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RESUMO 

O gergelimzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Sesamum indicum L.) originario da Asia, passou a ser cultivado no nordeste do Brasil a partir 
de 1986, entrando pelos estados do Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba. Considerando a importancia 
economica que a especie represents para a regiao semi-arida do nordeste brasileiro, o objetivo principal 
do primeiro capitulo deste trabalho foi o de estudar metodos capazes de viabilizar a sua multiplicacao em 
grande escala mediante cultivo "in \itro". Partiu-se de material procedente de sementes inoculadas em 
meio basico MS, apos realizacao do tratamento asseptico das mesmas, Foi realizado tambem um pre-
tratamento das sementes que consistiu na utilizacao do meio MS + BAP (8mg.L~') por 72 horas para a sua 
utilizacao nos ensaios de inducao a organogenese, os quais foram avaliados por meio do delineamento 
inteiramente casualizado, com arranjo fatorial de 3x2x4 (3 variedades x 2 pre-tratamentos e 4 reguladores 
de crescimento). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa computacional Assistat. 
Ainda na utilizacao dos ensaios de inducao a organogenese, agora para a obtencao de calogenese, no 
intuito de avaliar os reguladores de crescimento no desenvohimento de calos embrionarios foi utilizado o 
programa computacional Origin 5.0 para analise estatistica dos dados. De acordo com os resultados 
obtidos concluiu-se que: Com relacao a assepsia das sementes: a) A variedade CNPA-G2 mostrou-se 
superior as demais variedades. apresentando os maiores indices de germinacao e vigor nao diferindo da 
testemunha; b) A assepsia das sementes de gergelim, variedade CNPA-G2 pode ser feita com a 
concentracao de hipoclorito de sodio variando entre 10 e 40%, indicando-se 10% por ser o valor mais 
economico, sendo que o meio recomendado para germinacao e o papel germitest, (PG); c) A concentracao 
de hipoclorito que deve ser recomendado para fazer a assepsia da semente de gergelim, variedade CNPA-
G3, e de 20%. e o melhor meio para induzir a gemiinaeao das sementes e o papel germitest; d) Quanto a 
assepsia da semente de gergelim variedade Serido-l, a concentracao de hipoclorito de sodio que causa 
menores danos as sementes esti na ordem de 20% e o meio de culuvo recomendado e o meio MS e) Em 
rela?ao a analise fitopatologica concluiu-se que os fungos encontrados foram Aspergillus sp, Penicillium 

spp, Rhizoctonia e o Rhizopus sp sendo que a variedade Serid6-1 apresentou maior incidencia de 
conlaminacao de todos esses fungos, evidenciando a maior presenca do Aspergillus sp em todas as 
variedades. entretanto a variedade CNPA-G3 foi a que apresentou menor incidencia de fungos: Em 
relacao aos processos realizados "sem" e "com" pre-tratamento das sementes na inducao a organogenese 
concluiu-se que: a) Quando realizou-se o pre-tratamento das sementes home maior incidencia de brotos 
por explantes \ivos; b) Na inducao a calogenese ocorreu maior formacao de calos no meio MS, quando 
suplementado com os reguladores de crescimento BAP e NAA cm todas as variedades de gergelim. No 
Capitulo I I deste trabalho, propos-se inicialmente a determinacao do Teor de Umidade Limite para 
Criopreservacao (TULC) e em seguida foi realizada a avaliacao das variedades de gergelim, mediante a 
germinacao e o \igor, submetidas a temperatura de criopreservacao de -I96°C, utilizando-se 3 
crioprotetores (Crioprotetor 1 - Tubo polietileno, Crioprotetor 2 - Envelope de aluminio e Crioprotetor 3 
- Amido de milho), duas tecnicas de descongelamento (temperatura ambiente e banlio termostatizado a 
40°C), e 3 periodos de armazenamento (5, 30 e 60 dias). O delineamento experimental utilizado nesta 
etapa foi o inteiramente casualizado com arranjo fatorial de 3x2x3 (3 variedades x 2 metodos de 
descongelamento x 4 periodos de armazenagem). De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir, 
ao se estudar a determinacao do teor de umidade limite para criopreservacao - TULC, durante 5 dias, 
afirmamos que: a) o teor de umidade limite para criopreservacao das variedades de gergelim Serido-l, 
CNPA-G2 e CNPA-G3 esta em torno de 6% (b.u.), apresentando um percentual de gemiinaeao de 90% e 
vigor variando entre 17 e 24%; b)A semente de gergelim variedade CNPA-G3 e que melhor se adapla a 
criopreservacao imersa ao nitrogenio liquido a (-196°C); c)Para a criopreservacao da variedade CNPA -
G3, pode-se utilizar teores de umidade entre 6 e 8% (b.u.), que a germinacao e o vigor das sementes nao 
sao afetados. Com relacao a criopreservacao das sementes pode-se afirmar que: a) Os melhores indices de 
gerrninacao e \igor para as variedades de gergelim Serido-l 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 germinacao e vigor, quando as variedades foram 
criopreservadas utilizando-se como crioprotetor, o envelope de aluminio; c) Os maiores indices de 
germinacao e vigor foram obtidos quando as sementes de gergelim foram criopreservadas pelo periodo de 
armazenagem de 60 dias em comparacao aos periodos de 5 e 30 dias. 
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SUMMARY zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

The sesamezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Sesamum indicum L.) originating from Asia, it has been cultivated in the northeast of Brasil 
since 1986, being found in the states of Ceara, Rio Grande do Norte and Paraiba. Considering the 
economic importance mat the species represents for the Brazilian northeastern semi-arid region, the main 
objective of the first chapter of this study was based upon studying 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, after its aseptic treatment. It was also carried out a seed 
pre-treatment that consisted on the use of the a MS+BAP (8mg.L'') environment for 72 hours so that it 
could be used on the induction attempts to organogenesis, that were evaluated through the entirely 
casualized outling, with a fatorial arrangment of 3x2x4 (3 varieties x 2 pre-treatment and 4 growing 
regulators). The statistical analyses were carried out using the Assistat computacional program. Still in 
the usage of induction attempts to organogenesis, now to obtain calogenesis, on the purpose of evaluate 
the growing regulators in the development of embryonic callus, the computational program Origin 5.0 
was used for the data statistical analysis. According to the results obtained we concluded that: regarding 
to the seeds assepsy: a) the CNPA-G2 variety was superior to 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 sodium hipoclorite concentration varying from 10 to 40%. through 10% is 
the most economic one. The germitest paper (GP) is recommended for the germination; c) the hipoclorite 
concentration to be recommended to do the sesame seeds CNPA-G3 variety is 20% and the best 
environment to induce the seed germination is the germitest paper (GP); d) regarding to the sesame seeds 
assepsy, Serido-l variety, the sodium hipoclorite concentration that causes less damages to the seeds is in 
the rate of 20% and the cultivation environment recommended is the MS one: e) regarding to ten 
fitopatological analysis, we conclude that the fungi found were Aspergillus sp, Penicillium spp, 

Rhizoctonia and Rhizopus sp. with Serido-l variety presenting biggest incidence of contamination among 
them high lighting the biggest presence of Aspergillus 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-treatment induction to organogenesis we concluded that: a) when the seed 
pre-treatment 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 varieties. On chapler I I of this work, it 
was suggested the initial determination of humidity limit to cryopreservation (HTLC) and after it was 
carried out the evaluation of sesame varieties, based on the germination and energy, subjected to the -
196°C cryopreservation temperature, using 3 cryoprotectos (Crioprotector 1- polyethilene tube; 
Crioproteetor 2- aluminium envelope and Cryiprotector 3 Com starch), two techniques at defrosting 
(environmental temperature and thermostatic bathe (40°C)) and 3 storage periods (5, 30 and 60 days). 
The experimental underlining used in this step was intirely casual with fatorial arrangment of 3x2x3 (3 
varieties x 2 methods of defrosting x 4 storage periods). According to the results obtained we can 
concluded mat when you study the determination of the humidity limit tenor to cryopreservation - HLTC, 
during 5 days it is stated that: a) the humidity tenor to cryopreservation of Serido-l sesame, CNPA-G2 
and CNPA-G3 is about 6% (b.u), presenting a gennination rate ot 90% and energy between 17 and 24%; 
b) the sesame seed variety CNPA-G3 shows a better adaptation to cryopreservation immerse in liquid 
nitrogen (-196°C); c) for the cryopreservation of variety CNPA-G3 we can use humidity tenor between 6 
and 8% (b.u). Both the germination and energy of the seeds won't be affected Regarding to the seeds 
cryopreservation of we can state that: a) the best rates of gennination and energy for Serido-l 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 better rates of germanation and energy when he varieties were cryopreserved using as 
cryoprotector the almninium envelope, c) the increasing of germination and energy rates were obtained 
when the sesame seeds were cryopreserved on a 60 day storage period in comparison with period on a 5 
and 30 days. 
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C A P I T U L O I 

CULTIVOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA IN VITRO DE GERGELIM 



Capitulo i - Introduce zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

INTRODUCAO G E R A L 

Nosso planeta possui um mundo vegetal rico e diverso, que consiste em urn 

quarto de milhao de especies, resultado de milhoes de anos de evolucao. 

