogénese “com”
o pré-tratamento das sementes (MS-liquido)na avaliagio de gemas
axilares dormentes; sendo a variavel n° de brotos por explantes (B.E)

Reguladores de crescimento VARIEDADES

(mg.L) Serido-1 | CNPA-G2 |  CNPA-G3

BAP 2iP KIN N° DE BROTOS POR EXPLANTE
1,76 ¢ A 1,59 b A 1,74 ¢ A
6 2,19a B 206a C 259a A
8 2732 A 2,14a B 30la A
10 241a B 212a C 28la A
6 191 b A 1,82a A 1,75 ¢ A
8 191 b A 1,74 a A 190 b A
10 190 b A 1,72 a A 1,70 ¢ A
6 1,76 ¢ A 165b A 1,83 b A
8 1,78 ¢ A 1,70 a A 1,76 ¢ A
10 1,70 ¢ A 1,70 a A 1,82 b A

DMS - Coluna = 0,46 (Jotras nunisculas);
DMS ’ Linha = 0.34 (letras maiusculas).

Na Figura 4 encontra-se o processo de super brotamento nas variedades de
gergelim com pré-tratamento das sementes (MS - liquido) e apos desenvolvimento de
gemas axilares dormentes.

Na Figura 5 pode-se observar o desenvolvimento precoce das gemas axilares
dormentes das variedades de gergelim, apos inoculagdo em meio MS por um periodo de
olto semanas, onde ndo ocorreu super brotamento das gemas, ressaltando o
desenvolvimento precoce das gemas quando comparado com o super brotamento.

Com énfase a indugdo a organogénese em fase de super brotamento em gemas
axilares, trabalhos similares foram realizados por CASTRO (1995), que obteve
segmentos nodais em cultivares de batata doce (Jpomoeba batatas L), onde os apices
caulinares inoculados em meio MS apresentaram desenvolvimento em 4 variedades de

batata-doce (RC1.8, MFT, TR3 473 e Arroba).
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Foto: Sergio Cobel — Embrapa Algodao

FIGURA 4. Super brotamento do gergelim, variedades Serido-1 (A), CNPA G2 (B e C)
e CNPA-G3 (D), apos indugdo a organogénese “com’ o pre-tratamento das
sementes (MS-liquido).
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4.3 INDUCAO A CALOGENESE

O ensaio de calogénese tem como objetivo a indugdo de material vegetal
hipocoétilo de plantulas germinadas in vitro, para a obtengdo de calos embrionarios, com
a finalidade de utiliza-los posteriormente na indugdo de embridides.

Para a realizag@o deste ensaio de indugdo a calogénese, foram utilizados como
reguladores de crescimento: BAP (6-bencilaminopurina); 2,4-D (diclorofenoacético) e

NAA (acido a-naftalen-acético) e a agua de cdco como substincia natural.
4.3.1 EFEITO DA CALOGENESE

Nos graficos representativos de indugdo a calogénese, verifica-se os efeitos dos
reguladores de crescimento no desenvolvimento de calos embrionérios, para as trés
variedade de gergelim (Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-G3). Nesses graficos observa-se
que a utilizagdo dos reguladores de crescimento BAP(mg.L™"), NAA(mg L"), 2.4-D
(mgL)ea agua de coco (%), induziram a formagdo de calos.

No grafico 7 pode-se observar o maior desenvolvimento de calos na cultivar de
gergelim variedade CNPA-G3, com a atuagdo dos reguladores de crescimento BAP (6-
bencilaminopurina) e NAA (acido a-naftalen-acético), nas concentragdes de BAP (2
mg L") e NAA (0,05 mg.L"), evidenciando-se um maior incremento de peso quando
comparado com as outras variedades.

Ainda em relagdo ao grafico 7 verifica-se que a variedade Serido-1 foi a que
obteve o menor incremento de peso, todavia todas as variedades por um periodo de 60
dias desenvolveram calos a partir do hipocotilo de plantulas de gergelim germinadas in
vitro.

Pode-se observar também, nesse grafico, que a variedade CNPA-G2 apresentou
maior incremento de peso em desenvolvimento de calos quando o meio basico MS foi
suplementado com 2 mg L™ de BAP.

No processo de indugdo a calogénese ARELLO em (1991) obteve calos com
emissdo de brotos em Gerbera jamesonni nas variedades Appel Bloesen e Marleen,

quando inoculados em meio “MS”.
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No Grafico 8 observa-se um maior desenvolvimento de calos na variedade
Serido-1 com a atuagdo dos reguladores de crescimento 2,4D (diclorofenoacético) e
agua de coco, nas concentragdo de (3,0 mg.L™") e 15% de agua de coco, evidenciando
um maior incremento de peso, quando comparado com as outras variedades.

Ainda em relag@o ao Grafico 8 verifica-se que a variedade CNPA-G2 obteve o
menor incremento de peso, quando comparado com as demais variedades, podendo-se
observar, também nesse grafico, que a variedade CNPA-G3 apresentou menor
incremento de peso com a concentragio de 3,0 mg L" do regulador de crescimento
2,4D, enquanto que para a concentragio de 2,5 mg.L'I do mesmo regulador obteve um
maior desenvolvimento de calos.

MATSUMOTO (1991) obteve calos embrionarios em meio MS quando
suplementado com altas concentragdes de acido 2,4-diclorofenoacético (2,4-D). A
indugdo de embrides somaticos foi mais eficiente no meio de cultura, suplementado
com (2,4-D) e (GA3), onde o nimero de embrides somaticos aumentou quando

suplementado com 1mg.L" de 4cido giberélico (GA3) ao meio.
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Atuacao dos reguladores de crescimento em desenvolvimento de calogénese

Bl scmentes de gergelim - variedade Serid6 1
1 sementes de gergelim - variedade CNPA-G2

Bl sementes de gergelim - variedade CNPA-G3

Incremento de peso unitario
(IPU)

GRAFICO 7. Efeito da adi¢io de reguladores de crescimento BAP (1 e 2 mgL™) e
NAA (0,05 mg.L']) ao meio basico MS sobre o incremento de peso do
hipocétilo de trés variedades de gergelim (Serido-1, CNPA-G2 e

CNPA-G3), apos oito semanas de cultivo.
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Atuacao dos reguladores de crescimento em desenvolvimento de calogénese

B Sementes de gergelim - variedade Serid6 1
[ Sementes de gergelim - variedade CNPA-G2
Bl Sementes de gergelim - variedade CNPA-G3

60

- 50

(IPU)

1 - 20

- 10

Incremento de peso unitario

#5E 3.0 (mg)

GRAFICO 8. Efeito da adicio de reguladores de crescimento2,4D (2,5 e 3,0 mgL") e
agua de coco (15%) no meio basico MS sobre o incremento de peso do
hipocoétilo de trés variedades de gergelim (Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-

G3) apos oito semanas de cultivo.

Na Figura 6, encontra-se formagdo de calos embrionarios desenvolvidos com a
atuacdo dos reguladores de crescimento BAP, NAA, 2.4-D e Agua de coco, a partir de
explantes de hipocotilo em cultivar de gergelim. Pode-se observar nessa figura, que os
calos proeminentes da formagdo com reguladores de crescimento BAP e NAA
apresentaram-se “friaveis” com coloragdo de verde para verde-claro, enquanto que os

calos com 2,4-D e agua de coco apresentaram “moles” com coloragio cinza-verde.
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g TR
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e

Foto: Sergio Cobel — Embrapa Algodao

FIGURA 6. Desenvolvimento de calos embrionarios das variedades de gergelim
Serido-1 (A e B), CNPA-G2 (C) e CNPA-G3 (D), em meio basico MS.
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1.5 CONCLUSOES

IT.

Il

IV.

ASSEPSIA DAS SEMENTES:

Mediante os resultados obtidos concluiu-se que:

A variedade CNPA-G2 mostrou-se superior as demais variedades apresentando
0s malores percentuais de germinagio e vigor ndo diferindo da testemunha;

A assepsia das sementes de gergelim, variedade CNPA-G2, pode ser feita com a
concentrag¢do de hipoclorito de soédio variando entre 10 e 40%, indicande — se
10% por ser o valor mais econdmico, sendo que o meio de germinagio
recomendado deve ser o papel germitest, (PG);,

A concentragio de hipoclorito que deve ser recomendado para fazer a assepsia
da semente de gergelim, variedade CNPA-G3, é de 20%, e o melhor meio de

germinagdo das sementes € o papel germitest (PG) em detrimento do meio de
cultivo MS;

Quanto a assepsia da semente de gergelim variedade Serido-1 a concentragio de
hipoclonto de sédio que causa menor danos as sementes é na ordem de 20% e o
meio de gerininagdo recomendado € o meio MS;

Em relagdo 2 analise fitopatologica concluiu-se que os fungos encontrados foram
Aspergillus sp, Penicillium spp, Rhizoctonia e o Rhizopus sp sendo que a
variedade Serido-1 apresentou maior incidéncia de contaminagdo para todos
encontrados, evidenciando a maior presenga do Aspergillus sp em todas as
variedades, entretanto a variedade CNPA-G3 foi a que apresentou menor
incidéncia de fungos.
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IL.

I,

iv.

NA INDUCAO A ORGANOGENESE SOMATICA REALIZADA
CONCLUI - SE QUE:

“SEM” Q PRE - TRATAMENTO DAS SEMENTES.

A variedade CNPA-G3 quanto aos Explantes Vivos (E.V) apresentou os maiores
indices de desenvolvimento, ou seja, maior incidéncia de explantes viaveis ao
brotamento quando comparada com as outras variedades, a nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

A variedade Seridd-1 foi que apresentou maior N° de brotos por explantes (B/E),
estatisticamente superior as outras, ou seja, foi encontrado maior niimero de
brotos por cada explante vivo, ocasionando um processo de super brotamento

nesta fase.

“COM” O PRE - TRATAMENTO DAS SEMENTES.

Nio houve diferengas estatisticas entre as variedades (Seriddé! e CNPA-G3)
quanto aos Explantes Vivos (E.V), ou seja, as variedades envolvidas
apresentaram desenvolvimento semelhantes na obten¢io de explantes vivos por
frasco,

Em relagZo ao N° de brotos por explante, também nio houve diferenga estatistica
entre as variedades Serido-1 e CNPA-G3, ou sgja, ambas apresentaram processo
de desenvolvimento evidenciando super brotamento, a nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Em relagdo aos processos realizados: “sem” e ‘“com” pré-tratamento das
sementes (MS liquido), houve uma incidéncia muito maior de brotos por

explantes vivos quando realizado o pré — tratamento das sementes (MS liquido).

NA INDUCAO A CALOGENESE CONCLUI-SE QUE:

No desenvolvimento de calogénese, utilizando explantes de hipocodtilo de
plantulas germinadas in vifro em cultivar de gergelim, ocorreu maior formagio
de calos em meio MS, quando suplementado com os reguladores de crescimento
BAP (6-bencilaminopurina) e NAA (acido a-nafatalenoacético), em todas as

variedades de gergelim (Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-G3) estudadas.
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CAPITULO IT - CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE GERGELIM

II.1INTRODUCAQ

A importéncia da semente € notoria desde os tempos pré-histéricos, quando foi a
grande causadora da mudanga dos habitos de homem das cavernas, transformando-o de
ndmade e cagador em sedentério e agricultor.

Atualmente, a semente ndo so representa a base da alimentagio da maioria da raca
humana, como foi transformada pela tecnologia moderna, por meio de seus
subprodutos, em subsidios capazes de contribuir com o homem na conquista de espagos
interplanetarios (LIBERAL, 1980).

O grande sucesso da semente como Orgio de perpetuagdo e de disseminacdo da
especie vegetal deve-se, provavelmente, a duas caracteristicas que, reunidas, a tornam
um Orgdo impar no reino vegetal. Sio eles: a capacidade de distribuir a germinagio no
tempo (pelos mecanismos de dorméncia) e no espago pelos mecanismos de dispersdo,
como espinhos, pélos, asas, etc. (CARVALHO e NAKAGAWA, 1980).

Existe uma necessidade crescente de preservacdo do patnménio genético das
sementes para gue haja uma melhoria na produtividade, no entanto, para que as
sementes possam ser armazenadas com o intuito de preservar os recursos fitogenéticos
das plantas, foram estruturados Bancos de Sementes em inumeros significativos de
paises, pois os recursos fitogenéticos proporcionam matéria prima para se obter
melhores e novas variedades de plantas mediante as técnicas de melhoramento vegetal
ou através de engenharia genética.

Com o passar das décadas e mais especificamente no século XX, devido o
crescente aumento populacional da humanidade houve a necessidade de preservar o
patrimdnio genético das sementes com vista a possibilidade de melthoria da
produtividade.

Como alternativa ao banco de germoplasma tradicional, tem sido utilizada a
criopreservagio das sementes, que consiste em conservar as sementes em temperaturas
criogénicas a —196°C, por imersdo dessas sementes em nitrogénio liquido, a -170 °C,
utilizando o vapor do nitrogénio. De acordo com PITA VILLAMIL (1997), a

preservagio das sementes abaixo de —130°C permite que o metabolismo das sementes
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seja paralisado, impedindo a sua deterioragio. Segundo o mesmo autor, a
criopreservagdo tem se mostrado como um método eficiente, pratico e de baixo custo na
preservagdo dos recursos fitogenéticos, além de manter a semente viavel por tempo
considerado indefinido.

Assim o armazenamento das sementes com o uso do nitrogénio liquido (N,L) tem
o potencial tedrico de permitir a “preservagdo indefinida”. Contudo a capacidade das
sementes de determinadas espécies de resistir ao resfriamento em nitrogénio liquido a
(-196°C), sem danos, € o primeiro passo critico e principal para a aplicagio pratica desta
técnica de preservagio. Mais de 120 espécies de representagdo agrondémica, como
legumes, flores, arbustos e espécies de arvores, foram resfriadas em nitrogénio liquido
para verificar a existéncia de perda da viabilidade. Segundo STANWOOD (1980),
espécies como linho (Linum usitatissinum L.) e gergelim (Sesanum indicum L)
parecem ser resistentes aos danos que possam ser provocados quando imersas em
nitrogénio liquido.

Para as sementes onde esses danos impedem a sua criopreservagio, devido a
velocidade de congelamento ser muito rapida, tem-se utilizado alguns crioprotetores que
tem como objetivo impedir véarios danos como o trincamento das sementes €
ocasionando maiores perdas no processo germinativo.

Apesar das vantagens da criopreservagdo, existem problemas decorrentes da
complexidade técnica e biolégica do processo de congelamento e descongelamento,
portanto, torna-se necessario desenvolver procedimentos especificos para cada tipo de
cultura agricola (ASHWOOD-SMITH, 1985).

Para a criopreservagdo de sementes, o teor de umidade pode ser um desses
problemas, pois o produto quando colocado para congelar com alto teor de umidade a
baixas temperaturas, as particulas de agua, no interior das sementes, congelam
provocando expansdes que podem danificar as células, refletindo na qualidade
fisiologica do produto. No entanto, se a semente for criopreservada com teores de
umidade baixos, podem ocorrer segmentos vazios entre os espacos intercelulares, que
antes eram ocupados pelas moléculas de dgua, que podem provocar trincamentos ou
quebras das sementes. Desta forma, torna-se necessario determinar o teor de urmnidade

limite para criopreservagio (TULC), que consiste na obtengdo do teor, ou teores de
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umidade, nos quais a germinagio e o vigor das sementes sejam mantidos proximos dos
iniciais.

DINIZ (1999), determinou o teor de umidade limite para criopreservagio (TULC)
de 4 variedades de sementes de mitho (BR-451, BR-201, BR-212 ¢ CMS-54),
submetidas a 3 dias de armazenagem em nitrogénio liquido, onde concluiu que o teor de
umidade limite para criopreservar tais variedades, esta em torno de 9% base Umida.

Todavia, em um banco de germoplasma a baixas temperaturas, ndo sé o processo
de criopreservagdo deve ser levado em consideragdo como também o método de
descongelamento, pois quanto mais rapido ocorrer o descongelamento das sementes,

melhor a preservagdo de suas caracteristicas fisiologicas,

Portanto, diante do conteudo apresentado, este trabalho teve o0s seguintes

objetivos;
CRIOPRESERVACAO:

v Determinar o Teor de umidade limite para criopreservagio (TULC) das

sementes de gergelim;

v Avaliar a germinag3o e o vigor de 3 variedades de sementes de gergelim
{Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-G3) quando submetidas a temperatura de
criopreservagio a -196°C “sem” e “com” crioprotetores {Crioprotetor 1 -
Envelope de aluminio, Crioprotetor 2 - Tubo polietileno e o Crioprotetor - 3
Amido de milho, como crioprotetor natural ), utilizando duas técnicas de
descongelamento (temperatura ambiente a £ 25°C e ao banho termostatizado a

(40°C); apos periodos de 5, 30 e 60 dias de armazenamento.
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II.2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GERMINACAO

Para que o processo de germinagdo ocorra, todas as condigdes ambientais como:
agua, temperatura, luz e oxigénio devem ser favoraveis. Segundo ZINK e MENDONCA
(1964), ambientes sujeitos a variagdes muito acentuadas na condigdes atmosféricas sdo
impréprias a conservagdo do poder germinativo das sementes. Por outro lado, a
uniformidade de tais condigdes mostra-se favoravel a manutengdo do seu poder
germinativo,

CARVALHO e NAKAGAWA (1980) afirmam que do ponto de vista
agrondmico, a germinagio € o processo que se inicia quando a semente seca € plantada
em solo Umido e termina quando a pldntula emerge do solo. Desta forma, do ponto de
vista fisiologico, a germinagdo consiste no processo que se inicia com o suprnimento de
agua a semente seca e termina quando o crescimento da plantula se inicia.

A germinagdo ¢ o reinicio do crescimento do embrido paralisado nas fases finais
de maturagdo. Os processos fisiologicos do crescimento exigem atividades metabolicas
aceleradas, e a fase inicial de germinagdo consiste primariamente na ativagdo daqueles
processos pelo aumento do teor de umidade e da atividade respiratoria da semente,
(POPINIGIS, 1985).

O teste de germinacio é a obtenc3o de informagdes que permitam determinar o
valor das sementes para semeadura e a compara¢do desse valor em diferentes lotes
sendo importante sua padronizagio (MARCOS FILHO, 1987).

Germinagdo de sementes em teste de laboratorio € a emergéncia e
desenvolvimento das estruturas essenciais do embrifo, demonstrando sua aptiddo para
produzir uma planta normal sob condigdes favoraveis de campo. E para que uma
plantula possa continuar seu desenvolvimento até tornar-se uma planta normal, deve
apresentar as seguintes estruturas essenciais: sistema radicular (raiz priméria, raizes
secundarias e em certos casos raizes seminais), parte aérea (hipocétilo, epicétilo, em

certas gramineas, mesocotilo e gemas terminais), cotilédones (um ou mais) e coledptilo
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(em todas as gramineas). O objetivo final do teste de germinagdo é obter informacdes
para fins de semeadura e fornecer dados que possam ser usados para comparar o valor

de diferentes lotes de sementes, segundo a R.A.S (Regras para Analise de Sementes),
(BRASIL, 1992).

2.2 VIGOR

A nogdo de vigor deve ter surgido nos primordios da humanidade,
provavelmente a partir de um determinado ponto em que o homem tenha comegado a ter
um contato mais consciente com animais e vegetais. Trata-se o vigor de um fato
biologico que se evidencia facilmente aos olhos a partir de uma observagdo um pouco
mats atenta: individuos da mesma espécie, ammal ou vegetal, apresentam taxas de
desenvolvimento diferentes, o que os leva, naturalmente, a uma classificacio em
“fortes”, “fracos”, etc. (VIEIRA, 1994),

Embora o conceito de vigor tenha sido estabelecido a alguns anos, ndo existe
nenhuma defini¢do que seja aceita universalmente (POPINIGIS, 1979).

O vigor da semente, segundo DELOUCHE (1965) ¢ a soma de todos os atributos
da semente, que favorecem o estabelecimento em manté-la em pé sob condi¢bes
desfavoraveis, o vigor das sementes cresce a medida que aumenta seu teor de matérnia
seca, alcan¢ando 0 maximo no ponto de maximo peso de matéria seca, ou seja, quando
atinge sua maturidade fisiologica (POPINIGIS, 1977).

Segundo PERRY (1977) o vigor € a soma total das propriedades da semente que
determinam o nivel potencial de atividade e desempenho da semente ou lote de semente
durante a germinagdo e emergéncia da plintula. As sementes que apresentam bom
desempenho sdo chamadas “vigorosas”, enquanto as que apresentam fraco desempenho,
s3o chamadas “sementes de baixo vigor”.