Devido ao aumento do indice populacional e das necessidades crescentes da 

oferta e da producao de alimentos, muitos agricultores tem substituido as variedades 

tradicionais por especies mais produtivas, que tenham maior adaptabilidade e maior 

valor de mercado. Corno resultado desse procedimento, muitas variedades tradicionais 

foram abandonadas contribuindo significativamente para a diminuicao dos recursos 

fitogeneticos. 

Atualmente a conscientizacao ambientalista da humanidade e dos pesquisadores, 

alerta para a necessidade de conservar os recursos fitogeneticos por varias razoes, entre 

elas pode-se citar: a) a necessidade do desenvolvimento de novas culturas, onde as 

especies selvagens podem ser de grande importancia; b) novas tecnicas de manipulacao 

genetica e c) a propria identificacao da mutacao genetica ocorrida ao longo do tempo. 

De acordo com CHIN (1994) a biotecnologia e um forte mecanismo que a 

ciencia tem para produzir sementes "milagrosas" com todas as caracteristicas desejaveis 

para as necessidades do mundo contemporaneo, pois a biotecnologia e uraa ferramenta 

eficiente para induzir mutacoes, obter hibridos somaticos, regenerar novos genotipos a 

partir de celulas transformadas, alem do exito existente na propagacao de plantulas por 

cultura de tecidos. 

O cultivo de tecido vegetal teve inicio nos anos 30, mas so teve um impulso 

maior nos anos 70, com o crescente interesse, tanto na aplicacao a nivel comercial 

(micropropagacao) como auxiliar nos programas de melhoramento genetico. 

Por cultivozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro ou micropropagacao entende-se o conjunto de tecnicas e de 

metodologias que permitem o crescimento e a multiplicacao de celulas, tecidos, orgaos 

ou partes de orgaos de uma planta (explante) sobre um meio nutritivo e em condicoes 

assepticas. Utilizam-se recipientes fechados (nao hermeticos) e o cultivo se realiza sob 

condicoes ambientais de iluminacao e temperatura controladas. Esta tecnica se baseia 

principalmente no aproveitamento da totipotencia das celulas vegetais, ou seja, na 

capacidade de produzir orgaos, como brotos e/ou raizes (organogenese) ou embrioes 
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somaticos que regeneram uma planta completa (embriogenese somatica) num meio de 

cultivo favoravel. 

Os cultivos de tecidos vegetais podem ser iniciados com qualquer parte da 

planta: gemas, raizes, foihas, celulas isoladas, protoplastos (celula sem parede celular) 

semente, embrioes zigoticos, antera etc. A escolha de um ou de outro explante 

dependent dos objetivos desejados e da disponibilidade e capacidade de resposta do 

material vegetal. 

A micropropagacao ou propagacao vegetativazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro e utilizada principalmente 

na limpeza clonal e naquelas plantas de dificil propagacao pelos metodos 

convencionais, como e o caso de algumas mudas de especies ornamentals, herbaceas e 

arbustivas. A micropropagacao tambem permite a obtencao de grande numero de 

plantas sadias e geneticamente uniformes, em curto periodo de tempo. 

Uma vez obtidas as novas sementes quer seja utilizando tecnicas de cultivo in 

vitro ou no sistema de producao tradicional, essas necessitam ser armazenadas em 

bancos de germoplasmas para manutencao de suas caracteristicas fitogeneticas e 

posterior utilizacao nos processos produtivos. 

A conservacao de sementes em bancos de germoplasma tradicional, que consiste 

em armazenar as sementes em temperaturas em tomo de 10°C e umidade relativa em 

torno de 40% vai sendo substituida gradativamente no mundo todo para Bancos aonde a 

conservacao se da a temperaturas criogenicas ou seja a temperaturas abaixo de -70°C. 

A palavra criogenia deriva do grego "crios" que significa frio e "genia" que 

significa nascimento. Na pratica, a criogenia de acordo com VICENTE (1994), define-

se como a ciencia dedicada a producao de baixas temperaturas, sendo que o adjetivo 

"criogenico" e utilizado para denominar gases como o nitrogenio onde, em estado 

liquido, a sua temperatura e muito baixa (-196°C). 