O mais importante de todos os fatos determinantes do desenvolvimento do
conceito de vigor veio a dar-se, contudo, no 9° Congresso da ISTA, em Washington,
EUA. Naquela reunido, tecnologistas de sementes americanos e europeus haviam

programado chegar a uma acordo com relagio a natureza do substrato a ser usado para o
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teste de germinagio de sementes. Até aquela época, os laboratorios de analise de
sementes americanos davam preferéncia ao solo para usar como substrato do teste de
germinagdo, ao passo que os europeus preferiam um substrato artificial (VIEIRA,
1994).

A defini¢do do que seja o vigor de sementes foi um dos aspectos em que mais
discutiram o préprio Comité de Vigor e tecnologistas de sementes do mundo todo, nio
se tendo chegado a uma redagio Gnica até hoje. As duas principais associagdes que
congregam tecnologistas de sementes (a ISTA e a AOSA) tem, cada uma, a sua
definigdo. A da ISTA foi adotada em 1977 ¢ a da AOSA em 1980. Sio elas as
seguintes;

ISTA: * Vigor de sementes € a soma daquelas propriedades que determinam o
nivel potencial de atividade e desempenho de uma semente ou de um lote de sementes,
durante a germinagdo e a emergéncia da plantula” (ISTA, 1981).

AOSA: “Vigor de sementes compreende algumas propriedades que determinam
o potencial para uma emergéncia rapida e uniforme e para o desenvolvimento de
plantulas normais sob uma ampla faixa de condi¢Ges ambientais (AOSA, 1983).

De acordo com VIEIRA e CARVALHO (1994) a altura ou comprimento da
planta visa determinar o vigor relativo de um lote de sementes, sendo consideradas as
mais vigorosas as que produzem plantas com maiores valores de comprimentos médios
da parte aérea. Segundo os autores o peso da maténa seca da planta visa determinar o
valor relativo de um lote de sementes, avaliando-se 0 peso médio da maténa seca da
parte aérea das plantas, baseado no principio de que sementes que produzem plantas
com o maior peso médio de matéria seca da parte aérea da planta em sua fase inicial de

desenvolvimento, sob condigdes de campo, sdo consideradas mais vigorosas.

2.3 CRIOPRESERVACAO

A criopreservagdo em nitrogénio liquido é um método eficiente e pratico para a
conservagdo dos recursos fitogenéticos.
MEDEIROS e CAVALLAR (1992) definem criopreservagdo em nitrogénio

liquido como sendo a preservagio de materiais biologicos a baixas temperaturas (entre
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—-160 e -196°C) onde sob essa temperatura todos os processos metabolicos sdo
paralisados e mantido em estado latente, proporcionando consegiientemente uma
preservagdo indefinida.

De acordo com ASHWOOD e SMITH, (1985), na criopreservagio a -196°C o
material biologico fica armazenado de maneira estivel, nessa temperatura pois todos os
processos metabolicos, como respiragio e atividade enzimatica, sdo inativados. Assim
sendo, pode-se supor que no material armazenado por criopreservagio, ndo ocorrem
mudangas significativas em fungio do tempo. O unico dispéndio necessario durante a
criopreservagdo ¢ o reabastecimento com nitrogénio liguido, eliminando, assim os
problemas associados 4 manuten¢do das culturas (ASHWOOD-SMITH, 1985).

Apesar das vantagens da criopreservagdo, existem problemas decorrentes da
complexidade técnica e biologica do processo de congelamento e descongelamento de
produtos. Sistemas distintos de cultura reagem diferentemente a criopreservagio,
tornando-se necessario desenvolver procedimentos especificos para cada tipo de cultura.

IRIONDO (1992), também estudou a preservacdo em nitrogénio liquido de
varias espécies selvagens e cultivdveis, com diferentes teores de umidade e periodos de
exposi¢do. Na maioria das espécies nenhuma diferenga significativa foi detectada na
porcentagem de germina¢do das sementes nos diferentes teores de umidade.

WIESNER (1994) pesquisou © armazenamento em nitrogénio liquido de
sementes de alfafa (Medicago sativa 1.), onde observou-se que as sementes
apresentaram-se danificadas quando expostas ao N;L. Nesse trabalho foram avaliados
os efeitos de germinagdo, viabilidade, cotilédones quebrados, vigor e peso seco.

BHAT (1994) afirma que sementes de Musa balbisiana com teor de umidade
variando entre 13 e 18% (b.u) sobreviveram a exposi¢do ao nitrogénio liquido. Apds o
descongelamento ocorreu a germinagdo em torno de 90% dos embrides, o tegumento da
semente fol descoberto sendo a principal barreira para permeabilizar e prevenir a
germinacio.

CHAUDHURY (1995) pesquisou em sementes de Cardamom com teores de
umidade possuindo cerca de 7,7 ¢ 14,3% sendo essas criopreservadas com sucesso por
um periodo de um ano no vapor do nitrogémio liquido a (-150°C), apresentando apos

descongelamento cerca de 80% de germinagao.
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MUNIFORD (1979) estudou sementes de lim3o com baixos teores de umidade
(1,2% b.u), € sementes recém colhidas. As sementes recém cothidas morreram através
da imersdo em nitrogénio liquido. As sementes com tegumento nio mostraram nenhuma
mudanga em porcentagens de germinagdio apos o congelamento, mas sementes sem
tegumento apresentaram os melhores resultados, embora se tenha observado redugio na
germinacio que foi atribuido aos danos mecénicos.

MEDEIROS e CAVALLARI (1990) realizaram estudos sobre a germinagdo das
sementes de aroeira (Astronium wurundeuva (Fr. All) Engl), quando submetidas a
secagem ¢ a imersdo em nitrogénio liquido objetivando a conservagdo desta espécie em
banco de germoplasma. Os resultados obtidos mostraram que as sementes de Aroeira
podem ser armazenadas em nitrogénio liquido com um teor de umidade de 6% b.u.

STANWOOD (1979) menciona que sementes de 14 espécies de legumes ¢ 2
espécies de flores, foram colocadas em envelopes de papel e esses imersos em
nitrogénio liquido por periodos de até 180 dias, nio observando efeitos adversos de
germinagdo. Nesse trabalho o mesmo autor menciona que foram testadas sementes de
feijdo (Phaseolus vulgaris L), alface (Lactuca sativa L) e ervilha (Pisum sativum 1L.)
sendo que essas sementes também ndo indicaram nenhuma reducdo na germinagdo ou
no vigor apds a exposi¢do em nitrogénio liquido. Assim o autor relata que esse método é
eficaz no armazenamento a longo prazo em bancos de sementes.

PENCE (1991) executou um projeto para determinar a viabilidade em sementes
silvestres da regifo de Chio a criopreservagdo em nitrogénio liquido. Foram feitos um
total de 527 testes em 237 espécies, tendo-se observado que 79% dos testes realizados,
as sementes expostas ao NaL ndo tiveram nenhum efeito prejudicial em relagio a sua
germinagio.

No entanto, GONZALEZ-BENITO (1995) ao estudar a germinaciio de sementes
de sete cultivares de Aipo (Apium graveolens) apds o armazenamento em nitrogénio
liquido por um periodo de 30 dias, constatou que a germina¢do diminuiu
significativamente.

Sementes de Populus deltoides foram analisadas por PENCE, (1996) para
verificar a possibilidade de secagem em fluxo laminar e o armazenamento as
temperaturas de 4°C, -20°C e em nitrogénio liquido podendo ser usado para o

armazenamento em banco de germoplasma.
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Sementes de bambu (Bambusa arundinacea) foram armazenadas apos serem
colocadas em bolsas plasticas herméticas e transparentes a uma temperatura de —70°C
de forma gradativa (40°C, -20°C e -70°C). Os resultados indicaram que cerca de 65%
das sementes germinaram apos um periodo de um ano (BRAHAMACHARY, 1994),

STANWOOD e SOWA (1995) armazenaram sementes de 14 variedades de
cebola (A7ifum cepa L.) as temperaturas de 5, -18 e —196°C ¢ avaliaram os efeitos da
germinagdo durante um periodo de 10 anos. Os resultados indicaram que a germinagio
média das sementes armazenadas a —18 e —196°C ndo declinou ao longo do tempo

ficando em torno de 92%, enquanto a germinagdo de sementes armazenadas a 5°C caiu
de 94 para 68%.

v

WIESNER, et al,, (1993) criopreservaram sementes de alfafa (Medicarpo sativa
L. subsp. Sativa) em nitrogénio liquido (-196°C) e no vapor de nitrogénio liquido
(160°C) por 24 horas e constataram que houve quebra de cotilédones quando exposto ao
N:L em forma de vapor. A quebra de cotilédones foi reduzida quando a semente foi
escarificada antes da exposi¢io ao nitrogénio liquido.

O armazenamento de sementes € o método tradicional para a preservagio de
germoplasmas. Porém, as sementes de varias espécies de arvores sio recalcitrantes, elas
s30 sensiveis a umidade e a temperatura e, assim, ndo podem ser armazenadas a longo
prazo de tempo.

ROBERTS, (1973) introduziu o termo ortodoxas para espécies cujas sementes
podem ser submetidas a secagem e apds armazepadas a baixas temperaturas,
permanecendo viaveis por longo periodo de tempo. Existem ainda as sementes
recalcitrantes que perdem a viabilidade quando desidratadas, dificultando sua
conservagao.

CHADEL et al. (1995) pesquisou em sementes recalcitrantes de cha (Camellia
sinensis (L.) O. Kuntze), cacau (Theobroma cacao 1..) e Jaca (Artocarpus heterophylius
L) onde foram criopreservadas com os teores de umidade de 24, 35 e 31%
respectivamente. Os resultados indicaram que a esses niveis de umidade as sementes
ndo toleraram o congelamento em nitrogénio liquido a (-196°C). Alguns casos de
sobrevivéncia foi observado quando sementes de cha e jaca foram crioconservadas a

14% de teor de umidade
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NORMAH e VENGADASALAM (1992) relataram que sementes de café
(Coffea liberica Bull ex Hiern) podem ser criopreservadas com um sucesso de 53,3% de
sobrevivéncia para um teor de umidade de 16,7%, enquanto que os embrides apds serem
criopreservados com um teor de umidade de 20% obtiveram 86% de sobrevivéncia. Foi
observado também , nesse experimento, que sementes de café com tegumento
sobreviveram melhor do que aquelas sem tegumento. Os pesquisadores relataram
também que sementes de feijao (Vigna sesquipedalis L.) mostraram-se normais com
caracteristica de sementes ortodoxas, e tanto as sementes com teor de umidade de 9%
como os embndes cortados com teores de umidade de 6,7-10,5%, se criopreservaram
com uma sobrevivéncia de 90%.

A criopreservagdo em nitrogénio liquido também esta sendo utilizada na
preservagdo de cultura de tecido, TANNOURY et al., (1995), utilizaram esse método
para criopreservar em nitrogénio liquido o tecido apical do cravo (Dianthus caryphyilus
1..) que foi encapsulado com um teor de umidade de 20%. Os resultados nio indicaram
mudangas significativas na sua propagagio apos 0 armazenamento a —-196°C.

GONZALEZ —-BENITO et al. (1997) observaram que brotos de explantes in
vifro de plantas em extingdo (Cemfaurium rigualli Esteve, Gentianaceae) foram
criopreservadas com sucesso. Métodos para melhorar a sobrevivéncia apds imersio em
nitrogénio liquido (-196°C) foi desenvolvido utilizando a técnica de desidratagdo-
encapsulagdo para protecio contra os cristais de gelo. Os explantes foram colocados em
nitrogénio liquido por 1h e subsequentemente descongelados em banho-maria,
mostrando apos 8 semanas de cultivo 70% de sobrevivéncia.

RAJASEHARAN (1994) estudou a criopreservagio do polen de quatro
cultivares de rosa, o polen reteve a viabilidade indexado por germinagio in vitro por 24
horas e periodo de um ano de armazenamento em nitrogénio liquido. O polen
criopreservado manteve sua habilidade para fertilizar e produzir novas sementes. De
acordo com o autor a disponibilidade do polen criopreservado permite que a rosa fosse
polinizada qualquer hora do ano e em qualquer local. A preservacdo criogénica também
ofereceu a possibilidade de conservar a estrutura do gene haploide em espécies de rosa,
para a facilidade aos bancos criogénicos de pdlens.

Estdo sendo feitos esforgos internacionais para desenvolver métodos diferentes

do tradicional armazenamento, manuten¢do, conserva¢io e a troca de germoplasmas
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com intuito de explorar as possibilidades na criagdo de “Bancos de Germoplasmas™ dos
recursos genéticos de plantas raras. Nesta consideragdo, a cultura de tecido combinada
com a tecnologia de criopreservagao esta sendo vista como ajuda complementar para os

métodos ja existentes (BAJAJ, 1980).
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1.3 MATERIAL e METODOS

A segunda etapa da pesquisa foi realizada no Setor de Criogenia do Laboratorio
de Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas do Departamento de
Engenharia Agricola da Universidade Federal da Paraiba — Campus II, em Campina
Grande — PB.

Para a realizagdo deste trabalho, foram utilizadas 03 variedades de sementes de
gergelim (Sesamum indicum L.), sendo elas: Serido — 1, CNPA-G2 e CNPA-G3 (Figura
10), cedidas pela Embrapa — Algoddo, em Campina Grande.

FOTO: Sergio Cobel — Embrapa Algodio

FIGURA 7. Variedades de sementes de gergelim
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3.1. DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE LIMITE PARA
CRIOPRESERVACAO (TULC)

Para realizagdo do trabalho foi necessario a determinagio dos teores de umidade
inicial de cada variedade de sementes de gergelim através do método padrio da estufa a
105 = 3°C, por 24 horas, de acordo com as “Regras de Analise de Sementes” (Brasil,
1992). Foram pesadas 3 amostras de 10g (Pi) para cada variedade de sementes de
gergelim através de uma balanca eletrénica marca Mettler, modelo PC 440, com
precisdo de 0,01g. Apds o tempo de exposi¢do na estufa, as amostras foram resfriadas
em dessecador por um periodo de 30 minutos e em seguidas pesadas, obtendo o peso

final (Pf). A porcentagem de umidade foi calculada aplicando-se a seguinte expressio:

Yobu = @xl 00 em que: (5)
i

P1 = peso inicial da amostra (gramas),

Pf = peso final da amostra (gramas);

% b.u =teor de umidade, base umida.

Para todo o trabalho onde se fez necessario a determinagio do teor de umidade,
este método for utilizado, ndo s6 para a determinagdo do teor inicial das sementes.

Apods a determinacdo do teor de umidade inicial de cada variedade de sementes
essas foram secas ou umidificadas até que atingissem os teores de umidade de (2, 4, 6,
8, 10 ¢ 12% b.u.) das sementes. A quantidade de agua a ser evaporada ou absorvida, em

gramas, for determinada com a seguinte expressao:

_Wi=Uf)

Pf = Pix (100~ 17) em que: (6)

Pf = guantidade de agua a ser evaporada ou absorvida (gramas);
Pi = peso inicial das sementes (gramas),

Uf = teor de umidade final das sementes (%),

Ut = teor de umidade inicial das sementes (%).
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3.1.1 SECAGEM DAS SEMENTES

Para a secagem das sementes as amostras de gergelim foram colocadas em um
secador, (Figura 8) contendo como material dessecante silica gel. As amostras foram
pesadas a cada 24 horas, até que atingissem os pesos referentes aos teores de umidade
desejados. Para este fim foi utilizada uma balanga eletronica modelo Mettler PC 440,

com precisao de 0,001g.

1
5

2
6

3
7

4

1. ABERTURA; 2. LUVA; 3. TAMPA: 4 CORPO DO DESSECADOR: 5. RECIPIENTE DE
ALUMINIO (Amostra de Sementes); 6. PLACA DE PORCELANA; 7. SILICA GEL.

FIGURA 8 — Dessecador utilizado na secagem das sementes de gergelim.
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3.1.2 UMEDECIMENTO DAS SEMENTES

Para o umedecimento das sementes as amostras foram colocadas em pequenas
cestas de arame suspensas por um anel de PVC e colocadas no interior de recipientes de
vidro hermeticamente fechados contendo agua destilada (Figura 9) e posteriormente
colocadas em estufa incubadora para B.O.D a 10°C. As cestas com as amostras foram
pesadas a cada 24 horas, utilizando-se uma balanga eletronica modelo Mettler PC 440,
com precisdo de 0,001g, até que atingissem os pesos referentes aos teores de umidade

desejados.

1. TAMPA PLASTICA (Fechamento Hermético):. 2. VIDRO; 3. CESTA ARAME - (Amostra de
Sementes); 4. CANO - PVC: 5. AGUA DESTILADA.

FIGURA 9. Recipiente hermético contendo sementes de gergelim.
As sementes ao atingirem os teores de umidade acima citados, foram colocadas

dentro de canister (Figura 10) e criopreservados em botijoes criobiologicos (Figurall)

durante um periodo de 05 dias.
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CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES

{ PARTE INFERIOR DA CAPSULA
1
4,0 cm
2
CURVATURA DE ENCAIXE DO SUPORTE
3 . B _
4.5 cm
4

1. CANISTER DE ACO INOX (50 cm); 2. PROTETOR PLASTICO (32 cm); 3. CAPSULA DE ACO
INOX (18 cm); 4. CURVATURA DE ENCAIXE DO SUPORTE (4.5cm); 5. DIAMETRO DA

CAPSULA DE ACO INOX (4,0cm).

FIGURA 10. Canister de ago inox — Padrao
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BOTIJAO CRIOBIOLOGICO

Principais Componentes

o

1.PLUGUE: 2.VALVULA DE VACUO: 3. ALCA: 4. GARGALO: 5. ISOLAMENTO TERMICO:
6. SISTEMA DE MANUTENCAQ DE VACUQ: 7. CANISTER; 8. RECIPIENTE INTERNO ;
9. INVOLUCRO EXTERNO.

FIGURA 11. Botijdo criobiologico, utilizado em processo criogénico.
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O canister padrdo for feito em ago inoxidavel, no tamanho de 50cm com o
objetivo de manter o material bioldgico imerso em nitrogénio liquido.

O Botijdo Criobiologico utitizado € na verdade constituido de dois recipientes,
um dentro do outro, unidos por um gargalo de fibra de vidro especial para baixas
temperaturas e alto vacuo. O espago entre 0s recipientes € com material 1solante
submetido a alto vacuo. O 1solamento térmico confere, ao botijdo, a capacidade de reter
o nitrogénio no estado liquido (-196°C), baixas perdas por evaporagdo, viabilizando
assim a estocagem e transporte de materiais bioldgicos vivos por longos periodos, de
forma econdmica.

Apos 05 dias de criopreservadas, as sementes foram submetidas ao
descongelamento a temperatura ambiente a + 25°C, por periodo de 12 horas. E em
seguida foram feitos os testes de germinagdo e vigor seguindo-se as Regras de Analise
de Sementes, (BRASIL, 1992).

Feitas as avaliagdes destes testes, determinou-se o melhor teor de umidade que
as sementes poderiam ser criopreservadas, ou seja, o teor de umidade limite para

criopreservac¢do (TULC), das sementes em nitrogénio liquido.

3.2 CRIOPRESERVACAQO DAS SEMENTES

As sementes de gergelim, apos estabelecido o methor teor de umidade foram
criopreservadas em nitrogénio liquido a temperatura de (-196°C), sendo testados 3

crioprotetores e uma testemunha (sem crioprotetor).

3.2.1 ANALISE TERMOMETRICA

Foram realizados alguns testes prévios para verificagdo do tempo que as
sementes levaram para ser criopreservadas quando se utiliza os diferentes

crioprotetores.
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As sementes de gergelim a temperatura ambiente foram imersas, com cautela, no
botijdo criogénico contendo nitrogénio liquido a {-196°C), sendo realizadas as leituras
de preciso até a estabilizagio do material orgénico com a temperatura oferecida pelo
nitrogénio liquido.

Para a realizag@o do teste termométrico, foram utilizados os sensores de platina
(PT 1000 1/3 DIN BR = 1000€)), que ficavam em contato com as sementes, €
interligados ao Multimetro Digital Voltcraft 4650 CR. E a leitura dos dados obtidos
eram realizados através do Programa Digiscope.

Foram registradas as variagdes de temperatura quanto a utilizagdo dos diferentes
crioprotetores (Crioprotetor 1 — Tubo polietileno, Crioprotetor 2 — Envelope de

aluminio e o Crioprotetor 3 — Amido de mitho).

3.2.2 CRIOPROTETORES

Os crioprotetores foram utilizados com o intuito a sugerir novas formas de
embalagens, para o armazenamento em nitrogénio liquido, como alternativa simples e
de baixo custo.