Segundo CHIN (1994), as pesquisas em criogenia demonstram que centenas de 

especies de plantas tem sido armazenadas com sucesso quando colocadas em nitrogenio 

liquido a -196°C para serem criopreservadas. 

Desta forma, a criopreservacao das sementes e uma tecnica onde sao utilizadas 

temperaturas muito baixas de modo a reduzir ou inibir completamente o metabolismo 

degenerativo em celulas de plantas e como resultado, as sementes armazenadas podem 

ser preservadas indefmidamente. Assim como consequencia, o armazenamento 
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criogenico seria, em teoria, o procedimento ideal para a conservacao do patrimonio 

fitogenetico das especies por longos periodos de tempo. Contudo, nem todas as especies 

tolerant temperaturas baixas na sua preservacao, entretanto algumas pesquisas tem sido 

conduzidas no sentido de investigar alguns crioprotetores para que, praticamente, todo o 

recurso fitogenetico possa ser criopreservado. 

As tecnicas de armazenamento criogenico oferece outras vantagens alem da vida 

de armazenamento rnais longa, entre elas pode-se citar: a) baixos custos, b) menor mao-

de-obra, c) baixa manutencao e d) nao dependencia de eletricidade. 

Devido a essas vantagens que a criopreservacao oferece, o Laboratorio Nacional 

de Armazenamento de Sementes de Fort Collins dos Estados Unidos, lancou um projeto 

piloto, para criopreservacao de germoplasma de plantas, com o objetivo de dispor a 

comunidade em geral, de um sistema compieto de Bancos de Sementes. Este exernplo 

esta sendo seguido por laboratories do mundo todo. 

Assim, diante do exposto e da relevancia dos dois temas, o presente trabalho 

teve como objetivo estudar no Capitulo I , a micropropagacao ou cultivozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro de 

sementes de gergelim e no Capitulo I I , estudar meios que possibilitem conservar as 

sementes de gergelim utilizando-se tecnicas de criopreservacao. 
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CAPITULO I - C U L T I V OzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA IN VITRO DE G E R G E L I M 

1.1 INTRODUCAO 

No mundo, a semente de gergelim e plantada em 6 milhoes de hectares, o que Ihe 

confere a nona posicao entre as oleaginosas mais cultivadas do planeta. (EMBRAPA 

1999). Apesar de sua importancia a produtividade brasileira ainda e baixa, estando em 

torno de 650 kg.ha*
1. 

A planta do gergelimzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Sesamum indicum L.) passou a ser cultivada no nordeste do 

Brasil a partir de 1986, quando foram estruturados projetos de pesquisa nos estados do 

Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba, (BELTRAO, 1991). 

O gergelim possui em media para cada lOOg de sementes 593,6 calorias; 13,29% 

de glicideos (acucares); 20,6% de proteinas; 50,9% de lipideos (oleo); 0,417% de calcio 

e 0,560% de fosforo, sendo que o seu oleo e caracterizado por dois lignantes: sesatnim e 

sesamo/in, tendo uma coloracao escura e apresentando forte e dominante odor de nozes. 

As sementes de gergelim devido as suas caracteristicas sao usadas para fins 

alimentares e medicinais, sendo fonte de excelente oleo, 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 e necessario a 

preservacao do seu patrimonio genetico para que haja uma melhoria na sua 

produtividade, pois os recursos fitogeneticos proporcionam materia prima para se obter 

melhores e novas variedades de plantas, mediante melhoramento vegetal ou atraves de 

engenharia genetica. 

O melhoramento vegetal proporciona a cultura desejada, uma isencao de 

patogenos que inibem a sua formacao; facilita a uniformidade da cultura contribuindo 

para o desenvolvimento de novas pesquisas e fmalmente oferece a obtencao de plantas 

capazes de receber genes de outras culturas na constituicao de material vegetal cada vez 

mais resistente. 

O processo de melhoramento vegetal ou cultura de tecido vegetal e uma tecnica de 

surgimento recente, pois os primeiros passos foram dados ja no inicio do seculo XX e os 
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maiores avancos foram notados a partir da segunda metade do seculo (PASQUAL et al., 

1997). 

A Cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de tecnicas nas quais um 

explante (celula, tecido ou um orgao) e isolado e cultivado sob condicoes de plena 

assepsia, em um meio nutritivo artificial. O principio basico da cultura de tecidos e a 

denominada "totipotencialidade" das celulas - qualquer celula no organismo vegetal 

contem toda a informacao genetica necessaria a regeneracao de uma planta completa. 

Mediante esta tecnica e possivel a rnanipulacao de explantes em condicoes 

fisicas, quimicas e biologicas otimas, onde antes do dominio desta tecnica era 

impossivel. 

A tecnologia da cultura de celulas, protoplastos e tecidos e uma das areas de 

maior sucesso, como parte do eomplexo da biotecnologia, e vem sendo ampliada dia a 

dia. A manipulacao de celulas e componentes celulares, o manejo de tecidos, a producao 

de mudas em grande escala e com grande rapidez e a adocao de tecnicas de 

melhoramento via cultura de tecidos sao apenas algumas das areas da cultura de tecidos 

que apresentam significativa importancia. 

A medida que avanca o conhecimento sobre a fisiologia da cultura de tecidos 

vegetais e sao aperfeicoadas as tecnicas a ela relacionadas, cresce a gama de aplicacoes. 

No cultivozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro existem fatores que influenciam no metodo de obtencao, no 

procedimento e em seu exito, como no material vegetal, o meio de cultivo e as 

condic5es de incubacao, sendo exigido um meio apropriado e, se necessario a adicao e 

utilizacao de reguladores de crescimento e outras substancias que sejam beneficas para 

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

A) Determinar qual a concentracao de hipoclorito de sodio (NaCIO) para evitar os 

agentes contaminantes nas sementes de gergelim variedades (Serido-l, CNPA-G2 

e CNPA-G3), em meios de germinacao, PG (papel germitest) e MS (Murashige & 

Skoog, 1962.); 

B) Identificar os patogenos contaminantes nos meios de germinacao das sementes PG 

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

C) Desenvolver ensaios de inducao a organogenese, "com" e "sem" o pre-tratamento 

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

D) Desenvolver ensaios de inducao a calogenese para a obtencao de procedimentos na 

formacao de calos. 
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1. 2 REVISAO DE L I T E R A T U R A 

2.1 SEMENTES D E G E R G E L I M (Historico) 

De maneira geral, nas regioes do nordeste de maior risco de seca e periodo 

chuvoso curto, sao recomendadas cultivares de ciclo precoce a medio, porque as 

cultivares tardias tem, nestas condicoes produtividade bastante reduzida. 

As cultivares de gergelim podem ser diferenciadas por varios atributos, como 

altura, ciclo, eoloracao do caule e das sementes e tipo de ramificacao. As cultivares que 

apresentam sementes de eoloracao branca e amarelo-claro sao as de maior valor, pois as 

sementes escuras nao tem valor industrial, mas somente caseiro e medicinal. 

A seguir podemos observar um pequeno historico das variedades de gergelim, 

utilizadas em nosso trabalho, decorrentes de melhoramento genetico e tecnologico, 

realizado pela Embrapa Algodao (EMBRAPA, 1999). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Serido -1 

Foi obtida, atraves da selecao massal, a partir dos tipos locais cultivados em 

Jardim do Serido-RN. O material foi submetido a tres ciclos de selecao massal para 

produtividade e uniformidade. Como caracteristicas principals, e adaptada as regioes 

fisiograficas do Sertao e Serido do Nordeste. Sementes cinza claro, cultivar de porte alto 

(ate 180 cm), ciclo tardio (130-140 dias) e processo de crescimento ramificado, 

apresenta fxuto/axila com sementes de eoloracao creme e cinza e possui susceptibilidade 

as doencas mancha angular e cercosporiose. 

CNPA - G2 

Foi obtida atraves de selecao massal, porem a partir de uma populacao segregante 

oriunda do Centra de Pesquisa Agropecuaria do Tropico Semi-Arido - CPATSA, 

identificada como Venezuela 52. O material foi submetido a tres ciclos de selecao 

massal para produtividade e uniformidade. Como caracteristicas principals a 

produtividade 56% superior a da IAC-Ouro. Cultivar de porte mediano (ate 160 cm), 

ciclo medio (100 dias) e habito de crescimento ramificado; apresenta frutos/axila, com 

sementes de eoloracao creme, possui tolerancia a mancha angular e susceptibilidade a 

cercosporiose e murcha de macrophomina. 
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CNPAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA -zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA G3 

Aplicado na cultivar Tegel, a linhagem CNPA 86-362, na qual se efetuou pressao 

de selecao para resistencia a mancha angular, doenca causada pelo fongo 

(Cylisdrosporium sesami Hansford) e produtividade.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Posteriormente, na fase cultivar 

sob a denominacao de CNPA-G3, foi submetida a tres ciclos de selecao massal. Cultivar 

de porte mediano (ate 160 cm), ciclo medio (100 dias) e habito de crescimento 

ramificado; apresenta fhrto/axila, com sementes de eoloracao creme, possui resistencia a 

mancha angular e susceptibilidade a cercosporiose e a mancha de macrophomina 

(EMBRAPA 1999). 