Foram testados trés tipos de crioprotetores ¢ uma testemunha. A testemunha
utilizada foi a semente sem crioprotetor. O crioprotetor 1 — Tubo polietileno (Figura 12)
consistiu de um tubo de plastico, onde as sementes foram colocadas no interior do tubo
¢ imersos no nitrogénio liquido.

O crioprotetor 2 — Envelope de aluminio (Figura 13) consistiu em um envelope
de trifoliar de aluminio, com uma abertura por onde foram colocadas as sementes, para
serem criopreservadas.

O crioprotetor 3 — Amido de milho (maizena), consistiu em envolver as
sementes em uma massa homogénea de amido de mulho e coloca-las no interior do

canister padrdo.
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FRENTE

i 3 138
1 2
Q 3‘3

1. SUPORTE DE ACO INOX (50 cm); 2. PROTETOR PLASTICO (20cm); 3. EMBALAGEM
PLASTICA (5,0cm); 4. DIAMETRO DA EMBALAGEM PLASTICA (3.3cm) e 5.
CURVATURA DE ENCAIXE DO SUPORTE (4,5 cm).

FIGURA 12. Crioprotetor 1 — Tubo polietileno
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FRENTE

1. SUPORTE DE ACO INOX (50cm); 2. PROTETOR PLASTICO (20cm); 3. ENVELOPE
DE ALUMINIO (18x4,0cm); 4. BOTAO METALICO; 5. ABERTURA DO ENVELOPE; 6.
FECHAMENTO HERMETICO; 7. CURVATURA DE ENCAIXE DO SUPORTE (4,5cm)

FIGURA 13 . Crioprotetor 2 — Envelope de aluminio
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As sementes com crioprotetor e sem crioprotetor foram armazenadas por periodo
de 0, 5, 30 e 60 dias. Depois de decorrido cada um desses periodos as sementes foram

descongeladas por duas técnicas e submetidas ao teste padrio de germinagio.

3.2.3 PROCESSO DE DESCONGELAMENTO DAS SEMENTES

Para a realizagdo do descongelamento, as sementes foram submetidas a duas
técnicas:
o Descongelamento lento a temperatura ambiente de + 25°C por 12 horas;

o Descongelamento em banho termostatizado a temperatura de 40°C por 3

horas.

3.3 ANALISE DA QUALIDADE FISIOLOGICA

3.3.1 TESTE DE GERMINACAO (TG)

Apos serem criopreservadas e descongeladas de acordo com cada tratamento as
sementes de gergelim eram submetidas a determinagdo do percentual de germinagio.
Para essa determinagdo foram utilizadas placas de Petr, (esterilizadas em estufaa 115°C
por 6 a 8 horas), contendo papel germitest, como substrato. (Figura 14)

As sementes eram colocadas no papel germitest umidecido e as placas contendo
todo esse material era inserido em estufa incubadora B.O.D a temperatura de 30°C, por
periodo de 7 a 10 dias. Este teste foi realizado seguindo as Regras para Analise de
Sementes. (Brasil, 1992).
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Foto: Sergio Cobel — Embrapa Algodio

FIGURA 14. Germinagdo das sementes de gergelim em placas de Petri.
3.3.2 TESTE DE VIGOR (TV)
O teste de vigor foi realizado utilizando o teste indireto de primeira contagem do

teste de germinagdo que consiste em contar o numero de plantulas normais imersas no

7° dia depois de semeadas. Os resultados foram obtidos em porcentagem.

3.4 ANALISE ESTATISTICA
Para o teste do Teor de Umidade Limite para Criopreservagdo (TULC), foi

utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado com arranjo fatorial de

3x6 sendo (3 variedades) x (6 teores de umidade), com quatro repetigdes.
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4.3 INDUCAO A CALOGENESE

O ensaio de calogénese tem como objetivo a indugdo de material vegetal
hipocoétilo de plantulas germinadas in vitro, para a obtengdo de calos embrionarios, com
a finalidade de utiliza-los posteriormente na indugdo de embridides.

Para a realizag@o deste ensaio de indugdo a calogénese, foram utilizados como
reguladores de crescimento: BAP (6-bencilaminopurina); 2,4-D (diclorofenoacético) e

NAA (acido a-naftalen-acético) e a agua de cdco como substincia natural.
4.3.1 EFEITO DA CALOGENESE

Nos graficos representativos de indugdo a calogénese, verifica-se os efeitos dos
reguladores de crescimento no desenvolvimento de calos embrionérios, para as trés
variedade de gergelim (Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-G3). Nesses graficos observa-se
que a utilizagdo dos reguladores de crescimento BAP(mg.L™"), NAA(mg L"), 2.4-D
(mgL)ea agua de coco (%), induziram a formagdo de calos.

No grafico 7 pode-se observar o maior desenvolvimento de calos na cultivar de
gergelim variedade CNPA-G3, com a atuagdo dos reguladores de crescimento BAP (6-
bencilaminopurina) e NAA (acido a-naftalen-acético), nas concentragdes de BAP (2
mg L") e NAA (0,05 mg.L"), evidenciando-se um maior incremento de peso quando
comparado com as outras variedades.

Ainda em relagdo ao grafico 7 verifica-se que a variedade Serido-1 foi a que
obteve o menor incremento de peso, todavia todas as variedades por um periodo de 60
dias desenvolveram calos a partir do hipocotilo de plantulas de gergelim germinadas in
vitro.

Pode-se observar também, nesse grafico, que a variedade CNPA-G2 apresentou
maior incremento de peso em desenvolvimento de calos quando o meio basico MS foi
suplementado com 2 mg L™ de BAP.

No processo de indugdo a calogénese ARELLO em (1991) obteve calos com
emissdo de brotos em Gerbera jamesonni nas variedades Appel Bloesen e Marleen,

quando inoculados em meio “MS”.




Capitulo | - Resultados e Discussio

No Grafico 8 observa-se um maior desenvolvimento de calos na variedade
Serido-1 com a atuagdo dos reguladores de crescimento 2,4D (diclorofenoacético) e
agua de coco, nas concentragdo de (3,0 mg.L™") e 15% de agua de coco, evidenciando
um maior incremento de peso, quando comparado com as outras variedades.

Ainda em relag@o ao Grafico 8 verifica-se que a variedade CNPA-G2 obteve o
menor incremento de peso, quando comparado com as demais variedades, podendo-se
observar, também nesse grafico, que a variedade CNPA-G3 apresentou menor
incremento de peso com a concentragio de 3,0 mg L" do regulador de crescimento
2,4D, enquanto que para a concentragio de 2,5 mg.L'I do mesmo regulador obteve um
maior desenvolvimento de calos.

MATSUMOTO (1991) obteve calos embrionarios em meio MS quando
suplementado com altas concentragdes de acido 2,4-diclorofenoacético (2,4-D). A
indugdo de embrides somaticos foi mais eficiente no meio de cultura, suplementado
com (2,4-D) e (GA3), onde o nimero de embrides somaticos aumentou quando

suplementado com 1mg.L" de 4cido giberélico (GA3) ao meio.
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Atuacao dos reguladores de crescimento em desenvolvimento de calogénese

Bl scmentes de gergelim - variedade Serid6 1
1 sementes de gergelim - variedade CNPA-G2

Bl sementes de gergelim - variedade CNPA-G3

Incremento de peso unitario
(IPU)

GRAFICO 7. Efeito da adi¢io de reguladores de crescimento BAP (1 e 2 mgL™) e
NAA (0,05 mg.L']) ao meio basico MS sobre o incremento de peso do
hipocétilo de trés variedades de gergelim (Serido-1, CNPA-G2 e

CNPA-G3), apos oito semanas de cultivo.
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Atuacao dos reguladores de crescimento em desenvolvimento de calogénese

B Sementes de gergelim - variedade Serid6 1
[ Sementes de gergelim - variedade CNPA-G2
Bl Sementes de gergelim - variedade CNPA-G3

60

- 50

(IPU)

1 - 20

- 10

Incremento de peso unitario

#5E 3.0 (mg)

GRAFICO 8. Efeito da adicio de reguladores de crescimento2,4D (2,5 e 3,0 mgL") e
agua de coco (15%) no meio basico MS sobre o incremento de peso do
hipocoétilo de trés variedades de gergelim (Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-

G3) apos oito semanas de cultivo.

Na Figura 6, encontra-se formagdo de calos embrionarios desenvolvidos com a
atuacdo dos reguladores de crescimento BAP, NAA, 2.4-D e Agua de coco, a partir de
explantes de hipocotilo em cultivar de gergelim. Pode-se observar nessa figura, que os
calos proeminentes da formagdo com reguladores de crescimento BAP e NAA
apresentaram-se “friaveis” com coloragdo de verde para verde-claro, enquanto que os

calos com 2,4-D e agua de coco apresentaram “moles” com coloragio cinza-verde.
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g TR
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Foto: Sergio Cobel — Embrapa Algodao

FIGURA 6. Desenvolvimento de calos embrionarios das variedades de gergelim
Serido-1 (A e B), CNPA-G2 (C) e CNPA-G3 (D), em meio basico MS.
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1.5 CONCLUSOES

IT.

Il

IV.

ASSEPSIA DAS SEMENTES:

Mediante os resultados obtidos concluiu-se que:

A variedade CNPA-G2 mostrou-se superior as demais variedades apresentando
0s malores percentuais de germinagio e vigor ndo diferindo da testemunha;

A assepsia das sementes de gergelim, variedade CNPA-G2, pode ser feita com a
concentrag¢do de hipoclorito de soédio variando entre 10 e 40%, indicande — se
10% por ser o valor mais econdmico, sendo que o meio de germinagio
recomendado deve ser o papel germitest, (PG);,

A concentragio de hipoclorito que deve ser recomendado para fazer a assepsia
da semente de gergelim, variedade CNPA-G3, é de 20%, e o melhor meio de

germinagdo das sementes € o papel germitest (PG) em detrimento do meio de
cultivo MS;

Quanto a assepsia da semente de gergelim variedade Serido-1 a concentragio de
hipoclonto de sédio que causa menor danos as sementes é na ordem de 20% e o
meio de gerininagdo recomendado € o meio MS;

Em relagdo 2 analise fitopatologica concluiu-se que os fungos encontrados foram
Aspergillus sp, Penicillium spp, Rhizoctonia e o Rhizopus sp sendo que a
variedade Serido-1 apresentou maior incidéncia de contaminagdo para todos
encontrados, evidenciando a maior presenga do Aspergillus sp em todas as
variedades, entretanto a variedade CNPA-G3 foi a que apresentou menor
incidéncia de fungos.
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IL.

I,

iv.

NA INDUCAO A ORGANOGENESE SOMATICA REALIZADA
CONCLUI - SE QUE:

“SEM” Q PRE - TRATAMENTO DAS SEMENTES.

A variedade CNPA-G3 quanto aos Explantes Vivos (E.V) apresentou os maiores
indices de desenvolvimento, ou seja, maior incidéncia de explantes viaveis ao
brotamento quando comparada com as outras variedades, a nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

A variedade Seridd-1 foi que apresentou maior N° de brotos por explantes (B/E),
estatisticamente superior as outras, ou seja, foi encontrado maior niimero de
brotos por cada explante vivo, ocasionando um processo de super brotamento

nesta fase.

“COM” O PRE - TRATAMENTO DAS SEMENTES.

Nio houve diferengas estatisticas entre as variedades (Seriddé! e CNPA-G3)
quanto aos Explantes Vivos (E.V), ou seja, as variedades envolvidas
apresentaram desenvolvimento semelhantes na obten¢io de explantes vivos por
frasco,

Em relagZo ao N° de brotos por explante, também nio houve diferenga estatistica
entre as variedades Serido-1 e CNPA-G3, ou sgja, ambas apresentaram processo
de desenvolvimento evidenciando super brotamento, a nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Em relagdo aos processos realizados: “sem” e ‘“com” pré-tratamento das
sementes (MS liquido), houve uma incidéncia muito maior de brotos por

explantes vivos quando realizado o pré — tratamento das sementes (MS liquido).

NA INDUCAO A CALOGENESE CONCLUI-SE QUE:

No desenvolvimento de calogénese, utilizando explantes de hipocodtilo de
plantulas germinadas in vifro em cultivar de gergelim, ocorreu maior formagio
de calos em meio MS, quando suplementado com os reguladores de crescimento
BAP (6-bencilaminopurina) e NAA (acido a-nafatalenoacético), em todas as

variedades de gergelim (Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-G3) estudadas.
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CAPITULO IT - CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE GERGELIM

II.1INTRODUCAQ

A importéncia da semente € notoria desde os tempos pré-histéricos, quando foi a
grande causadora da mudanga dos habitos de homem das cavernas, transformando-o de
ndmade e cagador em sedentério e agricultor.

Atualmente, a semente ndo so representa a base da alimentagio da maioria da raca
humana, como foi transformada pela tecnologia moderna, por meio de seus
subprodutos, em subsidios capazes de contribuir com o homem na conquista de espagos
interplanetarios (LIBERAL, 1980).

O grande sucesso da semente como Orgio de perpetuagdo e de disseminacdo da
especie vegetal deve-se, provavelmente, a duas caracteristicas que, reunidas, a tornam
um Orgdo impar no reino vegetal. Sio eles: a capacidade de distribuir a germinagio no
tempo (pelos mecanismos de dorméncia) e no espago pelos mecanismos de dispersdo,
como espinhos, pélos, asas, etc. (CARVALHO e NAKAGAWA, 1980).

Existe uma necessidade crescente de preservacdo do patnménio genético das
sementes para gue haja uma melhoria na produtividade, no entanto, para que as
sementes possam ser armazenadas com o intuito de preservar os recursos fitogenéticos
das plantas, foram estruturados Bancos de Sementes em inumeros significativos de
paises, pois os recursos fitogenéticos proporcionam matéria prima para se obter
melhores e novas variedades de plantas mediante as técnicas de melhoramento vegetal
ou através de engenharia genética.

Com o passar das décadas e mais especificamente no século XX, devido o
crescente aumento populacional da humanidade houve a necessidade de preservar o
patrimdnio genético das sementes com vista a possibilidade de melthoria da
produtividade.

Como alternativa ao banco de germoplasma tradicional, tem sido utilizada a
criopreservagio das sementes, que consiste em conservar as sementes em temperaturas
criogénicas a —196°C, por imersdo dessas sementes em nitrogénio liquido, a -170 °C,
utilizando o vapor do nitrogénio. De acordo com PITA VILLAMIL (1997), a

preservagio das sementes abaixo de —130°C permite que o metabolismo das sementes
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seja paralisado, impedindo a sua deterioragio. Segundo o mesmo autor, a
criopreservagdo tem se mostrado como um método eficiente, pratico e de baixo custo na
preservagdo dos recursos fitogenéticos, além de manter a semente viavel por tempo
considerado indefinido.

Assim o armazenamento das sementes com o uso do nitrogénio liquido (N,L) tem
o potencial tedrico de permitir a “preservagdo indefinida”. Contudo a capacidade das
sementes de determinadas espécies de resistir ao resfriamento em nitrogénio liquido a
(-196°C), sem danos, € o primeiro passo critico e principal para a aplicagio pratica desta
técnica de preservagio. Mais de 120 espécies de representagdo agrondémica, como
legumes, flores, arbustos e espécies de arvores, foram resfriadas em nitrogénio liquido
para verificar a existéncia de perda da viabilidade. Segundo STANWOOD (1980),
espécies como linho (Linum usitatissinum L.) e gergelim (Sesanum indicum L)
parecem ser resistentes aos danos que possam ser provocados quando imersas em
nitrogénio liquido.

Para as sementes onde esses danos impedem a sua criopreservagio, devido a
velocidade de congelamento ser muito rapida, tem-se utilizado alguns crioprotetores que
tem como objetivo impedir véarios danos como o trincamento das sementes €
ocasionando maiores perdas no processo germinativo.

Apesar das vantagens da criopreservagdo, existem problemas decorrentes da
complexidade técnica e biolégica do processo de congelamento e descongelamento,
portanto, torna-se necessario desenvolver procedimentos especificos para cada tipo de
cultura agricola (ASHWOOD-SMITH, 1985).

Para a criopreservagdo de sementes, o teor de umidade pode ser um desses
problemas, pois o produto quando colocado para congelar com alto teor de umidade a
baixas temperaturas, as particulas de agua, no interior das sementes, congelam
provocando expansdes que podem danificar as células, refletindo na qualidade
fisiologica do produto. No entanto, se a semente for criopreservada com teores de
umidade baixos, podem ocorrer segmentos vazios entre os espacos intercelulares, que
antes eram ocupados pelas moléculas de dgua, que podem provocar trincamentos ou
quebras das sementes. Desta forma, torna-se necessario determinar o teor de urmnidade

limite para criopreservagio (TULC), que consiste na obtengdo do teor, ou teores de
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umidade, nos quais a germinagio e o vigor das sementes sejam mantidos proximos dos
iniciais.

DINIZ (1999), determinou o teor de umidade limite para criopreservagio (TULC)
de 4 variedades de sementes de mitho (BR-451, BR-201, BR-212 ¢ CMS-54),
submetidas a 3 dias de armazenagem em nitrogénio liquido, onde concluiu que o teor de
umidade limite para criopreservar tais variedades, esta em torno de 9% base Umida.

Todavia, em um banco de germoplasma a baixas temperaturas, ndo sé o processo
de criopreservagdo deve ser levado em consideragdo como também o método de
descongelamento, pois quanto mais rapido ocorrer o descongelamento das sementes,

melhor a preservagdo de suas caracteristicas fisiologicas,

Portanto, diante do conteudo apresentado, este trabalho teve o0s seguintes

objetivos;
CRIOPRESERVACAO:

v Determinar o Teor de umidade limite para criopreservagio (TULC) das

sementes de gergelim;

v Avaliar a germinag3o e o vigor de 3 variedades de sementes de gergelim
{Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-G3) quando submetidas a temperatura de
criopreservagio a -196°C “sem” e “com” crioprotetores {Crioprotetor 1 -
Envelope de aluminio, Crioprotetor 2 - Tubo polietileno e o Crioprotetor - 3
Amido de milho, como crioprotetor natural ), utilizando duas técnicas de
descongelamento (temperatura ambiente a £ 25°C e ao banho termostatizado a

(40°C); apos periodos de 5, 30 e 60 dias de armazenamento.
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II.2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GERMINACAO

Para que o processo de germinagdo ocorra, todas as condigdes ambientais como:
agua, temperatura, luz e oxigénio devem ser favoraveis. Segundo ZINK e MENDONCA
(1964), ambientes sujeitos a variagdes muito acentuadas na condigdes atmosféricas sdo
impréprias a conservagdo do poder germinativo das sementes. Por outro lado, a
uniformidade de tais condigdes mostra-se favoravel a manutengdo do seu poder
germinativo,

CARVALHO e NAKAGAWA (1980) afirmam que do ponto de vista
agrondmico, a germinagio € o processo que se inicia quando a semente seca € plantada
em solo Umido e termina quando a pldntula emerge do solo. Desta forma, do ponto de
vista fisiologico, a germinagdo consiste no processo que se inicia com o suprnimento de
agua a semente seca e termina quando o crescimento da plantula se inicia.

A germinagdo ¢ o reinicio do crescimento do embrido paralisado nas fases finais
de maturagdo. Os processos fisiologicos do crescimento exigem atividades metabolicas
aceleradas, e a fase inicial de germinagdo consiste primariamente na ativagdo daqueles
processos pelo aumento do teor de umidade e da atividade respiratoria da semente,
(POPINIGIS, 1985).

O teste de germinacio é a obtenc3o de informagdes que permitam determinar o
valor das sementes para semeadura e a compara¢do desse valor em diferentes lotes
sendo importante sua padronizagio (MARCOS FILHO, 1987).

Germinagdo de sementes em teste de laboratorio € a emergéncia e
desenvolvimento das estruturas essenciais do embrifo, demonstrando sua aptiddo para
produzir uma planta normal sob condigdes favoraveis de campo. E para que uma
plantula possa continuar seu desenvolvimento até tornar-se uma planta normal, deve
apresentar as seguintes estruturas essenciais: sistema radicular (raiz priméria, raizes
secundarias e em certos casos raizes seminais), parte aérea (hipocétilo, epicétilo, em

certas gramineas, mesocotilo e gemas terminais), cotilédones (um ou mais) e coledptilo
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(em todas as gramineas). O objetivo final do teste de germinagdo é obter informacdes
para fins de semeadura e fornecer dados que possam ser usados para comparar o valor

de diferentes lotes de sementes, segundo a R.A.S (Regras para Analise de Sementes),
(BRASIL, 1992).

2.2 VIGOR

A nogdo de vigor deve ter surgido nos primordios da humanidade,
provavelmente a partir de um determinado ponto em que o homem tenha comegado a ter
um contato mais consciente com animais e vegetais. Trata-se o vigor de um fato
biologico que se evidencia facilmente aos olhos a partir de uma observagdo um pouco
mats atenta: individuos da mesma espécie, ammal ou vegetal, apresentam taxas de
desenvolvimento diferentes, o que os leva, naturalmente, a uma classificacio em
“fortes”, “fracos”, etc. (VIEIRA, 1994),

Embora o conceito de vigor tenha sido estabelecido a alguns anos, ndo existe
nenhuma defini¢do que seja aceita universalmente (POPINIGIS, 1979).

O vigor da semente, segundo DELOUCHE (1965) ¢ a soma de todos os atributos
da semente, que favorecem o estabelecimento em manté-la em pé sob condi¢bes
desfavoraveis, o vigor das sementes cresce a medida que aumenta seu teor de matérnia
seca, alcan¢ando 0 maximo no ponto de maximo peso de matéria seca, ou seja, quando
atinge sua maturidade fisiologica (POPINIGIS, 1977).

Segundo PERRY (1977) o vigor € a soma total das propriedades da semente que
determinam o nivel potencial de atividade e desempenho da semente ou lote de semente
durante a germinagdo e emergéncia da plintula. As sementes que apresentam bom
desempenho sdo chamadas “vigorosas”, enquanto as que apresentam fraco desempenho,
s3o chamadas “sementes de baixo vigor”.

O mais importante de todos os fatos determinantes do desenvolvimento do
conceito de vigor veio a dar-se, contudo, no 9° Congresso da ISTA, em Washington,
EUA. Naquela reunido, tecnologistas de sementes americanos e europeus haviam

programado chegar a uma acordo com relagio a natureza do substrato a ser usado para o
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teste de germinagio de sementes. Até aquela época, os laboratorios de analise de
sementes americanos davam preferéncia ao solo para usar como substrato do teste de
germinagdo, ao passo que os europeus preferiam um substrato artificial (VIEIRA,
1994).

A defini¢do do que seja o vigor de sementes foi um dos aspectos em que mais
discutiram o préprio Comité de Vigor e tecnologistas de sementes do mundo todo, nio
se tendo chegado a uma redagio Gnica até hoje. As duas principais associagdes que
congregam tecnologistas de sementes (a ISTA e a AOSA) tem, cada uma, a sua
definigdo. A da ISTA foi adotada em 1977 ¢ a da AOSA em 1980. Sio elas as
seguintes;

ISTA: * Vigor de sementes € a soma daquelas propriedades que determinam o
nivel potencial de atividade e desempenho de uma semente ou de um lote de sementes,
durante a germinagdo e a emergéncia da plantula” (ISTA, 1981).

AOSA: “Vigor de sementes compreende algumas propriedades que determinam
o potencial para uma emergéncia rapida e uniforme e para o desenvolvimento de
plantulas normais sob uma ampla faixa de condi¢Ges ambientais (AOSA, 1983).

De acordo com VIEIRA e CARVALHO (1994) a altura ou comprimento da
planta visa determinar o vigor relativo de um lote de sementes, sendo consideradas as
mais vigorosas as que produzem plantas com maiores valores de comprimentos médios
da parte aérea. Segundo os autores o peso da maténa seca da planta visa determinar o
valor relativo de um lote de sementes, avaliando-se 0 peso médio da maténa seca da
parte aérea das plantas, baseado no principio de que sementes que produzem plantas
com o maior peso médio de matéria seca da parte aérea da planta em sua fase inicial de

desenvolvimento, sob condigdes de campo, sdo consideradas mais vigorosas.

2.3 CRIOPRESERVACAO

A criopreservagdo em nitrogénio liquido é um método eficiente e pratico para a
conservagdo dos recursos fitogenéticos.
MEDEIROS e CAVALLAR (1992) definem criopreservagdo em nitrogénio

liquido como sendo a preservagio de materiais biologicos a baixas temperaturas (entre
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—-160 e -196°C) onde sob essa temperatura todos os processos metabolicos sdo
paralisados e mantido em estado latente, proporcionando consegiientemente uma
preservagdo indefinida.

De acordo com ASHWOOD e SMITH, (1985), na criopreservagio a -196°C o
material biologico fica armazenado de maneira estivel, nessa temperatura pois todos os
processos metabolicos, como respiragio e atividade enzimatica, sdo inativados. Assim
sendo, pode-se supor que no material armazenado por criopreservagio, ndo ocorrem
mudangas significativas em fungio do tempo. O unico dispéndio necessario durante a
criopreservagdo ¢ o reabastecimento com nitrogénio liguido, eliminando, assim os
problemas associados 4 manuten¢do das culturas (ASHWOOD-SMITH, 1985).

Apesar das vantagens da criopreservagdo, existem problemas decorrentes da
complexidade técnica e biologica do processo de congelamento e descongelamento de
produtos. Sistemas distintos de cultura reagem diferentemente a criopreservagio,
tornando-se necessario desenvolver procedimentos especificos para cada tipo de cultura.

IRIONDO (1992), também estudou a preservacdo em nitrogénio liquido de
varias espécies selvagens e cultivdveis, com diferentes teores de umidade e periodos de
exposi¢do. Na maioria das espécies nenhuma diferenga significativa foi detectada na
porcentagem de germina¢do das sementes nos diferentes teores de umidade.

WIESNER (1994) pesquisou © armazenamento em nitrogénio liquido de
sementes de alfafa (Medicago sativa 1.), onde observou-se que as sementes
apresentaram-se danificadas quando expostas ao N;L. Nesse trabalho foram avaliados
os efeitos de germinagdo, viabilidade, cotilédones quebrados, vigor e peso seco.

BHAT (1994) afirma que sementes de Musa balbisiana com teor de umidade
variando entre 13 e 18% (b.u) sobreviveram a exposi¢do ao nitrogénio liquido. Apds o
descongelamento ocorreu a germinagdo em torno de 90% dos embrides, o tegumento da
semente fol descoberto sendo a principal barreira para permeabilizar e prevenir a
germinacio.

CHAUDHURY (1995) pesquisou em sementes de Cardamom com teores de
umidade possuindo cerca de 7,7 ¢ 14,3% sendo essas criopreservadas com sucesso por
um periodo de um ano no vapor do nitrogémio liquido a (-150°C), apresentando apos

descongelamento cerca de 80% de germinagao.
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MUNIFORD (1979) estudou sementes de lim3o com baixos teores de umidade
(1,2% b.u), € sementes recém colhidas. As sementes recém cothidas morreram através
da imersdo em nitrogénio liquido. As sementes com tegumento nio mostraram nenhuma
mudanga em porcentagens de germinagdio apos o congelamento, mas sementes sem
tegumento apresentaram os melhores resultados, embora se tenha observado redugio na
germinacio que foi atribuido aos danos mecénicos.

MEDEIROS e CAVALLARI (1990) realizaram estudos sobre a germinagdo das
sementes de aroeira (Astronium wurundeuva (Fr. All) Engl), quando submetidas a
secagem ¢ a imersdo em nitrogénio liquido objetivando a conservagdo desta espécie em
banco de germoplasma. Os resultados obtidos mostraram que as sementes de Aroeira
podem ser armazenadas em nitrogénio liquido com um teor de umidade de 6% b.u.

STANWOOD (1979) menciona que sementes de 14 espécies de legumes ¢ 2
espécies de flores, foram colocadas em envelopes de papel e esses imersos em
nitrogénio liquido por periodos de até 180 dias, nio observando efeitos adversos de
germinagdo. Nesse trabalho o mesmo autor menciona que foram testadas sementes de
feijdo (Phaseolus vulgaris L), alface (Lactuca sativa L) e ervilha (Pisum sativum 1L.)
sendo que essas sementes também ndo indicaram nenhuma reducdo na germinagdo ou
no vigor apds a exposi¢do em nitrogénio liquido. Assim o autor relata que esse método é
eficaz no armazenamento a longo prazo em bancos de sementes.

PENCE (1991) executou um projeto para determinar a viabilidade em sementes
silvestres da regifo de Chio a criopreservagdo em nitrogénio liquido. Foram feitos um
total de 527 testes em 237 espécies, tendo-se observado que 79% dos testes realizados,
as sementes expostas ao NaL ndo tiveram nenhum efeito prejudicial em relagio a sua
germinagio.

No entanto, GONZALEZ-BENITO (1995) ao estudar a germinaciio de sementes
de sete cultivares de Aipo (Apium graveolens) apds o armazenamento em nitrogénio
liquido por um periodo de 30 dias, constatou que a germina¢do diminuiu
significativamente.

Sementes de Populus deltoides foram analisadas por PENCE, (1996) para
verificar a possibilidade de secagem em fluxo laminar e o armazenamento as
temperaturas de 4°C, -20°C e em nitrogénio liquido podendo ser usado para o

armazenamento em banco de germoplasma.
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Sementes de bambu (Bambusa arundinacea) foram armazenadas apos serem
colocadas em bolsas plasticas herméticas e transparentes a uma temperatura de —70°C
de forma gradativa (40°C, -20°C e -70°C). Os resultados indicaram que cerca de 65%
das sementes germinaram apos um periodo de um ano (BRAHAMACHARY, 1994),

STANWOOD e SOWA (1995) armazenaram sementes de 14 variedades de
cebola (A7ifum cepa L.) as temperaturas de 5, -18 e —196°C ¢ avaliaram os efeitos da
germinagdo durante um periodo de 10 anos. Os resultados indicaram que a germinagio
média das sementes armazenadas a —18 e —196°C ndo declinou ao longo do tempo

ficando em torno de 92%, enquanto a germinagdo de sementes armazenadas a 5°C caiu
de 94 para 68%.

v

WIESNER, et al,, (1993) criopreservaram sementes de alfafa (Medicarpo sativa
L. subsp. Sativa) em nitrogénio liquido (-196°C) e no vapor de nitrogénio liquido
(160°C) por 24 horas e constataram que houve quebra de cotilédones quando exposto ao
N:L em forma de vapor. A quebra de cotilédones foi reduzida quando a semente foi
escarificada antes da exposi¢io ao nitrogénio liquido.

O armazenamento de sementes € o método tradicional para a preservagio de
germoplasmas. Porém, as sementes de varias espécies de arvores sio recalcitrantes, elas
s30 sensiveis a umidade e a temperatura e, assim, ndo podem ser armazenadas a longo
prazo de tempo.

ROBERTS, (1973) introduziu o termo ortodoxas para espécies cujas sementes
podem ser submetidas a secagem e apds armazepadas a baixas temperaturas,
permanecendo viaveis por longo periodo de tempo. Existem ainda as sementes
recalcitrantes que perdem a viabilidade quando desidratadas, dificultando sua
conservagao.

CHADEL et al. (1995) pesquisou em sementes recalcitrantes de cha (Camellia
sinensis (L.) O. Kuntze), cacau (Theobroma cacao 1..) e Jaca (Artocarpus heterophylius
L) onde foram criopreservadas com os teores de umidade de 24, 35 e 31%
respectivamente. Os resultados indicaram que a esses niveis de umidade as sementes
ndo toleraram o congelamento em nitrogénio liquido a (-196°C). Alguns casos de
sobrevivéncia foi observado quando sementes de cha e jaca foram crioconservadas a

14% de teor de umidade
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NORMAH e VENGADASALAM (1992) relataram que sementes de café
(Coffea liberica Bull ex Hiern) podem ser criopreservadas com um sucesso de 53,3% de
sobrevivéncia para um teor de umidade de 16,7%, enquanto que os embrides apds serem
criopreservados com um teor de umidade de 20% obtiveram 86% de sobrevivéncia. Foi
observado também , nesse experimento, que sementes de café com tegumento
sobreviveram melhor do que aquelas sem tegumento. Os pesquisadores relataram
também que sementes de feijao (Vigna sesquipedalis L.) mostraram-se normais com
caracteristica de sementes ortodoxas, e tanto as sementes com teor de umidade de 9%
como os embndes cortados com teores de umidade de 6,7-10,5%, se criopreservaram
com uma sobrevivéncia de 90%.

A criopreservagdo em nitrogénio liquido também esta sendo utilizada na
preservagdo de cultura de tecido, TANNOURY et al., (1995), utilizaram esse método
para criopreservar em nitrogénio liquido o tecido apical do cravo (Dianthus caryphyilus
1..) que foi encapsulado com um teor de umidade de 20%. Os resultados nio indicaram
mudangas significativas na sua propagagio apos 0 armazenamento a —-196°C.

GONZALEZ —-BENITO et al. (1997) observaram que brotos de explantes in
vifro de plantas em extingdo (Cemfaurium rigualli Esteve, Gentianaceae) foram
criopreservadas com sucesso. Métodos para melhorar a sobrevivéncia apds imersio em
nitrogénio liquido (-196°C) foi desenvolvido utilizando a técnica de desidratagdo-
encapsulagdo para protecio contra os cristais de gelo. Os explantes foram colocados em
nitrogénio liquido por 1h e subsequentemente descongelados em banho-maria,
mostrando apos 8 semanas de cultivo 70% de sobrevivéncia.

RAJASEHARAN (1994) estudou a criopreservagio do polen de quatro
cultivares de rosa, o polen reteve a viabilidade indexado por germinagio in vitro por 24
horas e periodo de um ano de armazenamento em nitrogénio liquido. O polen
criopreservado manteve sua habilidade para fertilizar e produzir novas sementes. De
acordo com o autor a disponibilidade do polen criopreservado permite que a rosa fosse
polinizada qualquer hora do ano e em qualquer local. A preservacdo criogénica também
ofereceu a possibilidade de conservar a estrutura do gene haploide em espécies de rosa,
para a facilidade aos bancos criogénicos de pdlens.

Estdo sendo feitos esforgos internacionais para desenvolver métodos diferentes

do tradicional armazenamento, manuten¢do, conserva¢io e a troca de germoplasmas
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com intuito de explorar as possibilidades na criagdo de “Bancos de Germoplasmas™ dos
recursos genéticos de plantas raras. Nesta consideragdo, a cultura de tecido combinada
com a tecnologia de criopreservagao esta sendo vista como ajuda complementar para os

métodos ja existentes (BAJAJ, 1980).
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1.3 MATERIAL e METODOS

A segunda etapa da pesquisa foi realizada no Setor de Criogenia do Laboratorio
de Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas do Departamento de
Engenharia Agricola da Universidade Federal da Paraiba — Campus II, em Campina
Grande — PB.

Para a realizagdo deste trabalho, foram utilizadas 03 variedades de sementes de
gergelim (Sesamum indicum L.), sendo elas: Serido — 1, CNPA-G2 e CNPA-G3 (Figura
10), cedidas pela Embrapa — Algoddo, em Campina Grande.

FOTO: Sergio Cobel — Embrapa Algodio

FIGURA 7. Variedades de sementes de gergelim
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3.1. DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE LIMITE PARA
CRIOPRESERVACAO (TULC)

Para realizagdo do trabalho foi necessario a determinagio dos teores de umidade
inicial de cada variedade de sementes de gergelim através do método padrio da estufa a
105 = 3°C, por 24 horas, de acordo com as “Regras de Analise de Sementes” (Brasil,
1992). Foram pesadas 3 amostras de 10g (Pi) para cada variedade de sementes de
gergelim através de uma balanca eletrénica marca Mettler, modelo PC 440, com
precisdo de 0,01g. Apds o tempo de exposi¢do na estufa, as amostras foram resfriadas
em dessecador por um periodo de 30 minutos e em seguidas pesadas, obtendo o peso

final (Pf). A porcentagem de umidade foi calculada aplicando-se a seguinte expressio:

Yobu = @xl 00 em que: (5)
i

P1 = peso inicial da amostra (gramas),

Pf = peso final da amostra (gramas);

% b.u =teor de umidade, base umida.

Para todo o trabalho onde se fez necessario a determinagio do teor de umidade,
este método for utilizado, ndo s6 para a determinagdo do teor inicial das sementes.

Apods a determinacdo do teor de umidade inicial de cada variedade de sementes
essas foram secas ou umidificadas até que atingissem os teores de umidade de (2, 4, 6,
8, 10 ¢ 12% b.u.) das sementes. A quantidade de agua a ser evaporada ou absorvida, em

gramas, for determinada com a seguinte expressao:

_Wi=Uf)

Pf = Pix (100~ 17) em que: (6)

Pf = guantidade de agua a ser evaporada ou absorvida (gramas);
Pi = peso inicial das sementes (gramas),

Uf = teor de umidade final das sementes (%),

Ut = teor de umidade inicial das sementes (%).
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3.1.1 SECAGEM DAS SEMENTES

Para a secagem das sementes as amostras de gergelim foram colocadas em um
secador, (Figura 8) contendo como material dessecante silica gel. As amostras foram
pesadas a cada 24 horas, até que atingissem os pesos referentes aos teores de umidade
desejados. Para este fim foi utilizada uma balanga eletronica modelo Mettler PC 440,

com precisao de 0,001g.

1
5

2
6

3
7

4

1. ABERTURA; 2. LUVA; 3. TAMPA: 4 CORPO DO DESSECADOR: 5. RECIPIENTE DE
ALUMINIO (Amostra de Sementes); 6. PLACA DE PORCELANA; 7. SILICA GEL.

FIGURA 8 — Dessecador utilizado na secagem das sementes de gergelim.
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3.1.2 UMEDECIMENTO DAS SEMENTES

Para o umedecimento das sementes as amostras foram colocadas em pequenas
cestas de arame suspensas por um anel de PVC e colocadas no interior de recipientes de
vidro hermeticamente fechados contendo agua destilada (Figura 9) e posteriormente
colocadas em estufa incubadora para B.O.D a 10°C. As cestas com as amostras foram
pesadas a cada 24 horas, utilizando-se uma balanga eletronica modelo Mettler PC 440,
com precisdo de 0,001g, até que atingissem os pesos referentes aos teores de umidade

desejados.

1. TAMPA PLASTICA (Fechamento Hermético):. 2. VIDRO; 3. CESTA ARAME - (Amostra de
Sementes); 4. CANO - PVC: 5. AGUA DESTILADA.

FIGURA 9. Recipiente hermético contendo sementes de gergelim.
As sementes ao atingirem os teores de umidade acima citados, foram colocadas

dentro de canister (Figura 10) e criopreservados em botijoes criobiologicos (Figurall)

durante um periodo de 05 dias.
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CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES

{ PARTE INFERIOR DA CAPSULA
1
4,0 cm
2
CURVATURA DE ENCAIXE DO SUPORTE
3 . B _
4.5 cm
4

1. CANISTER DE ACO INOX (50 cm); 2. PROTETOR PLASTICO (32 cm); 3. CAPSULA DE ACO
INOX (18 cm); 4. CURVATURA DE ENCAIXE DO SUPORTE (4.5cm); 5. DIAMETRO DA

CAPSULA DE ACO INOX (4,0cm).

FIGURA 10. Canister de ago inox — Padrao
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BOTIJAO CRIOBIOLOGICO

Principais Componentes

o

1.PLUGUE: 2.VALVULA DE VACUO: 3. ALCA: 4. GARGALO: 5. ISOLAMENTO TERMICO:
6. SISTEMA DE MANUTENCAQ DE VACUQ: 7. CANISTER; 8. RECIPIENTE INTERNO ;
9. INVOLUCRO EXTERNO.

FIGURA 11. Botijdo criobiologico, utilizado em processo criogénico.
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O canister padrdo for feito em ago inoxidavel, no tamanho de 50cm com o
objetivo de manter o material bioldgico imerso em nitrogénio liquido.

O Botijdo Criobiologico utitizado € na verdade constituido de dois recipientes,
um dentro do outro, unidos por um gargalo de fibra de vidro especial para baixas
temperaturas e alto vacuo. O espago entre 0s recipientes € com material 1solante
submetido a alto vacuo. O 1solamento térmico confere, ao botijdo, a capacidade de reter
o nitrogénio no estado liquido (-196°C), baixas perdas por evaporagdo, viabilizando
assim a estocagem e transporte de materiais bioldgicos vivos por longos periodos, de
forma econdmica.

Apos 05 dias de criopreservadas, as sementes foram submetidas ao
descongelamento a temperatura ambiente a + 25°C, por periodo de 12 horas. E em
seguida foram feitos os testes de germinagdo e vigor seguindo-se as Regras de Analise
de Sementes, (BRASIL, 1992).

Feitas as avaliagdes destes testes, determinou-se o melhor teor de umidade que
as sementes poderiam ser criopreservadas, ou seja, o teor de umidade limite para

criopreservac¢do (TULC), das sementes em nitrogénio liquido.