A seguir alguns fatos historicos que evidenciam a evolucao da cultura de tecidos 

vegetais (TORRES et al. 1999). 

Em 1838, Schleiden e Schwann levantaram a hipotese de que toda celula tinha a 

capacidade de gerar um individuo, fenomeno que mais tarde seria denominado de 

"totipotencialidade". 

Em 1892, Sachs defmiu que as plantas sintetizavam substancias capazes de 

forma orgaos e que apresentam distribuicio de forma polar. 

Em 1902, Haberlandt tentou demonstrar a totipotencialidade das celulas das 

plantas a partir de ensaios com material muito maduro e obteve pouca expansao, o 

desconhecimento dos reguladores de crescimento contribuiu para este insucesso. 

Em 1934, White trabalhou com raizes de tomateiro e observou crescimento 

continuo em meio com extrato de levedura e sacarose. Tambem em 1934, Kogh e 

colaboradores identificaram o primeiro fito-hormonio, a auxina (acido indolacetico), o 

que possibilitou o estabelecimento e a manutencao 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 

inducao do sistema radicular e estabeleceu as primeiras relacoes copa/raiz. 

Em 1941, Van Overbeck e colaboradores promoveram a diferenciacao e o 

crescimento de calo a partir de embri5es de Datura stramonium pela inclusao 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 e Caplin obtiveram formacao de calo 
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em diversas especies de plantas em meio de cultura com auxina e leite de coco. Ainda 

neste ano, Morel e Martin recuperaram plantas de Dalia livres do virus de Mosaico pela 

cultura de apices caulinares. Tambem em 1952, Morel e Martin fizeram a primeira 

microenxertia. 

Em 1953, Tulecke obteve calo haploide a partir do cultivo de polen dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ginko 

biloba. 

Em 1955, Miller descobriu a cinetina e observou que a mesma causava divisao 

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 dormencia. Tambem em 1958, 

Reinert e Stewart e colaboradores obtiveram formacao de embrioes somaticos a partir 

de calo de cenoura. 

Em 1962, Murashige e Skoog elaboraram o meio de cultura mais universal, 

denominado MS. 

Em 1984, Paszdawsky e colaboradores obtiveram a transformacao de celulas 

vegetais com DNA plasmidico. 

Em 1985, Horsch e colaboradores obtiveram a infeccao e a transformacao 

genetica de discos foliares com Agrobacterium, bem com a regeneracao das plantas 

transformadas. 

No Brasil, os trabalhos pioneiros com cultura de tecidos vegetais foram 

desenvolvidos no Instituto Biologico em Sao Paulo -SP, na decada 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 CULTIVOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA IN VITRO 

Metodos de Assepsia 

As sementes oriundas do campo utilizadas como material inicial em cultura de 

tecido, sao portadoras de multiples microrganismos que podem interferir no 

desenvolvimento dos explantes, sendo necessario um tratamento de assepsia intenso 

para elimina-los. 

Varias substantias com acao germicida sao utilizadas para fazer a desinfestacao 

dos explantes. Os mais comuns sao o etanol e os compostos a base de cloro, tais como o 

hipoclorito de sodio e de calcio, algumas gotas de detergente sao comumente 

adicionadas as solucoes a base de cloro para melhorar o contato destas com os tecidos. 

O Tween 20 e o mais utilizado em eoncentracoes de 0,01 a 0,05 (v/v), porem 

detergentes comuns de cozinha tambem podem ser utilizados como substituto. 

Considerando a sensibilidade do tecido a ser desinfestado, manipula-se a 

concentracao da solucao e tempo de exposicao de maneira inversamente proporcional. 

O processo asseptico visa portanto inibir o desenvolvimento de patogenos (virus, 

bacterias, fungos ou nematoides) responsaveis por inibir o poder germinativo das 

sementes. 