3.2 CRIOPRESERVACAQO DAS SEMENTES

As sementes de gergelim, apos estabelecido o methor teor de umidade foram
criopreservadas em nitrogénio liquido a temperatura de (-196°C), sendo testados 3

crioprotetores e uma testemunha (sem crioprotetor).

3.2.1 ANALISE TERMOMETRICA

Foram realizados alguns testes prévios para verificagdo do tempo que as
sementes levaram para ser criopreservadas quando se utiliza os diferentes

crioprotetores.
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As sementes de gergelim a temperatura ambiente foram imersas, com cautela, no
botijdo criogénico contendo nitrogénio liquido a {-196°C), sendo realizadas as leituras
de preciso até a estabilizagio do material orgénico com a temperatura oferecida pelo
nitrogénio liquido.

Para a realizag@o do teste termométrico, foram utilizados os sensores de platina
(PT 1000 1/3 DIN BR = 1000€)), que ficavam em contato com as sementes, €
interligados ao Multimetro Digital Voltcraft 4650 CR. E a leitura dos dados obtidos
eram realizados através do Programa Digiscope.

Foram registradas as variagdes de temperatura quanto a utilizagdo dos diferentes
crioprotetores (Crioprotetor 1 — Tubo polietileno, Crioprotetor 2 — Envelope de

aluminio e o Crioprotetor 3 — Amido de mitho).

3.2.2 CRIOPROTETORES

Os crioprotetores foram utilizados com o intuito a sugerir novas formas de
embalagens, para o armazenamento em nitrogénio liquido, como alternativa simples e
de baixo custo.

Foram testados trés tipos de crioprotetores ¢ uma testemunha. A testemunha
utilizada foi a semente sem crioprotetor. O crioprotetor 1 — Tubo polietileno (Figura 12)
consistiu de um tubo de plastico, onde as sementes foram colocadas no interior do tubo
¢ imersos no nitrogénio liquido.

O crioprotetor 2 — Envelope de aluminio (Figura 13) consistiu em um envelope
de trifoliar de aluminio, com uma abertura por onde foram colocadas as sementes, para
serem criopreservadas.

O crioprotetor 3 — Amido de milho (maizena), consistiu em envolver as
sementes em uma massa homogénea de amido de mulho e coloca-las no interior do

canister padrdo.
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FRENTE

i 3 138
1 2
Q 3‘3

1. SUPORTE DE ACO INOX (50 cm); 2. PROTETOR PLASTICO (20cm); 3. EMBALAGEM
PLASTICA (5,0cm); 4. DIAMETRO DA EMBALAGEM PLASTICA (3.3cm) e 5.
CURVATURA DE ENCAIXE DO SUPORTE (4,5 cm).

FIGURA 12. Crioprotetor 1 — Tubo polietileno
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FRENTE

1. SUPORTE DE ACO INOX (50cm); 2. PROTETOR PLASTICO (20cm); 3. ENVELOPE
DE ALUMINIO (18x4,0cm); 4. BOTAO METALICO; 5. ABERTURA DO ENVELOPE; 6.
FECHAMENTO HERMETICO; 7. CURVATURA DE ENCAIXE DO SUPORTE (4,5cm)

FIGURA 13 . Crioprotetor 2 — Envelope de aluminio

79




"

Capitulo 11 - Material e Métodos

As sementes com crioprotetor e sem crioprotetor foram armazenadas por periodo
de 0, 5, 30 e 60 dias. Depois de decorrido cada um desses periodos as sementes foram

descongeladas por duas técnicas e submetidas ao teste padrio de germinagio.

3.2.3 PROCESSO DE DESCONGELAMENTO DAS SEMENTES

Para a realizagdo do descongelamento, as sementes foram submetidas a duas
técnicas:
o Descongelamento lento a temperatura ambiente de + 25°C por 12 horas;

o Descongelamento em banho termostatizado a temperatura de 40°C por 3

horas.

3.3 ANALISE DA QUALIDADE FISIOLOGICA

3.3.1 TESTE DE GERMINACAO (TG)

Apos serem criopreservadas e descongeladas de acordo com cada tratamento as
sementes de gergelim eram submetidas a determinagdo do percentual de germinagio.
Para essa determinagdo foram utilizadas placas de Petr, (esterilizadas em estufaa 115°C
por 6 a 8 horas), contendo papel germitest, como substrato. (Figura 14)

As sementes eram colocadas no papel germitest umidecido e as placas contendo
todo esse material era inserido em estufa incubadora B.O.D a temperatura de 30°C, por
periodo de 7 a 10 dias. Este teste foi realizado seguindo as Regras para Analise de
Sementes. (Brasil, 1992).
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Foto: Sergio Cobel — Embrapa Algodio

FIGURA 14. Germinagdo das sementes de gergelim em placas de Petri.
3.3.2 TESTE DE VIGOR (TV)
O teste de vigor foi realizado utilizando o teste indireto de primeira contagem do

teste de germinagdo que consiste em contar o numero de plantulas normais imersas no

7° dia depois de semeadas. Os resultados foram obtidos em porcentagem.

3.4 ANALISE ESTATISTICA
Para o teste do Teor de Umidade Limite para Criopreservagdo (TULC), foi

utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado com arranjo fatorial de

3x6 sendo (3 variedades) x (6 teores de umidade), com quatro repetigdes.
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E para a criopreservagio o delineamento experimental utilizado para cada
variedade foi inteiramente casualizado, com arranjo fatonal 4x2x4 (4 crioprotetores x 2
métodos de descongelamento x 4 periodos de armazenagem), cont quatro repeticGes.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa computacional
Assistat (SILVA, 1996).
As meédias dos fatores foram comparadas pelo teste de tukey a 5% de

probabilidade.
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I.4. RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1 DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE LIMITE PARA
CRIOPRESERVACAQ - TULC

Na Tabela 20 encontra-se uma analise de variancia simplificada da germinagdo e
do vigor das sementes de gergelim, onde observa-se que existem diferengas
significativas entre as variedades estudadas, o teor de umidade dessas sementes e a

interagdo entre esses fatores.

TABELA 20. Analise de varidncia da germinag2o e vigor das sementes de gergelim
variedades: Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-G3 com teores de umidade
entre 2 e 12% (b.u), apds serem submetidas a criopreservagdo em
nitrogénio liquido a —196°C, por 5 dias de armazenamento.

FONTE DE GRAU DE GERMINACAO VIGOR
VARIACAQ LIBERDADE F F
Vanedade 2 271,07%% 66,14%*
Umidade 6 131,85%* 08,38%*
Vaniedade x Umidade i2 37,76%* 6,25%%
Residuo 63
Total 83

** Significative ao nivel de 1% de probabilidade

Na Tabela 21 sdo identificados os valores médios representativos dos testes de
germinagdo e vigor (TG e TV), para as 3 variedades de gergelim (Serid6-1, CNPA-GZ e
CNPA-G3), com o teor de umidade de 2, 4, 6, 8, 10 e 12% (b.u), quando submetidas a
técnica de criopreservagdo com imersdo em nitrogénio liquido (-196°C), com a
finalidade de determinar o teor de umidade limite para criopreservagio {TULC).

Ainda na Tabela 21 observa-se que a germinagdo das sementes de gergelim das
variedades Serido-1; CNPA-G2 e CNPA-G3, depois de serem submetidas a
criopreservacio por 5 dias de armazenamento, em termos de média, diferem
significativamente entre si a nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey e o vigor
dessas sementes sdo iguais entre si para as variedades CNPA-G2 e CNPA-G3, sendo

essas estatisticamente diferentes da wvariedade Serido-1. Nessa tabela constata-se
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também que, em termos de média, a semente de gergelim, variedade CNPA-G3, foi a
que melhor se comportou para efeito de criopreservagio.

Também podemos constatar que em termos de média, o melhor teor de umidade
para criopreservagio das sementes de gergelim estd em torno de 6% base tmida,
embora existam diferengas significativas na germinagio e vigor das sementes de
gergelim entre os valores iniciais e depois da criopreservacio das sementes por 5 dias de
armazenagem.

Isso indica que para determinados tipos de sementes existe um teor de umidade
Himite na qual elas toleram a criopreservagdo. Este fato foi comprovado por (DINIZ,
1999}, onde afirma que o teor de umidade limite para criopreservacgdo de sementes de
milho (Zea mays L.}, das variedades BR-451, BR-201, BR-2121 e CMS-54 esta em
torno de 9% (b.u), depois de submeter essas 3 variedades em nitrogénio liquido a —

196°C por periodo de 3 dias.

TABELA 21. Valores médios de germinag¢iio e vigor das sementes de gergelim depois
de submetidas a criopreservacio em nitrogénio liquido a —196°C, por
periodo de 5 dias, para os fatores variedade e teor de umidade.

VARIEDADES

GERMINACAO VIGOR
Seridd ~ 1 6586 ¢ 1457 b
CNPA-G2 8193 b 2543 a
CNPA - G3 90,00 a 2686 a _
DMS 2,54 2,86
TEOR DE UMIDADE
Testemunhba 98,33 a 47,50 a
2 58,17 e 10,83 d
4 7517 d 10,00 d
6 0183 b 2433 b
8 81,50 ¢ 24,00 be
10 76,00 d 20.50 be
12 73,83 d 1883 ¢
DMS 491 5,43

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. pelo teste de Tukey, a 5% de probabiiidade.

Na Tabela 22 encontram-se os valores de germinacio das sementes de gergelim
para a interagdo entre os fatores: variedades e teor de umidade, depois das sementes
serem submetidas a criopreservagio (-196°C) por um periodo de 5 dias de

rmazenamento, onde analisando-se podemos constatar que a germinagio das sementes
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de gergelim, variedade Serido-1 e CNPA-G3, com teor de umidade de 6% (b.u.) n2o
diferem estatisticamente da testemunha. Constata-se também nessa tabela, que a
variedade CNPA-G3 ndo apresenta diferenga significativa com a testemunha, para as
sementes com teores de umidade de 8, 10 e 12% (b.u.). J4 para a semente de gergelim,
variedade CNPA-G2, a germinagdo diminuiu significativamente ao nivel de 1% de
probabilidade para todos os teores de umidade utilizados na criopreservagio das
sementes implicando em dizer que a variedade CNPA-G2 ¢ a mais sensivel a
criopreservacio das variedades estudadas.

Na Tabela 23 encontram-se os percentuais de vigor das sementes de gergelim
depois da criopreservagio a —196°C por um periodo de 5 dias. Nessa tabela verifica-se
que todas as 3 variedades estudadas diminuem significativamente entre si, mas ambas
tendem, a diferir da variedade Seridd-1. Observa-se também que para essas 3 variedades
de sementes de gergelim os teores de umidade que menos afetou o vigor das sementes
estaentre 6 e 10% (b.u.).

Analisando-se 0 que ocorreu com o vigor das sementes de gergelim percebe-se
que na criopreservagio o tempo de descongelamento pode sesta interferindo no

‘resultado, pois a semente como um todo, ou seja, no seu interior, pode ndo Ter atingido
a temperatura ambiente em 12 horas o que poderia retardar o seu desenvolvimento. Este
fato pode ser realidade ja que o teste de vigor foi realizado pela primeira contagem do
teste de oermmaq:ao 0 que na realidade da um indicativo de rapidez de crescimento da
plantula, podendo ser retardada pela agfo de uma temperatura menor no interior das
sementes.

TABELA 22 Valores médios de germinacio das sementes de gergelim para a interago
entre os fatores; teor de umidade e variedades, depois de submetidas a
criopreservacdo em nitrogénio liquido a —~196°C, por periodo de 3 dias.

m

TEOR DE | .. . VARIEDADES.
 UMIDADE (%) Seridé— 1 CNPA G2 C’\!PA G3
Testemunha 97.00 2 A 9900 a A 9900a A
2 4100 d C 56,00 d B 7750 b A
4 7850 b A 73,00 ¢ A 7400 b A
6 50,00 2 A 90,00 b A 95,50a A
3 6150 ¢ C 86,50 B 96,50a A
10 4950 4 C 8400b B 9450a A
12 4350 d C 3500b B 93,00a A

As médias seguidas pela mesma lotra nfo diferem estatisticamente enire si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
DMS / Linha = 6,71 (letras matisculas) - DMS / Coluna = 8,50 (Jetras minisculas)
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TABELA 23. Valores médios de vigor das sementes de gergelim para a interagio entre
os fatores: teor de umidade e variedades, depois de submetidas a

criopreservagdo em nitrogénio liquido a2 —196°C por periodo de 5 dias.

"TEOR DE | -~ - VARIEDADES e
UMIBADE (%) Senidd — 1 CNPA - (G2 CNPA -G3

Testemunha 4350 a B 55,00 a A 44 00a B
2 700 ¢ B 930 ¢ AB 16,00 4 A
4 8,00 be B 6,50 ¢ B 15,50 d A
6 17,00 b B 24,50 b A 31,50 b A
g 11,50 be B 28,00 b A 33000 A
10 3,00 be B 27,00 b A 26,50 be A
12 150 ¢ B 2750 b A 2150 cod A

As médias seguidas pela mesma ldra nlio diferem estatisticamente entre &1, peloteste de Tukey, a 5% de probabifidade.
DMS / Linha = 7,42 (lotras manisculas) - DMS/ Coluna = 941 (letras minusculas)

4.2 CRIOPRESERVACAO DAS SEMENTES IMERSAS EM NITROGENIO
LIQUIDO

4.2.1 CRIOPROTETORES

Com o objetivo de analisar o comportamento das sementes de gergelim, foram
criados e testados os crioprotetores para determinar a sua capacidade como isolante
térmico, minimizando o choque exercido pela temperatura de exposigdo das sementes
ao nitrogénio liquido.

Varios materiais foram submetidos a testes preliminares, no emtanto o
Crioprotetor 1 - Tubo polietileno apresentou-se como “bom™ isolante térmico
impedindo que a temperatura interna do tubo chegasse rapidamente ao nivel maximo
oferecido pelo nitrogénio liquido. _

O Crioprotetor 2 — Envelope de aluminio foi quem apresentou melhor
desempenho como isolante térmico, resistindo melhor e tendo um periodo muito longo
de congelamento gradativo das sementes.

O Crioprotetor 3 — Amido de milho como 1solante natural apresentou rapidez
no ultra congelamento, talvez devido ao fato da massa liquida facilitar na formacdo dos
cristais. Todos os dados obtidos equivalentes a realizagio do teste tenmométrico com os

crioprotetores estdo no apéndice I1-B em anexo.
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4.2.2 CRIOPRESERVACAO UTILIZANDO CRIOPROTETORES

Uma vez identificado o teor de umidade limite para criopreservacio das
sementes de gergelim variedades Seridd-1, CNPA-G2 e CNPA-G3 que foi de 6% b,
foi realizada a criopreservagdo das sementes por 0, 5, 30 e 60 dias, utilizando 4
crioprotetores (Sem Crioprotetor, Crioprotetor 1- Tubo polietileno, Crioprotetor 2 —
Envelope de aluminio e Crioprotetor 3 — Amido de milho) e dois processos de
descongelamento (temperatura ambiente a 25°C e banho termostatizado a 40°C).

A germinagio e o vigor das sementes de gergelim variedades Serido-1, CNPA-
G2 e CNPA-G3 submetidas aos tratamentos acima citados encontram-se na Tabela 24,
sendo que os valores relativos as médias para os testes de germinagdo e vigor da Tabela
24 encontram-se em anexo, no apéndice [1-B.

Pode-se observar na Tabela 24 que as sementes armazenadas pelos periodos
actima citados apresentaram variagdes de sua germinagdo e vigor para os crioprotetores
utilizados, onde verifica-se que as sementes que foram crioprotegidas com o tubo
polietileno (crioprotetor 1) ¢ com o envelope de aluminio (crioprotetor 2) os
crioprotetores 1 e 2 apresentaram de uma maneira para indices superiores de
germinagdo e vigor quando comparadas com as sementes sem crioprotfetores e |
.cri-oprotegidas com o amido de milho (crioprotetor 3), para todas as variedades de
sementes avaliadas.

Verifica-se também na Tabela 24 que as sementes descongeladas a temperatura
ambiente (TA) favoreceu o desenvolvimento da germinagio e do vigor para as
variedades Seridé-1 e CNPA-G2 para todos os periodos de armazenagem, quando
descongelamento € feito em banho termostatizado (40°C), entretanto a variedade
CNPA-G3 apresentou maiores indices de germinagdo e vigor para todos oS

crioprotetores estudados apenas no periodo de 60 dias de armazenagem.
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TABELA 24 Valores medios representativos da germinagio e vigor das sementes de
gergelm variedades Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-G3 utilizando a
técnica de criopreservagio por imersdo em nitrogénio liguido a —196°C,
utilizando diversos crioprotetores, duas temperaturas de descongelamento
e quatro periodos de armazenagem.

T . GERMINACAQ (Seridé—1) e
P.armaz.(dias) 0 5 30 60
Crioprotetores | Temp.descong. | Temp.descong. | Temp.descong. | Temp.descong.
TA |BT. |TA |BT. |TA |BT |TA IBT.

Sem Crioprotetor { 96 98 6% 71 68 69 34 73
Crioprotetor 1 192 96 81 68 82 67 94 77
Crioprotetor 2 {92 93 84 66 86 67 79 80

Crioprotetor 3 | 88 90 31 129 29 29 54 65
- VIGOR (Seridé - 1) -
Sem Crioprotetor { 52 {60 21 46 18 48 52 45
Crioprotetor 1 {56 58 33 23 30 23 64 50
Crioprotetor 2 {48 52 43 23 45 23 42 45
Crioprotetor 3 |40 43 19 i5 10 15 23 25
- ~ GERMINACAQ (CNPA-G2) I
Sem Crioprotetor | 97 97 |66 71 74 72 92 85

Crioprotetor I {95 96 85 73 85 74 92 90

Crioprotetor 2 {95 92 84 36 88 87 89 94

Crioprotetor 3 190 92 48 66 49 68 86 83
- _ IR VIGOR (CNPA - G2)

Sem Crioprotetor |65 - 167 . |33 31 32 31 61 48
Crioprotetor 1 |62 63 |54 45 54 49 60 67
Crioprotetor 2 | 60 62 36 43 43 46 72 68
Crioprotetor 3 |60 63 19 21 19 31 43 34

- SR - GERMINACAO (CNPA-G3) . -
Sem Crioprotetor | 96 92 84 66 |87 69 94 94
Crioprotetor 1 |94 91 93 91 94 92 93 92
Crioprotetor 2 |90 91 95 92 95 94 93 95
Crioprotetor 3 | 88 90 - 52 63 52 65 74 83
e s VIGOR(CNPA -G3) . S -
Sem Crioprotetor | 63 60 46 |47 47 50 72 74
Crioprotetor 1 [ 62 60 46 62 52 65 76 69
Crioprotetor 2 {60 159 63 163 65 65 76 68

- Crioprotetor 3 158 60 22 25 19 25 41 44

LEGENDA:

Crioprotetor 1 — Tubo polistileno; Crioprotetor 2 - Envelope de aluminio ¢ o Crioprotetor 3 — Amido de milho.
Temperatusa de descongelamento : T.A. Temperatura Ambiente; B.T. Banho Termostatizado (40°C).

Periede de armazenagem: 0, 5, 30 ¢ 60 dias.

Na Tabela 25 encontra-se uma analise de vandncia simplificada da germinagio

e do vigor das sementes de gergelim, onde observa-se que existem diferengas
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significativas entre os processos de descongelamento, crioprotetores ¢ o periodo de
armazenagem das sementes avaliadas, como também a interagiio desses fatores, excegdo
se faz para a germinac@o das sementes de gergelim variedades CNPA-G2 e CNPA-G3,
onde nio existem diferengas significativas entre os processos de congelamento. Este

fato também foi observado para o vigor das sementes de gergelim para as variedades
Serido-1 e CNPA-G2.

TABELA 25. Analise de varidneta simplificada da germinacg8o e vigor das sementes de
gergelim com teor de umidade de 6% (b.u) apds criopreservagio em
nitrogénio liquido para os fatores descongelamento, crioprotetores,
periodo de armazenamento e suas interagoes.

FONTE DE G.L GERMINACAO VIGOR
VARIACAQ F F
Senidé-1 CNPA-G2 | CNPA-G3 | Serido-1 CNPA-G2 | CNPA-G3

Descongelamento i 20 44+ 0,86ns 2,26ns 0,01ns 0,00ns 5, 75%
Crioprotetores 3 1409,79%*% | T2,76%% | 301 00** | 129, 68%*% | 50 54%* | 200 aO**
Periodo de armazen. | 3 1423,49%% | 155 33%% | 134 09** | 229,66%* | 137, 56** | 145 64%#
Desc. x Criop. 3 15,14%% 5 13,48%* | 54,85%% | 43 21%% 1,60%% 5,03%%*
Desc. x P. armaz. 3 12,70** 1,46%* 3,25%% 4 O6t* 1,90%* 6,50%%
Criop. x P. armaz. 9 44.34%% | 12.61** § 6251 | 10,62%* O 81** | 34 g%+
Desc.xCriop.xPam | 9 10,47%* 5,26+ 7.55%% | 16,58%% 2.43% 3,35%*
Residuo 96
Total 127

~ ** Significative ao nivel de 1% de probabilidade.
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Na Tabela 26 encontra-se os valores médios da germinagéo e vigor das sementes
de gergelim variedade Serido-1 para os fatores descongelamento, crioprotetores e
periodo de armazenamento. Nessa tabela observa-se que existem diferencas
significativas da germinagio e do vigor das sementes quando se utiliza os crioprotetores
1 e 2, quando comparado com os demais crioprotetores.

Relativo ao fator periodo de armazenagem constata-se que as sementes depois de
armazenadas por 60 dias apresentaram um percentual de germinagio e vigor, superiores
aos obtidos com 5 e 30 dias de armazenamento.

Para o fator métodos de descongelamento utilizado, o indice de germinagdo a

temperatura ambiente apresentou-se melhor quando comparado com o banho
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termostatizado (40°C). Todavia para o percentual de vigor das sementes ndo se observa
diferengas significativas entre os diferentes métodos de descongelamento.

Quanto a crnopreservacgio das sementes de gergelim (Serid6-1), envolvendo a
interagdo entre os fatores crioprotetores e descongelamento, verifica-se na Tabela 27
que a germinacdo das sementes sdo significativamente superiores gquando sdo
descongeladas a temperatura ambiente, quando comparada com o descongelamento
realizado no banho termostatizado (40°C), para os crioprotetores 1 e 2.

Ainda na Tabela 27 constata-se que apesar do crioprotetor 3 apresentar os
indices mais baixos de germinagiio e vigor, quando comparado com os demais, nio se
observa uma diferenca significativa entre os dois métodos de descongelamento. Este

fato também € observado para a genminagio das sementes sem crioprotetor.

TABELA 26.Valores médios da germinagio e do vigor das sementes de gergelim
variedade Seridd-1, submetida a criopreservag@o em nitrogénio liquido,
com 6% b.u., para os fatores descongelamento, crioprotetores ¢ periodo
de armazenagem.

GERMINACAO
DESCONGELAMENTO CRIOPROTETORES PERIODO DE
ARMAZENAGEM (dias)
T A 75,3923 S.Criop. 78,34 b 0 §3,06a
B.T 71,50 b Crop. | 81.84a 5 6234 ¢
Criop. 2 81,78 a 30 61,81 ¢
Criop. 3 51,81 ¢ 60 76,56 b
DMS= 142 DMS= 2,65 DMS= 2,65
MG= 73,45 CV%= 5,52
' S o S VIGOR . R
T.A 3702 a S.Cnop. 427223 0 51,03a
B.T 3708a Criop. 1 4191a 5 127,59 ¢
Criop. 2 39,97a 30 2644 ¢
Criop. 3 2359 b 60 4313 b
DMS =158 DMS =294 DMS =2,94
MG = 37,05 CV%=1212

As medias sepnidas pela mesma Ietra nio diferem estatisticamante stre si.

Criopratetor 1. Tube polictileno; Crioprolstor 2. Envelope de aluminio; Crioprotator 3. Amnido de mitho.

Temperatura de descongelamento : T.A. Temperatura Ambiente; B.T. Basho Termostatizado (46°C).
Periodo de armazenagem: 0, 3, 30 ¢ 60 das.
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TABELA 27 Valores médios de germinacio e vigor das sementes de gergelim
variedade Seridé-1 apds serem submetidas a criopreservacio em
nitrogénio liquido, para os fatores crioprotetores e descongelamento.

e GERMINACAO
DESCONGELAMENTO CRIOPROTETORES
S. CRIOP. CRIOP. 1 CRIQP. 2 CRICP. 3
Temp. Ambiente 7900a B |86,88a A 85133 A 5056a C
Banho Termostatizado 7769a A 17681 b A 17844 b A |53,06a B

DMS/coluna= 2,85 (letras minusculas)  DMS/linha= 3,75 (lefras minusculas

- : ' ' - VIGOR
Temp. Ambiente 3563 b B |4550a . A 44,192 A [2275a C
Banho Termostatizado |4981a A (3831 b B (3575 b B [2444a C
DMS/coluna= 3,15 (letras mindsculas)  DMS/linha= 4,16 (letras minasculas)

As médias seguidas pals mesma letra nio diferem estatisticamente ontre si.
Crioprotetor L. Tubo policzileno; Crioprotetor 2. Envelope de aluminio; Crnieprolcior 3. Amido de milho.
Temperatura de descongelamento : T.A. Temperatura Ambicnte; B.T. Banho Termostatizado (40°C).

Na Tabela 28 encontra-se a interacio entre os fatores periodo de armazenagem e
métodos de descongelamento das sementes de gergelim onde constata-se que ndo
existem diferencas significativas entre os métodos de descongelamento no inicio do
periodo de armazenagem e ao final dos 60 dias, embora observa-se que para o vigor este
fato 6 ocorra aos 5 e 30 dias de armazenamento das sementes.

Analizando-se a germinagdo e o vigor das sementes para cada método de
descongelamento ao longo do pericdo de armazenamento, constata-se uma diminuico
da germinacgdo ¢ do vigor das sementes durante o periodo de armazenamento para 0s
dois métodos de descongelamento (temperatura ambiente e banho termostatizado).

Analizando-se a Tabela 29, onde se encontra os valores medios de germinagio ¢
vigor das sementes de gergelim para a intera¢do entre os fatores crioprotetores e periodo
de armazenagem, observa-se que a germinagio das sementes utilizando-se os
crioprotetores 1 ¢ 2 mantém-se estatisticamente iguais para cada periodo de
armazenagem, embora a0 longo do periodo exista uma diminuic8o significativa dessa
germinagdo

Ainda na Tabela 29 constata-se que o vigor das sementes também diminui com o
perfodo de armazenagem para todos os crioprotetores, excegdio se faz ao crioprotetor 1
quando se compara o vigor inicial da semente e apds 60 dias de armazenada.

Na Tabela 30 encontra-se a comparagdo entre média da germinagdo e do vigor

das sementes de gergelim variedade CNPA-G2 para os fatores isolados de métodos de
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descongelamento, crioprotetores € periodo de armazenagem. Nessa tabela verifica-se
que ndo existem diferengas de germinacio e vigor das sementes quando essas s&o
descongeladas a temperatura ambiente ou em banho termostatizado {40°C). Observa-se
também na tabela que o crioprotetor 2 (envelope de aluminio) se mostra mais eficiente
na crioprotecio da variedade CNPA-G2 e que existe diminui¢do significativa de
germinagdo e vigor das sementes com o periodo de armazenamento. Ainda em relagio a
Tabela 30 nota-se que o tempo de armazenagem da semente de 60 dias apresentou os
maiores indices de germinag3o e vigor quando comparado com 5 e 30 dias, sendo

inferior apenas a testemunha.

TABELA 28 Valores médios de germinagio e vigor das sementes de gergelim
variedade Serido-1 apos serem submetidas a criopreservagdo em
nitrogénio liquido, para os fatores periodo de armazenagem e métodos de
descongelamento.

GERMINACAOQO
DESCONGELAMENTO PERIODO DE ARMAZENAGEM (dias)

2 5 30 60

Temp. Ambiente 91,%4a A 66252 C 66,00 a C 77,38a B

Banho Termostatizado 04,19 a A |54 b C 5763 b C 75,75a B

DMS/coluna= 2,85 (letras minusculas) DMSAmmha= 3,75 (letras numisculas)

VIGOR
Temp. Ambiente 4894 b A (2850a B 2563 a B 4500a A
Banho Termostatizado 53,13 a A 12669a C 27252 C |4125ab B
DMS/coluna= 3,15 (letras mindsculas) DMS/linha= 4,16 (letras minusculas)
As médias seguidas pela mesma letra niio diferem edatisticamente entre si.

Temperatura de deseongelamento : T.A. Temperatura Ambiente; B.T. Banho Termostatizade (40°C).
Pariodo de armazenagem: 0, 5, 30 ¢ 60 dias.
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TABELA 29 Valores médios de germinagio e vigor das sementes de gergelim
variedade Serido-1 apos serem submetidas a criopreservagdo em
nitrogénio liquido, para os fatores tempo de armazenagem e
crioprotetores.

. . GERMINACAO o
CRIOPROTETORES PERIODO DE ARMAZENAGEM (d;as)
0 5 30 60
Sem Cooprotetor 29688a A |7025a C |68300 b C (7825 b B
Crioprotetor 1 6388a A [7400a € |[7425a C [8525a B
Crioprotetor 2 92,50a A (75,13a C {7625a (€ |8325a B
Crioprotetor 3 8900 b A {3000 b C 2875 ¢ C 5950 ¢ B
DMS/coluna= 5,31 (letras minusculas) DMS/linha= 531 (etras mimisculas)
VIGOR
Sem Crioprotetor 56,00a A 13338a C 13300a C (4830 b B
Crioprotetor 1 5688a A |2750a B 12625 b B (57002 A
Crioprotetor 2 4988 b A [3275a C (3400a C {4325 b B
Crioprotetor 3 4138 ¢ A 1675 b C |1250 ¢ C |23,75 ¢ B
DMS/coluna= 5 88 (letras minusculas) DMS/linha= 5,88 (letras mintisculas)

As médias seguidas pela mesma letra nde diferem estatisticamente entre s1.
Criopratetor 1. Tubo pelistileno; Crioprot<tor 2. Envelope de aluminio; Crioprotetor 3. Amido de milho.
Periodo de armazenagem: 0, 3, 30 e 60 dias,

TABELA 30 Valores médios da germinagdo e do vigor das sementes de gergelim
variedade CNPA-G2, submetida a criopreservagio em nitrogénio liquido,
com 6% b.u., para os fatores descongelamento, crioprotetores e periodo
de armazenagem

_ GERMINACAQ
Descongelamento Crioprotetores Periodo de anmazenagem {dias)
T.A 8202 a §.Criop. 81,66 ¢ 0 04,25 a
B.T 82.81a Criop. 1 86,16 b 5 7228 ¢
Crap. 2 8038 a 30 74,44 ¢
Criop. 3 72,47 d 50 8869 b
DMS=1,71 : DMS=3,19 DMS=319
MG= 82,41 CV%=5,91
R ' VIGOR
T.A 48 16 a S .Criop. 4588 b 0 62,663
B.T 48,232 Criop. | 56,50 a 5 3572 ¢
Criop. 2 53,59 a 30 3704 ¢
. Criop. 3 3681 ¢ 60 5647 b
DMS =227 DMS =423 DMS =423
MG = 48,20 CV% = 13,41

e e e e e e ]
As médias seguidas pela mesma fetra niio diferem edatigticamente entre si.

Crioprotetor 1. Tubo polietileno;, Crioprotator 2. Envelope de aluminio; Crioprotetor 3. Amido de mifho.

Temperatura de descongelamento : T.A Temperatura Ambiente; B.T. Banho Termostatizado (40°C).

Periodo de armazenagent: 0, 5, 30 ¢ 60 dias,
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Os percentuais de germinagdo e vigor para a variedade CNPA-G2 do gergelim,
para a interagdo entre os fatores crioprotetores e descongelamento encontram-se na
Tabela 31 onde verifica-se que as sementes descongeladas a temperatura ambiente
apresentaram os maiores indices de germinagéo para todos os crioprotetores, no entanto
para o vigor ndo se observaram diferencas significativas entre as temperaturas.

Nessa tabela constata-se que ndo existem diferencas significativas na
germinagio das sementes quando essas sio descongeladas a temperatura ambiente ou
banho termostatizado (40°C) sem o uso de crioprotetor ou crioprotegidas com envelope
de aluminio (crioprotetor 2). Este fato também é observado para o vigor das sementes s6
que para todos os crioprotetores estudados.

‘Na Tabela 31 observa-se também que a germunacio das sementes descongeladas
a temperatura ambiente, ndo diferem significativamente entre si quando sdo
crioprotegidas com o tubo polietileno {crioprotetor 1) em comparagdo a crioprotegdo
feita com o envelope de aluminio (crioprotetor Z). Na Tabela 32 onde estd analisada
estatisticamente a interagio entre os fatores métodos de descongelamento e periodos de
armazenagem, observa-se que para cada periodo de tempo estudado ndo existem
diferengas significativas entre os diferentes métodos de descongelamento, excegdo se
faz ao vigor das sementes aos 60 dias onde se observa diferenga significativa entre os
dois métodos de descongelamento das sementes.

Analisando-se cada método de descongelamento em func¢io do periodo constata-
se que a germinagdo das sementes nio diferem entre si no inicio e no final (60 dias) do
periodo de armazenagem, Este fato também ¢ observado a temperatura ambiente. Ja
para o descongelamento das sementes feita em banho termostatizado (40°C) o vigor das

sementes diminui significativamente com o periodo de armazenagem.
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TABELA 31 Valores médios de germinagio e vigor das sementes de gergehm
variedade CNPA-G2 apds serem submetidas a criopreservagio em
nitrogénio liquido, para os fatores  crioprotetores e método de
descongelamento.

Lo ‘GERMINACAO
DESCONGELAMENTO CRIOPROTETORES
S. CRIOP. CRIOP. 1 CRIQOP. 2 CRIOP. 3
Temp. Ambiente §206a B 32,192 A 8%94a A 6788 b C
Banho Termostatizado 81.25a B 8313 b B 898la A 7706a C

DMS/coluna= 3,42 (letras minasculas DMS/linha= 4,51 (letras minusculas)
o . - VIGOR
Temp. Ambiente 4756a B 57,192 A 5256a A |3531a C

Banho Termostatizado 441%9a B 558t a A 5463a A 383la C
DMS/coluna= 4,54 (letras minusculas)  DMS/linha= 5,98 (letras mintsculas)

As médias seguidas pela mesma laira nfo diferem eslatisticemente enlre si.
Crioprotctor 1. Tubo polictilenc; Crioproiator 2. Envelope de 2luminio; Crioprotator 3, Amido de mitho.
Temperatura de dexcongelamento : T.A. Temperatura Ambiente; B.T. Banho Termostatizado (40°C).

TABELA 32. Valores médios de germinagio e vigor das sementes de gergelim
variedade: CNPA-G2 apds serem submetidas a criopreservacio em
nitrogénio liquido, para os fatores periodo de armazenagem e método
de descongelamento,

GERMINACAO
DESCONGELAMENTQ PERIODO DE ARMAZENAGEM (dias)
0 5 30 60
Temp. Ambiente 94,19 a A |7063a B |73,75a B 89,50a A

Banho Termostatizado 94 31a A |739%4a B 75,13a B §788a A
DMS/coluna= 3,42 (letras minisculas) DMS/linha= 4,51 (letras min(sculas)

VIGOR
Temp. Ambiente 61,56 a A [3531a B 3700a B 538, 75a A
Banho Termostatizado 63,75a A 36,133 C |3888a C 5419 b B
DMS/coluna= 4,54 (letras mimisculas) DMS/linha= 5,98 (letras minusculas)

As médias seguidas pela mesma lara nio diferem estatisticamentc entre s1.

Temperatura de descongelamento : T.A, Temperatura Ambiente; B.T, Banho Termostatizado {4G°C).
Periodo de armazenagem: 0, 5, 30 ¢ 60 dias.

Na Tabela 33 encontra-se a germinacdo e vigor das sementes de gergelim
variedade CNPA-G2 para a interagdco entre os os fatores crioprotetores e periodo de
armazenagen.

Observa-se na Tabela 33 que no inicio da armazenagem ndo existiam diferengas
significativas na germinagdo € no vigor das sementes para 0s crioprotetores estudados,
no entanto, a medida que foi ocorrendo o periodo de armazenamento, verifica-se que 08
crioprotetores 1 e 2 tendem a preservar sua qualidade fisiologica embora existam

diferengés significativas aos 5 e 30 dias de armazenagem.
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Analisando a Tabela 33 nas colunas constata-se também que a germinagio e o
vigor das sementes quando armazenadas com os crioprotetores 1 € 2 nio diferem
significativamente entre si para cada periodo de armazenamento, excegdo se faz ao

vigor das sementes aos 5 dias de armazenadas.

TABELA 33. Valores médios de germinagio e vigor das sementes de gergelim
variedade CNPA-G2 apds serem submetidas a criopreservacdo em
mitrogénio liquido, para os fatores tempo de armazenagem e
crioprotetores.
o GERMINACAO '

CRIOPROTETQORES PERIODO DE ARMAZENAGEM (dias)
0 5 30 60
Sem Crioprotetor 07132 A 6875 b C |7275 b C |88,00a B
Crioprotetor 1 0538a A |78375a B [7950a B |9100a A
Crioprotetor 2 9350z A {85002 B |8750a B |91,50a A
Crioprotetor 3 9100a A [5663 ¢ C (5800 ¢ C |8425 b B
DPMS/coluna= 6,38 (letras minusculas) DMS/linha= 6 38 (letras mindsculas)
VIGOR
Sem Crioprotetor 6588a A 318 ¢ C [3125 b C {5450 b B
Cnoprotetor 1 62,25a A {49,132 B [51,50a B (6313a A
Crioprotetor 2 61,00a B 3938 b C (44002 C [7000a A
Croprotetor 3 61,502 A 2250 ¢ C {2500 ¢ C 3825 c B
DMS/coluna= 8,46 (letras minusculas) DMS/linha= 8,46 (letras mintsculas)

As médias seguidas pela mesma loza nio diferem estatisticamente enlre si.
Crioprotetor 2. Tubo pelictileno; Criopratetor 2. Envelope de sluminio; Crioprotator 3. Amido de milho.
Perfodo de armazenagem: 0, 5, 30 ¢ 60 dias.

Na Tabela 34 encontra-se a comparagio entre a média da germinagdo e do vigor
das sementes de gergelim da variedade CNPA-G3 para os fatores isolados de métodas
de descongelamento, crioprotetores e periodos de armazenagem.

Nessa tabela verifica-se que ndo existe diferenga significativa na germinagio
das sementes quando essas sdo descongeladas a temperatura ambiente ou em banho
termostatizado (40°C), embora se observa uma diferenga significativa nessa analise
comparativa, no vigor das sementes. Observa-se também, na tabela, que nio existe
diferenga significativa entre o crioprotetor 1 (tubo polietileno) e o 2 (envelope de
aluminio). Em relagdo ao periodo de armazenagem, constata-se que a germinagdo das
sementes depois de 60 dias de armazenadas ndo foram significativamente diferentes,
embora existam diferengas significativas aos 5 e 30 dias de armazenadas.

Os percentuais de germinagdo e vigor das sementes de gergelim variedade
CNPA-G3 para a interagdo entre os fatores crioprotetores e métodos de
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descongelamento, encontram-se na Tabela 35. Nessa tabela constata-se que existem
diferencas significativas na germinac@o das sementes quando essas sdo descongeladas a
temperatura ambiente em relagfio ao banho termostatizado (40°C) sem o uso do
crioprotetor e quando se utiliza o crioprotetor 3. Essas diferengas também sdo
observadas no vigor das sementes para o crioprotetor 1 € 3.

Ainda na Tabela 35 constata-se que ndo existem diferengas significativas na
germinagdo das semente, entre os crioprotetores 1 e 2 quando essas sdo descongeladas a
temperatura ambiente ou em banho termostatizado (40°C) ja para o vigor das sementes
essas diferengas ndo ocorrem apenas para as sementes descongeladas em banho

termostatizado.

TABELA 34 Valores médios da germinag¢do e do vigor das sementes de gergelim
variedade CNPA-G3, submetida a criopreservagdo em nitrogénto liquido,
com 6% b.u., para os fatores descongelamento, criopiotetores e periodo
de armazenagem.

OO oo i it = o

GERMINACAO _
Descongelamento Crioprotetores Periodo de armazenagem (diag)
T.A 86,09 a S.Criop. 8541 b 0 91,53 a
B.T 8531 a Criop. 1 92,66 a 5 7972 b
Criop. 2 9347 a 30 81,38 b
| Criop. 3 7128 ¢ 60 90,19 a
DMS=1,03 DMS= 1,92 DMS= 1,92
MG= 8570 CV%= 3,43
' . VIGOR S
T.A 5425 b S.Criop. 57,59 ¢ 0 60,25 b
B.T 56,03 a Criop. 1 61,63 b 5 4681 ¢
Criop. 2 64,69 a 30 4838 ¢
Criop. 3 36,66 d 60 65,13 a
DMS =147 DMS =275 DMS =275
- MG =5514 CV% =762

As médias seguidas pela mesma letra ndo difercm estalisticamente entre si.