De acordo com JOFFE (1969), oleaginosas como o gergelim, tambem sao 

condicionadas com contaminacao por patdgenos. HANLEN (1973), reforca essa 

afirmativa, pois em sementes de amendoim foram isoladas cerca de 150 especies de 

fungos, muitas delas responsaveis por graves doencas nessa cultura. 

L IMA (1984), relata ainda que sementes de oleaginosas como o algodao 

inoculado comzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Rhizopus sp e Aspergillus apresentaram uma porcentagem de 

germinacao e vigor significativamente menores, quando comparados com os das 

sementes nao inoculadas. 

SALAZAR (1996) cultivou in vitro segmentos de plantas de gergelim (Sesamum 

indicum L.) variedades "Inamar" e "Arawaca", provenientes de campo e de laboratorio. 

Avaliando o efeito da concentracao de hipoclorito de sodio (0,1,2,4 e 8% p/v i.a.) ao 

tempo de exposicao a solucao desinfectante (0,3,5 e lOmin.) na prevencao e 

aparecimento de microrganismos contaminantes, obtendo-se maiores porcentagens de 
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sobrevivencia dos explantes em concentracao de hipoclorito de sodio a 1% de cloro 

ativo, durante 5 minutos. 

VIDOPv (1995) utilizou explantes de bulbos de jacinto pirenaicozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Hyacinthus 

amethytina cv. Albus L.), previamente submetidas a distintos processos de assepsia 

antes do seu cultivo e evidenciou a eficacia do fungicida Miconazol no controle da 

contaminacao dos explantes no meio. 

RODRIGUES et al. (1996) com a finalidade de desenvolver uma metodologia de 

micropropagacao eficiente para o abacate (Persea americana Mill.), desenvolveram 

diversas tecnicas para prevenir a contaminacao e a oxidacao dos segmentos caulinares 

desta frutifera. As plantas da variedade "Ouro Verde", foram mantidas em sacos 

transparentes, reduzindo a oxidacao na parte superior dos segmentos caulinares, 

possibilitando a diferenciacao de gemas. Foi utilizado no ensaio o meio de cultivo MS, 

com a concentracao salina limitada e suplementado com carvao ativado (Ig.L" 1), onde 

os segmentos caulinares foram mantidos no escuro, apos inoculacao. 

A contaminacao foi reduzida apos a assepsia complementar em solucao de cloro 

e mercurio (HgCk) em eoncentracoes superiores ou iguais a 0,2% para fungos e 0,1% a 

0,2% para bacterias. 

Inducao a Organogenese 

A embriogenese somatica consiste na formacao de embrioides somaticos 

(embrioes) a partir de tecidos somaticos, com constituicao identica a da planta mae, a 

nao ser nos casos em que ocorre a embriogenese por via indireta, passando pela 

formacao de calos, quando podera ocorrer variabilidade genetica. Para que ocorra 

embriogenese somatica as celulas diferenciadas devem ser primeiro desdiferenciadas, 

(desprogramacao genica) para ser determinada como celulas embriogenicas depois da 

divisao celular, (PASQUAL e RAMOS, 1997). A inducao de embriogenese e muito 

diftcil se nao impossivel no caso de muitas especies vegetais. Os embrioides podem ser 

utilizados tanto na continuacao da propagacao in vitro quanto na producao de sementes 

sinteticas. 
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Na embriogenese direta os embrioides sao originados diretamente do explante. A 

ocorrencia de embriogenese direta tem sido registrada em tecidos gametoficos, 

esporofiticos e em tecidos que se originaram em funcao da fertilizacao dos gametas. 

Este fenomeno ocorre com maior probabilidade em microspores dentro da ant era e 

tecidos de partes do ovario, incluindo as paredes do ovario ou carpelos, ovulo, embriao 

zigotico ou plantulas jovens. 

O desenvolvimento de plantas podem ser realizados de duas maneiras: 

vegetativamente (clonagem), e de forma generativa (atraves de sementes). 

A multiplicacao de plantaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro para formacao de orgaos e embrioes 

adventicios e realizada com celulas caracterizadas por sua capacidade de regeneracao. 

A capacidade de regeneracao e determinada pelo genotipo, as condic5es 

ambientais (adicao de nutrientes, reguladores de crescimento e condicoes fisicas) e pelo 

desenvolvimento da planta. 

Assim sendo, diversos pesquisadores obtiveram exito no desenvolvimento de 

plantas atraves da organogenese. 