Crioprotetor 1. Tubo polictileno; Crioprotetor 2. Envelope de aluminio; Criopraietor 3. Amido de mitho.
Temperatura de descongelamento : T.A Temperstura Amhiente; B.T. Banho Termostatizado (40°C}.
Periodo de armazenagem: 0, 3, 30 e 60 dias.
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TABELA 35, Valores médios de germinagio e vigor das sementes de gergelim
variedade CNPA-G3 apds serem submetidas a criopreservagio em
nitrogénio liquido, para os fatores crioprotetores e métodos de

descongelamento.

et . GERMINACAQ
DESCONGELAMENTO CRIOPROTETORES
. S. CRIOP. CRIOP. 1 CRIQP. 2 CRIOQP. 3
Temp. Ambiente 90,383a B [93,63a A |9350a A [6688 b C
Banho Termostatizado 8044 b B (9169a A 934d4a A [7569a C

DMS/coluna= 2,06 (letras minasculas)  DMS/linha= 2,72 (fetras minuscu

e — —— ——  _—_ __—___———___ _— __— __— ]

_ - YVIGOR : o

Temp. Ambiente 5125a B 5806 b B 16588a A 3481 b C

Banho Termostatizado 5794a B 64,19 a A 63,50a A 13850a C
DMS/coluna= 2,95 (letras minusculas)  DMS/linha= 3,89 (letras minisculas)

As médias seguidas pela mesma letra nfio diferem estatisicamente entre si.
Crioproteior 1. Tube pelietileno; Crioprotetor 2. Envelope de aluminio; Crioproictor 3. Amido de milho.
Temperatura de descongelamento : T.A. Tempearatura Ambiente; B.T. Banho Termostatizado (40°C).

Na Tabela 36 onde esta analisada estatisticamente a interagdo entre os fatores
métodos de descongelamento e periodos de armazenagem observa-se que ndo existem
diferencas significativas entre os métodos de descongelamento' e os periodos de
armazenagem de 0, 30 e 60 dias, embora observe-se que para o viger das sementes essas
diferencas entre os métodos de descongelamento ndo ocorram apenas nos periodos
inicial (0) e aos 60 dias.

Analisando-se cada método de descongelamento em fun¢do do periodo de
armazenagem constata-se que a germinagio das sementes nao diferem entre si no inicto
e no final (60 dias} do periodo de armazenagem. Este fato ¢ observado no vigor apenas
para o periodo de 60 dias, onde n3o ocorreu diferencas significativas enire os métodos

de deécongelamento.
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TABELA 36.Valores médios de germinagiio e vigor das sementes de gergelim
variedade: CNPA-G3 apds serem submetidas a criopreservagio em

nitrogénio tiquido, para os fatores periodo de armazenagem e métodos de
descongelamento.

T D e _____.

N o GERMINACAO '
DESCONGELAMENTQ PERIODO DE ARMAZENAGEM

0 5 30 60
Temp. Ambiente 91,94 a A |808la B 8238a B |89,25a A
Banho Temnmostatizado 91,132 A (7863 b B |8038a B [91,13a A
DMS/coluna= 2,06 (letras nuntisculas) DMS/iinha= 2,72 (letras miniisculas)

L VIGOR . Lo
Temp. Ambiente 60,75 a B {4438 b € (4575 b C 166,133 A
Banho Temmostatizado 39,75 a B |4925a C 51,004 C 64,13a A
DMS/coluna= 2,95 (letras mimisculas) DMS/linha= 3,89 (letras miniisculas)

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticament e entre si.

Temperatura de descongelamento : T.A. Temperatura Ambiente, B.M. Banho Temnostatizado (40°C).
Perfodo de armazemagen: 0, 5, 30 ¢ 60 dias.

Na Tabela 37 encontram-se os percentuais de germinagio e vigor das sementes
de gergelim variedade CNPA-G3 para a interagdo entre os fatores crioprotetores e
periodos de armazenagem.

Observa-se na Tabela 37 que no inicio da armazenagem nfo existem diferengas
significativas na germina¢do sem o uso de crioprotetor e o crioprotetor 1 (tubo
polietileno), embora ndo ocorreu diferengas significativas para os crioprotetores 1 (tubo
polietileno) e 2 (envelope de aluminio) entre os periodos de 5, 30 e 60 dias de
armazenagem. Entretanto para o vigor das sementes ndo se verificam diferengas
significativas entre todos os crioprotetores estudados no periodo inicial e final da
armazenagem, excegio se faz ao crioprotetor 3.

Ainda em relagdo a Tabela 37 constata-se que ao final do periodo de
armazenagem o percentual de germinagio e vigor das sementes da variedade CNPA-G3,
tendem a manter-se igual ao periodo inicial, excegdo se faz crioprotetor 3, onde parece

que de alguma forma esta afeta a qualidade fisioldgica das sementes.
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TABELA 37 Valores médios de germinagdo e vigor das sementes de gergelim
variedade: CNPA-G3 apds serem submetidas a criopreservagio em
nitrogénic liquido, para os fatores periodo de armazenagem

<]

criogmtetores

P GERMINACAO
CRIOPROTETORES PERIODO DE ARMAZENAGEM (dlas}
0 5 30 60
Sem Crioprotetor 938a A {7500 b B (7850 b B |9425a A
Crioprotetor 1 92,50a A 192,13a A [9325a A |9275a A
Crioprotetor 2 9050 b B |93,88a A (9500a A (9430a A
Crioprotetor 3 8925 c A 5788 cC |5875 ¢ C |7925 b B
DMS/coluna= 3,85 (letras mintsculas) DMS/linha= 3 85 (letras mmusculas)
' ' B "VIGOR :
Sem Crioprotetor 61,50a B (4738 b C (4850 b € :7300a A
Crioprotetor 1 61,00a B {5425 b C 15850 b C (7275a A
Crioprotetor 2 5956a C i6250a B (6475a B |72,060a A
Crioprotetor 3 5600a A 12313 cC {2175 ¢ € |4275 b B

DMS/coluna= 5,50 (Jetras minusculas)

As médias seguidas pela mesma letra nfo diferem esatisticamente entre si.
Crioprotefor 1. Tubo polistileno;, Criopretdor 2. Envelope de aluminio; Crioprotdor 3, Amido de milho.
Periodo de armazenagem: 0, 5, 30 ¢ 60 dias.

DMS/Ainha= 5,50 {letras minasculas)

100



Canitulo ll - Conclusdes

1.5 CONCLUSOES
Diante dos resultados obtidos podemos concluir que:

1. Ao se estudar a determinagio do teor de umidade limite para criopreservagio -

TULC, durante S dias, afirmamos que:

(a) Para as variedades de gergelim (Seridd-1, CNPA-G2 e CNPA-G3) o teor de
umidade limite para criopreservagio esta em tomo de 6% (b.u.); apresentando um
percentual de germinagio de 90% e de vigor vafiando entre 17 e 24%,

{(by A semenie de gergelim variedades CNPA-G3 é que melhor se adapta a
criopreservagio imersa ao nitrogénio liquido a (-196°C);

{c) Para a criopreservagio da variedade CNPA — (33, pode-se utilizar teores de umidade
entre 6 e 8% (b.u), que a germinago e o vigor das sementes ndo sio afetados

significativamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey;

2. Em relagdo a criopreservacdo com imersdo em nitrogénio liquido a (-196°C), para as
variedades de gergelim (Seridd-1, CNPA-G2 e CNPA-G3) por tempo de
armazenagem de 5, 30 e 60 dias, utilizando 4 tipos de crioprotetores (Sem
Crioprotetor, Crioprotetor 1 — Tubo polietileno, Crioprotetor 2 Envelope de
aluminio e Crioprotetor 3 ~ Amido de milho), com processo de descongelamento
nas temperaturas ambiente e banho termostatizado (40°C). Podemos afirmar que:

a) Os melhores indices de germmacio e vigor para as variedades de gergelim Serido-1
e CNPA-G2, foram obtidos quando as sementes foram descongeladas a temperatura
ambiente entretanto para a variedade CNPA-G3 o melhor indice de vigor foi obtido
quando as sementes foram descongeladas a temperatura de 40°C em banho
termostatizado;

b) Foram obtidos os maiores indices de germinagdo e vigor, quando as variedades
foram criopreservadas utilizando-se como crioprotetor, o envelope de aluminio;

¢) Os maiores indices de germinagdo e vigor foram obtidos quando as sementes de
gergelim foram criopreservadas pelo periodo de armazenagem de 60 dias em

comparag¢do aos periodos de 5 e 30 dias.
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CONCLUSAO GERAL

CAPITULO I

i

III

iv.

iL

Assepsia das sementes -

A variedade CNPA-G2 mostrou-se superior as demais variedades apresentando
0s maiores percentuais de germinacdo e vigor ndo diferindo da testemunha;

A assepsia das sementes de gergelim, variedade CNPA-G2, pode ser feita com a
concentragdo de hipoclonto de sodio variando entre 10 e 40%, indicando -~ se
10% por ser o valor mais econdmico, sendo que o meio de cultivo recomendado
deve ser o papel germitest, (PG),

A concentracio de hipoclorito que deve ser recomendado para fazer a assepsia
da semente de gergelim, variedade CNPA-G3, é de 20%, e o melhor meio de
cultivo das sementes € o papel germitest (mero de cultive PG) em detnimento do
meio de cultivo MS;

Quanto a assepsia da semente de gergelim variedade Serido-1 a concentragdo de
hipoclonito de sodio gue causa menor danos as sementes € na ordem de 20% e o
meio de cultivo recomendado € o meio MS;

Em relagio a analise fitopatolégica concluiu-se que os fungos encontrados foram

Aspergillus sp, Penicillium spp, Rhizoctonia e o Rhizopus sp sendo que a
variedade Serido-1 apresentou maior incidéncia de contaminagdo para todos
encontrados, evidenciando a maior presenga do Aspergillus sp em todas as
variedades, entretanto a variedade CNPA-G3 foi a que apresentou menor
incidéncia de fungos.

Na Indugdo a Organogénese Somdtica realizada podemos verificar que:

“Sem o Pré - Tratamento” das sementes.

A variedade CNPA-G3 quanto aos Explantes Vivos (E. V) apresentou os maiores
indices de desenvolvimento, ou seja, maior incidéncia de explantes viaveis ao
brotamento quando comparada com as outras variedades;

A variedade Serido-1 foi que apresentou maior N° de brotos por explantes (B/E),
ocasionando um processo de super brotamento nesta fase.

“Com o Pré - Tratamento” das sementes

Nio houve diferengas estatisticas entre as variedades (Serid6l e CNPA-G3)
quanto aos Explantes Vivos (E.V), ou seja, as variedades envolvidas
apresentaram desenvolvimento semethantes na obtengio de explantes vivos por
frasco;
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11 Em relagdo ao N° de brotos por explante, novamente nidc houve diferencas
estatisticas entre as variedades (Serido-1 e CNPA-G3), ou seja, ambas
apresentaram processo de desenvolvimento evidenciando super brotamento;

Na Indugdo a Calogénese podemos afirmar que:

1 No desenvolvimento de calogénese, utilizando explantes de hipocétilo de
plantulas germinadas /n vifro em cultivar de gergelim, ocorreu maior formacio
de calos em meio MS, quando suplementado com os reguladores de crescimento
BAP (6-bencilaminopurina) ¢ NAA (4cido a-nafatalenoacético), em todas as
variedades de gergelim (Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-G3) estudadas.

CAPITULO 11

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que:

1. Ao se estudar a determunagio do teor de umidade limite para criopreservagio —
TULC, durante 5 dias, afirmamos que:

(a) Para as variedades de gergelim (Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-G3) o teor de
umidade limite para criopreserva¢io estd em torno de 6% (b.u.); apresentando um
percentual de germinagio de 90% e de vigor 17 e 24%, respectivamente;

(b) A semente de gergelim variedades CNPA-G3 ¢ que methor se adapta a
criopreservagdo imersa ao nitrogénio liquido a (-196°C);

(c) Para a criopreservagiio da variedade CNPA — (3, pode-se utilizar teores de umidade
entre 6 e 8% (b.u.), que a germinagdo ¢ o vigor das sementes n3o sido afetados
significativamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey;

2. Em relag@o a criopreservagdo com imersdo em nitrogénio liquido a (-196°C), para as
variedades de gergelim (Serido-1, CNPA-G2 e CNPA-G3) por tempo de
armazenagem de 5, 30 e 60 dias, utilizando 4 tipos de crioprotetores (Sem
Crioprotetor, Crioprotetor 1 — Tubo polietileno, Crioprotetor 2 Envelope de
aluminio e Crioprotetor 3 — Amido de milho), com processo de descongelamento
nas temperaturas ambiente e banho termostatizado (40°C). Podemos afirmar que:

(a) Os melhores indices de germinagfo e vigor para as variedades de gergelim Seridé-1
e CNPA-G2, foram obtidos guando as sementes foram descongeladas a temperatura
ambiente entretanto para a variedade CNPA-G3 o meihor indice de vigor foi obtido
quando as sementes foram descongeladas a temperatura de 40°C em banho
termostatizado;

(b) Foram obtidos os maiores indices de germina¢do e vigor, quando as variedades
foram cricpreservadas utilizando-se como crioprotetor, o envelope de aluminio;

(¢) Os maiores indices de germinagdo ¢ vigor foram obtidos quando as sementes de
gergelim foram criopreservadas pelo periodo de armazenagem de 60 dias em
comparac¢do aos periodos de 5 e 30 dias.
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Apéndices

APENDICE 1-A

o PREPARACAOC DO MEIO (Ficha);

o TABELAS 1,2 e 3.
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PREPARACAQ DO MEIO

FICHA:

DATA:

ESPECIE:
EXPERIMENTO
MEIQ:

YOLUME FINAL:

ETAPAS:
1 .
Sotugfio A B C D Foute de carbono (5} | MeCl,
(ml)

REGULADORES DE CRESCIMENTO
22

Nome e conc.desejada Conc. Sol.Madre m} Meio

3a

ACRESCENTAR AGUA ATE O VOLUME FINAL
4* .

pH

Sa

SOLIDIFICANTE ( g/h), ( /1)
6:!

DISSOLUCAO DO SOLIDIFICANTE: AUTOCLAVE -~ 10
7ﬂ

DISTRIBUIR NOS FRASCOS

85

ESTERILIZACAO: AUTOCLAVE - 20°

RECIPIENTE: ‘ de meio.
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TABELA .1:

DATA:

ENSAIO:

AVALIACAO:

MEIO |N°  do] FORM. |EV* | PR* BE* [TMB* |NN® | NPR* |NR* [ TMR® |EXP.
CULT. |FRASC {CALO AVAL

*Explante vivo (EV); *Proliferagio (PR}); *N° de brotos/explante(B/E); Tamanho do maior broto (TMB);
* N° de nos (NN); * N° de plantas enraizadas (NPR); N° de ralzes (NR); * Tamanho da maior raiz (TMR).
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TABELA .2 :

DATA:
ENSAIO:
AVALIACAO: |
TIPO DE‘CALO COR DO CALOD
(CONSISTENCIA)
MEIO N Ne DURO FRIAV. MOLE BRANC, | VERDE i AMAR. CINZA CALO
CULT. FRSC EXP. VERDE | VERDE | NOTA
 NOTAS:

0 - Auséncia de formagdo de calos
I -Caloscom0,120,3¢cm

2 - Caloscom 0,42 0,6 cm
3-Caloscom0,7a0,%9 cm

4 - Calos maiores que 1.0 cm.

117




TABELA.3:
DATA:
ENSATIO:
AVALIACAO:

Meio/Cultivo | N Frasco | Pfm | Pfmex i Pi(Pfmex-Pfm) | Pfexd Pides PAPLexd-Pdes) | 1PU (PEPIYPL

LEGENDA:

Pfm = Peso do frasco com meis;

Pfinex = Peso do frasco com meio + explante;
Pfexd = Peso com explante desenvolvido;
Pfdes = Peso do frasco a ser descartavel;

IPU = Incremento de Peso Unitario;

Pi = Peso Inicial;

Pf= Peso Final.
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APENDICE II - B

o CALIBRACAO DE RESISTORES UTILIZADOS EM  TESTE
TERMOMETRICO;

o FICHA TECNICA UTILIZADA NO TESTE DE GERMINACAO - TG E
- TESTE DE VIGOR - TV;

g DADOS COLETADOS NOS TESTES TG E TV.
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3.4.B CRIOPROTETORES E RESISTENCIA ELETRICA

Segundo RUBIN (1997) foi publicado diversas revisdes que apresentavam o
p.rogresso em Termometria a baixa temperafura, durante os anos sessenta, setenta e até
1982. A bibliografia de 270 referéncias foram selecionadas para concentrar-se na regido
de temperatura entre ~ 0,3K e =x=160K. Os topicos incluem: Temperatura escalar,
Pontos fixos, Termometria de gas, termometria de pressio e vapor, Medida de presséo,
Termometria de resisténcia, Dispositivos de jungdo e outras termometrias, Termo-
elétrica de termOmetros eletrdnicos, outros tipos de termometria, Efeitos de campos
magnéticos e outras condigbes ambientais em termdmetros, Circuitos e sistemas para a
medida em controle de temperatura, designios criostaticos, refrigeracdo e véarios
métodos

A criopreservacdo oferece a preservagdc de toda matéria orginica imersa em
nitrogénio liquido, que neutraliza suas atividades metabdlicas, mantendo-se viavel a sua
utilizagiio e aperfeicoamento em periodo determinado.

Com objetivo de analisar o comportamento das sementes de gergelim, foram
criados e testados os crioprotetores para determinar a sua capacidade como isolante
térmico, minimizando o choque exercido pela temperatura de exposigdo das sementes
ao nitrogénio liquido.

Véarios materiais foram submetidos a testes preliminares, no entanto o
Crioprotetor N° 1 - Tubo polietileno apresentou-se como bom isolante térmico
impedindo que a temperatura interna do tubo chegasse rapidamente ao nivel maximo
oferecido pelo nitrogénio liquido.

O Crioprotetor N° 2 — Envelope de aluminio fol quem apresentou methor
desempenho como isolante térmico, resistindo melhor e tendo um periodo muito longo
de congeiamento gradativo das sementes.

O Crioprotetor N° 3 —- Amido de milho como isolante natural apresentou rapidez
no ultra congelamento, talvez devido ao fato da massa liquida facilitar na formagio dos
cristais. |

Para realizacio do teste de resisténcia foram utilizados: O Multimetre Digital

Volteraft 4650 CR. O programa usado para aquisi¢io de dados foi o Digiscope da
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Empresa Conrad Eletronic. (Alem3}, os sensores de temperatura de platina (PT 1000 1/3
DIN B. R. = 10004} da Empresa Conrad Eletronic {Alem3).

O Teste define-se quando o termdmetro de resisténcia que tem a forma de um fio
longo e fino, é usualmente enrolado em torno de um quadro esbelto, construido de modo
a evitar excessivas tenstes quando o fio se contrair pelo resfriamento. Em
circunstincias especiais, o fio pode ser enrolado ou embutido na substdncia cuja
temperatura se quer medir. Na faixa de temperaturas muito baixas, os termdmetros de
resisténcia consistem frequentemente de pequenos resistores de radio a base de carbono,
ou de um cristal de germénio tratado com arsénio e selado dentro de uma capsula cheia
de hélio (ZEMANSKY, 1978). Estes termdmetros podem ser juntados 4 superficie da
substincta cuja temperatura se quer medir, ou colocados em furo previamente executade
para este proposito. |

Para realizag3o do teste com os crioprotetores que tinha como objetivo avaliar a
resisténcia de varios materials como isolantes térmicos em proteger a semente contra a
baixa temperatura oferecida pelo nitrogénio liquido, foram utilizados Teste N°I - O
Crioprotetor natural — Amido de milho que envolvia as sementes em uma massa, onde o
termOmetro ficava no centro da massa para a realizagdo da leitura, foram realizados trés
testes com este objetivo; Teste N° 2 — O Crioprotetor em forma de tubo de Polietileno,
onde o termdmetro era imerso no tubo e selado e em seguida imerso no nitrogénio,
fdram realizados 2 testes com este objetivo; Teste N° 3 O Envelope de aluminio onde as
sementes eram colocadas no interior do envelope junto com o termdmetro ¢ em seguida
eram selados e imersos em nitrogénio liquido, foram realizados 3 testes com este
procedimento.

Para iniciar a realizacio do teste foi necessario a calibragdo dos resistores, antes
de realizar a leitura de qualquer crioprotetor, Os dados de calibragio e formula utilizada
encontra-se no apéndice em anexo.

De acordo com os graficos 9, 10 e 11 pode-se observar que o amido de mitho em
forma liquida facilitou na rapidez de elevagiio da temperatura ao entrar em contato com
o NzL. Apds a imersdo foram realizados os testes Teste de Germinagdo (TG) ¢ o Teste
de Vigor (TV), onde os indices ficaram em torno de 68% e 37% respectivamente.

Os graficos acima descritos, encontram-se no apéndice B em anexo.
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CALIBRACAQ DE RESISTORES UTILIZADOS EM TESTE
TERMOMETRICO.

Para iniciar a realizagdo do teste foi necessario a calibragc@o dos resistores, antes
de realizar a leitura de qualquer crioprotetor.

Costuma-se medir a resisténcia mantendo uma corrente constante conhecida no
termOmetro e determinando a diferenga de potencial entre seus extremos por meio de
um potenciémetro muito sensivel.

A corrente se mantém constante ajustando-se um reostato, de modo a
perinanecer constante a diferenga de potencial através de uma resisténcia padrio em
série com o termometro, observada com um potenciometro monitorizado, O termémetro

de resisténcia de platina pode ser utilizado para trabalhos de grande precisdo. A

calibragem do instrumento implica a medida de R'y em vérias temperaturas conhecidas

¢ a representagdo dos resultados por meio de uma forma empirica.

R, =R+ 4I+Bt*)| Onde

R’p = resisténcia do fio de platina quando envolvido por agua no ponto triplo.

T=temperatura e

A e B s3o constantes.

Os sensores de platina tem vérias utilidades na qual uma delas é como sensor de
‘temperatura. Expomos o sensor de platina a diferentes temperaturas e observamos seu

comportamento de acordo com o grafico a seguir :
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Temperatura { °C )
8

' T Te=0,1002(0V) + 22,627(m\) - 23689, |
-200 Ll iRs0geen L ]

Tensdo [mV )

Diante de uma fonte de comrente constante podemos observar que a tensfio estd
em funcio da temperatura numa relaglo expressa pela equagio do grafico onde o eixo x
expressa a tensdo e 0 €ixo y expressa a temperatura.

Diante dos resultados obtidos e com base na equacdo do grafico podemos cnar
uma escala térmica na qual venha a nos auxiliar a determinar qualquer tensio diante de
qualquer temperatura e vice e versa.

Para construir o grafico acima tomamos duas séries de medidas, uma série
efetuada no resfriamento do sensor e a outra séric de medidas efetuadas no

reaquecimento do sensor. No resfriamento temos que :

T(Cy 307 20 10 0 - 10 20 30 -40 50 60  -70
V(@mV) 1025 108 1037 991 961 9,18 879 837 795 752 7,14

T(C). -80 90 -100 -116 -120 -130 140 -150 160 -176 -180 -190

V(mV) 6,72 633 589 548 505 4,62 4,18 3,75 333 29 251 203

E no reaguecimento temos que:

T(C) ~-180 -170  -160 -150 -140 -130 -120 -110 -100 -90  -80

V(mV) 2,5 293 336 3,77 4,22 468 508 55 592 635 6,76

'T(C) -70_ 60 -50 -40 30 -20  -10 © 10 20 261

Y(mV) 7,17 756.° 799 84 88 921 964 99 10,55 10,97 11,09

Para obtermos os dados referentes ao grafico acima dispomos de um termoémetro
digital; um multimetro digital Voltcraft 4650 CR, um sensor de platina ThptO1, uma

fonte de corrente constante e nitrogénio liquido.
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Dispondo de outra amostra de sensor de platina, Thpt02, foram repetidos as
experiéncias e obtidos os seguintes resultados :

Temperatura x Tensdo do sensor ThPt02 { Média)

S T " T T
~ 0l —
[ N ' ol !
> § . 0 g -8 1D 12
g 50 ' :
=
2
§ -100 +-
g _
~ 150 ‘ : 2% S

y=00291x )+ 2393ex - 24453 .~ .
3 s I DN e ERTRNN - 2: 1 Y > =7 ANNPR SRS
Tensdo (mV)

Novamente coletamos valores tanto no resfriamento como no reaquecimento.
Para o resfriamento temos que:

T(O) 294 20 10 0 -6 20 30 40 500 60 -70
Vmy) 11,25 10,86 1048 1008 9,63 924 886 843 8,03 7,63 7.23
T(C) 80 98 -100 -110 -120 -130 -140 -150 -160 -170 -192,4
V{mV) 6,79 639 594 551 514 4,7 427 3,82 34 297 201

E para ¢ reaguecimento temos que :

T(C) - _-180 -170 -160 -150 -140 -130 -110 -100 90 80 -70

V{mV) - 2,71 308 347 387 438 4,75 565 6,02 645 688 . 7,26

T(C) 60 50 40 -30 -20 -10 O 10 20 25,4

V(mV) 768 806 85 89 932 973 10,11 10,5 1091 11,05

Devido as imprecisdes causadas pelo sistema criado para a realizagdo da
experiéncia, e afim de diminuir os erros sistematicos causados na obtengdo dos dados, o
grafico apresentado é um resultado estatistico dos dados coletados no resfriamento e no

aquecimento do sensor.
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CRIOPROTETORES E RESISTENCIA ELETRICA

GRAFICOS:

Grifico N° 9 — Crioprotetor - 3.1 (Amido de mitho) imerso em nitrogénio liquido.

TESTE CRIOPROTETOR PADRAO
(Amido de Milha).1

)
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(= . ;
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m Vv Values; 240 DM M. 4650

Grifico N° 10 - Crioprotetor - 3.2 (Amido de milho} imerso em nitrogénio liquido.

TESTE CRIOPROTETOR PADRAO
(Amido de Milho) 2
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Grifico N°® 11 - Crioprotetor-3.3 (Amtdo de mitho) imerso em nitrogénio liquido.

TESTE CRIOPROTETOR -PADRAO
(Amido de M ilho).3

19 e e A _— — e em et e <t
z '3
g &
i 4 : _ . : : H 1
= 2 : i T 31 4 .
o - = dhatieirao tietind ZIRE LW ety fyEanrdostosinetodids
(o] & <t Ty ©Q = 0 o) o — o < -
8§ 8 £ 8 € B & ¢z 8 5 § =
TEM PERATURA {(*C)
g P a3 ge: 0001 Begin: 11:34:20 26-10-99 Range: DCV
: m vV Values: 240 D MM: 4650

De acordo com os grafices 12 e 13 pode-se observar que o tubo polietileno
minimizou o efeito de choque férmico exercido pela temperatura oferecida do
nitrogénio liquido. Quanto aos testes de germinago e vigor, estes apresentaram-se com
indices em torno de 88% e 42% respectivamente.

Grifico N° 12 — Crioprotetor -2 Tubo polietileno imerso em nitrogénio liquido.

TESTE CRIOPROTETOR -
TUBO POLIETILENO. 1
12 = e - - —— ~
- 106 -
o &
0. 53
= 4
0 -+ T AT -
o ¥ a0 [ (<=} [s2) o ~— for) I~ o uy ol
s — P~ Isid o He] — P~ o4 == = [l
- - Cd o m - =3 u 'e2 Lo ~
TEMPERATURA {°C)}
Tiwuﬁn———-Page:0001 Begin: 106:08:14 26-10-898 Range:i
E. DCV mY¥ Values: 240 DMM: 4650 i
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Grifico N° 13 - Crioprotetor-2.2 Tubo polietileno imerso em nitrogénio liquido.

TESTE CRIOPROTETOR -TUBO
POLIETILENO.2

ks ——

TEMPO (s)
OMN &3 OMN
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e o [32] [sp] =f o [is} P~ [ [+ (s3]
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mV Values: 240 DMM: 4650

De acordo com os graficos 14, 15 e 16 pode-se observar gue envelope de
aluminio foi quem apresentou methor desempenho em reter o aumento da temperatura
para o interior do envelope. Quanto os indices de germinag#o e vigor, foram os maiores
entre os crioprotetores, ficando em torno de 90 e 45%, respectivamente.

Grafico N° 14 — Crioprotetor-3.1 Envelope de aluminio imerso em nitrogénio liquido.

TESTE CRIOPROTETOR -
ENVELOPE DE ALUMINIO . 1
IC
(o
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=
j+1 )
!-. -
. . " Sh— N . A
fw ] o w (8] [} g <% — =2 Hip] o~ o Lla)
88 2 8 8 ¢ 8 8 &8 K B G
TEMPERATURA ({(*C}
+Pa§e:0001 Begin: 14:43:43 26-10-99 Range: DCV |
m V Values: 240 DM M: 46540 :
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Grifico N” 15 — Crioprotetor —3.2 Envelope de aluminio imerso em nitrogénio liquido.

TESTE CRIOPROTETOR
ENVELOPE DE ALU MINIO. 2
14 S e g e e e e i
12
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— (%] ™ A4 Tel w [ o€ [#)] o -~
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Grafico N° 16 — Crioprotetor-3.3 Envelope de aluminio imerso em nitrogénio liquido.

TESTE CRIOPROTETOR
ENVELOPE DE ALUMINIO.3

12
- 10
‘6' 8
a. & )
a4 - .
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=] w [} o8 =] wQ <t (o] @ © o~ o o0
oy & o o @0 @ bvs) P~ I~ P~ P o
-— o~ & A2 w3 © B~ -+ o o =
TEM PERATURA (°C)

—a—Page: 0001 Begin: 14:14:12 26-10-98 Range: DCV
m V Values: 240 DMM: 46540

Os graficos apresentam valores referentes ao tempo de exposigdo das sementes
ao nitrogénio liquido, desde o momento de imersdo no botijdo criogenico, até a

estabilidade da temperatura entre o nitrogénio e o material biologico imerso.
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FICHA TECNICA UTILIZADA NO TESTE DE GERMINACAQ - TG e TESTE
DE VIGOR — TV.

TESTE DE GERMINACAO

Esp. Gergelim (Sesamum indicum L.)

Var. { ) Seridd-1 () CNPA-G2 ( ) CNPA-G3
DATA: / / - /]

Tamanho da amostra: 200 sementes

1. Repeti¢do com 50 sementes em cada placa de Petri, no total de 4 repetigdes.

R=Zx2=Y

Z = Numero de sementes;
Y = Nlmero total em porcentagem;

Contagem de Dias

Teste de 1 contagem Teste final

RI=( ) x 2= ( %) R1=( ) x 2= ( %)
R2={( )y x 2= ( %) R2= ( ) x 2= ( %)
R3=( Yy x 2= ( %) R3=( ) x 2= ( %)
Ra=( Y x2=( %) Ri=( I x2=( %
Rtotal = ( %) Rtotal = ( %)

TESTE DE VIGOR

2. Numero de plantulas com maior vigor, desenho esquematico da plantula média

(Hipocotilo + Raiz).
R.1=( ) - ( cm) —_

R2=( ) - ( cm)
R3=( | cm}
R4=( )} - ( cim)
Rtotal= (  cm)
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DADOS COLETADOS NOS TESTES DE GERMINACAOQ (TG) E TESTE DE VIGOR

(V).

Cultivar: GERGELIM (Sesamum indicum L.)
Vanedade: Seridé -1

Periodos de armazenagem: 0, 5, 30 ¢ 60 dias

Crioprotetores: Sem Crioprotetor, Crioprotetor I — Tubo polietiteno, Crioprotetor 2 — Envelope

de aluminio e Crioprotetor 3 ~ Amido de mitho.

Temperatura de descongelamento : Temperatura Ambiente e Banho Termostatizado (40°C).

GERMINACAQ
TARMAZEN. {0 5 30 60
SEM T.A T.A T.A T.A
CRIOPROT. (96 {95 |95 197 |70 |70 [69 |68 |64 [70 [66 [70 [80 [86 182 |86
B. T IB.T IB.T |B.T
: 98 198 |97 [99 {72 [70 [70 [73 |76 [74 |64 [60 [72 [70 [74 [76
CRIOP. 1 T.A [T A IT.A |T.A
90 193 ]92 193182 [80 [80 80 [84 [84 [82 [76 [96 {92 96 [90
B.T B.T IB.T [B.T
05 195 |97 196 170 {70 |65 165 |70 170 |66 |62 180 176 |74 |78
CRIOP. 2 T.A IT.A IT.A [T.A
93 [93 [90 [92 {83 [85 {84 |84 |86 |88 {82 [8% |78 182 |74 |80
B.T |B.T B.T 'B.T
93 193 194 [92 175 |70 {60 [60 |74 |72 |60 (60 [86 188 [90 |88
CRIOP. 3 T.A [T.A IT A [T A
88 [88 190 186 [35 |30 [30 [30 [34 [26 [28 [28 [62 |50 |54 [50
B.T IB.T |B.T IB.T
38 188 {94 {900 [35 [30 [30 [20 [38 [32 [24 [20 [78 [62 [60 [60
- - ~__VIGOR
SEM CRIOP [T.A T A [T A [T A
- 150 150 [52 [56 [20 120 120 122 114 J20 122 [16 [50 |62 [46 [50
B.T BT IB.T ‘B.T
60 [60 [62 158 [50 [50 {40 [45 {52 [56 140 [44 [40 [46 [50 {44
CRIOP . 1 T.A IT.A IT.A 1T A
53 |54 {56 [61 130 [30 [35 [35 [30 [28 [34 [26 170 |56 [70 [60
B. T [B.T IB.T |B.T
58 |58 |58 |57 [20 120 [30 [20 |18 [24 [30 j20 |52 |48 {50 [50
CRIOP .2 T.A T.A T.A T.A
48 [48 [48 [47 [31 {39 [50 150 [30 158 [48 [44 [38 |44 |44 |40
B.T [B.T [B.T IB.T
52 152 150 [54 {25 [25 120 22 126 [24 120 [22 |50 |46 [44 |40
CRIOP. 3 T.A T.A T.A T.A
42 140 ]38 [40 [15 119 [20 |20 {10 [10 [10 [10 {24 {20 [22 [24
B.T |IB.T |B.T |B.T
43 [43 43 J42 [10 [10 J20 J20 T16 [12 J12 {20 J24 [20 [30 [26
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DADOS COLETADOS NOS TESTES DE GERMINACAO (TG) E TESTE DE VIGOR
avy.

Cultivar: GERGELIM (Sesamum indicum L.)

Variedade: CNPA - G2

Periodos de armazenagem: 0, 5 30 e 60 dias

Crioprotetores: Sem Crioprotetor, Crioprotetor 1 — Tubo polietileno, Crioprotetor 2 ~ Envelope
de aluminio e Crioprotetor 3 — Amido de mitho.

Temperatura de descongelamento : Temperatura Ambiente e Banho Termostatizado {40°C).

GERMINACAOQ

T.ARMAZEN. [0 5 30 60
SEM T.A T.A T. A T.A
CRIOPROT. {97 [97 98 96 |70 170 J60 [65 |70 [74 [78 [72 [92 [96 |92 [8s

B.T iB.T B.T 'B.T

96 197 |98 [98 180 [80 [65 [60 |82 [80 |64 [62 [78 [90 |82 |88
CRIOP. 1 T.A T A [T.A IT.A

95 [95 195 {94 |80 [90 |85 i85 |88 [90 {82 80 [96 192 [90 [90

B.T B.T B.T |B.T

96 {96 ;94 {98 [70 |75 175 [70 [76 |74 {74 |72 194 [90 [90 |86
CRIOP. 2 T.A IT. A [T.A [T.A

94 [94 {97 |95 [90 {80 |80 [85 [92 [84 [90 {86 |96 (94 [84 |82

B.T 'B.T |B.T 'B.T

92 J92 o0 194 180 [85 |90 [90 [84 [88 [90 [86 |96 [90 [96 [94
CRIOP. 3 T.A IT.A [T A |T.A

90 188 {89 193 [45 [40 |50 155 [44 140 [54 [56 {80 [84 (88 |90

B.T IB.T iB.T |B.T

92 190 191 [95 |78 [60 160 |65 |78 64 |66 [62 |84 |86J82 |80

VIGOR

SEM CRIOP |T.A [T A IT.A ‘T A

65 [65 164 [65 [40 [40 [30 [20 J40 [38 [30 [20 |64 |58 [58 (064

B.T B.T IB.T IB. T

67 [65 [69 T67 [30 [40 [25 [30 [32 [40 [24 [26 {36 [60 46 js{}
CRIOP . 1 T.A IT.A [T.A [T.A

62 160 [60 [64 [55 [50 [60 [50 56 150 [60 |50 [64 [70 [48 |56

B.T IB.T |B.T IB.T

63 [63 162 [64 [50 [58 40 [30 [50 |58 |40 |48 [7‘; 166 [66 [60
CRIOP .2 T.A lT A T.A T.A

60 160 [62 [58 [40 [40 [40 [25 [46 [50 [44 [30 {72 [74 [70 170

B.T 'B.T 1B.T IB.T

62 [62 [60 [64 [30 [45 [45 [50 {36 [40 |50 |56 |68 |62 {74 |70
CRIOP. 3 T.A T.A T A T.A

62 |62 {58 |58 [15 20 [20 [20 [18 J10 [20 [30 [34 {48 [50 l40

B.T |B.T IB.T |B.T

63 [61 |60 [68 [30 [30 [20 (25 [32 [24 [26 [40 {26 |38 {34 [36
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DADOS COLETADOS NOS TESTES DE GERMINACAO (TG) E TESTE DE VIGOR

(TV).

Cultivar: GERGELIM (Sesamum indicum L)
Variedade: CNPA-G3

Periodos de armazenagem: 0, 5, 30 e 60 dias

Crioprotetores:

Sem Crioprotetor, Crioprotetor 1 ~ Tubo polietileno, Crioprotetor 2 —

Envelope de aluminto e Crioprotetor 3 — Amido de mitho.

Temperatura de descongelamento : Temperatura Ambiente & Banho Termostatizado (40°C).

GERMINACAO
T.ARMAZEN. [0 5 30 60 ]
SEM T.A T.A T.A T.A
CRIOPROT. |96 195 |95 [97 185 [85 185 |80 188182 [90 [90 o6 [96 |92 {94
|B.T IB.T IB.T [B.T
91 {93 |90 [94 |60 [60 |70 {75 (68 [72 {66 170 {96 [94 96 [90 |
CRICOP. 1 T.A |T.A i’I‘.A [T.A
94 194 [93 195 [90 [95 195 [90 196 [96 [94 192 (96 |90 [94 [04 |
B.T IB.T ]B T [B.T
o1 191 [90 191 90 [95 190 [92 {94 {94 [90 |90 {98 192 190 ]38
CRIOP. 2 T.A [T.A IT A T.A
90 |88 [90 {92 [95 [95 ]95 95 [96 194 |96 ]96 |96 |94 194 |90
B.T B.T [B.T iB.T
5 01 [20 190 |93 193 [90 {95 {95 96 192 94 |96 106 (94 |08 |94
CRIOP. 3 T.A [T A 1T A [T A
88 183 188 |93 [48 {60 |50 |50 148 [56 [50 |54 (76 {78 [74 |74
B.T B.T B.T [B.T
00 188 188 [96 [60 [65 [65 [65 |68 |64 162 168 86 182 {80 |84
VIGOR
SEM CRIOP |T.A [T.A |T.A [T A
63 [62 [61 [66 [45 45 |50 [50 [46 [50 |52 [40 [74 [72 [70 170
B.T IB.T IB.T IB.T
60 163 157 [60 141 [43 [45 160 [46 |60 [54 [40 [76 |74 [76 172
CRIOP . 1 T.A [T.A [T.A ‘T.A
62 62 [60 |64 140 [40 |50 155 [350 156 {58 |44 [76 [78 |74 |76
B.T {B.T IB.T IB.T '
62 [58 158 |62 [67 |61 |63 [63 |66 |72 162 |60 [72 170 [68 |68
CRIOP . 2 T.A T.A T.A T.A
60 160 [60 |60 |60 |65 (65 [60 le4 [66 [70 T60 [78 [76 [74 |76
B.T IB.T IB. T [B.T
59 [59 [57 |61 [70 [62 60 {58 [70 |66 [60 |62 [70 |68 166 |68
CRIOP. 3 T.A T.A T.A T.A
58 [58 [57 [59 {20 [20 [20 125 124 {18 [14 [20 [42 |32 |50 [40
B.T IB.T IB.T [B.T
60 [60 [58 [62 [30 [20 125 |25 |30 J20 {26 122 ;40 |46 42 |50
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