ARELLO (1991) obteve atraves de tecnicas de cultura de tecido um elevado 

numero de plantas sadias e livres de doencas 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 combinaeoes possiveis de BAP-6-

benzilaminopurina (0,0-1,0-2,0-3,0 e 5,0 mg.L"
1); A I A - acido indolacetico (0,5 mg.L"

1) 

e KIN - Kinetina (0,0 e 2,0 mg.L'
1). Onde ocorreu desenvolvimento de calos com 

emissao de brotos prineipalmente para as variedades Appel Bloesen e Marleen. 

CASTRO (1995) obteve segmentos nodais com cultivares de batata-doce 

(Ipomoeba batatas L.), onde os apices caulinares foram inoculados em meio "MS" 

suplementado com ANA+BAP+KIN+AG3eANA+BAP+AG3. As cultivares RC-1.8, 

MET (Mae-de-Familia Tambe) TR3-473 e Arroba produziram plantulas de alturas 

similares, porem com diferentes taxas de regeneracao. A micropropagacao dessas 

plantulas, atraves de segmentos nodais inoculadas em meio MS contendo 1,0 mg.L"
1

 de 

AG3 nao mostrou diferencas entre as cultivares. 

FIGUEIREDO (1991) observou que explantes foliares e caulinares de Datura 

insignis Barb Rodr. foram cultivados em meio MS, suplementado com diferentes 

eoncentracoes de BAP e NAA. De acordo com as respostas morfogenicas obtidas, os 
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ensaios mostraram-se propicios a calogenese e a multiplicacao de gemas. Os meios com 

eoncentracoes de BAP mais elevados promoveram a inducao e a producao de calos nos 

dois tipos de explantes, enquanto que a rizogenese foi favorecida em meios com baixas 

eoncentracoes de BAP. O desenvolvimento de gemas axilares a partir de segmentos 

nodais foi observado em meios com baixas eoncentracoes de NAA. 

CUNHA et al. (1992) desenvolveram inumeras pesquisas sobre a producao e o 

melhoramento de kiwizyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (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 inducao a organogenese, onde os resultados indicam 

que a regiao da base da folha, proxima ao peciolo, foi a que apresentou a maior taxa de 

formacao e crescimento de calos, enquanto a obtencao de gemas foi possivel mas em 

baixa quantidade, devido provavelmente a elevada concentracao de auxina, promovendo 

maior enraizamento do que a formacao de gemas. 

PINTO et al. (1989) objetivou a proliferacao in vitro de gemas axilares do 

porta-enxerto trifoliata (Poncirus trifoliata L.) atraves da cultura de segmentos nodais e 

internodais obtidos de planta adulta. Foram testadas todas as combinacoes possiveis de 

BAP (6-benzilaminopurina) e NAA (acido naftaleno-acetico) nas eoncentracoes de 0,0; 

0,1 e 1,0 mg.L'
1

 e cinetina a 0,0; 0,1 e 0,5 mg.L"
1, adicionadas ao meio MS com 4% de 

sacarose. A melhor proliferacao de brotos em segmentos nodais foi alcancada em 

presenca de 1 mg.L"
1

 de BAP + 0,1 mg.L"
1 de NAA. A cinetina usada em todos os 

tratamentos nao apresentou efeito algum. Nao houve proliferacao nos segmentos 

internodais. 

SILVA et al. (1995) estudando o estabelecimento de um protocolo eficiente via 

organogenese, para a obtencao de plantas de mandioca (Manihot esculenta Cranzt.) da 

variedade "Trouxinha" Utilizaram tecnicas de inducao de calos em folhas jovens, onde 

foram inoculadas em meio basico MS, suplementado com 5; 10; 15; e 20; mg.L"
1

 de 2,4-

D (acido 2,4-diclorofenoacetico), ou 1; 2; 4 e 6 mg.L"
1

 de ANA (acido-

naftalenoacetico). Observou-se que o 2,4-D induziu a formacao de calos do tipo 

compacto, enquanto o tratamento com ANA resultou na formacao de calos friaveis1. 

Nos calos cultivados em meio MS com adicao de 2; 4 e 6 mg.L"1 de ANA observou-se a 

1 Calos friaveis em geral sao calos induzidos a partir de calos compactos, obtidos inicialmente em meios 

com varias formulacdes minerais tais como o meio basico MS (Liau et al, 1970; Amstrong et al 1985). 
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organogenese indireta de brotos e raizes. Por sua vez, os calos com ausencia de 

hormonios e os tratados com 1 mg.L"
1

 de ANAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA apresentaram apenas organogenese 

indireta de raizes. 

LOH et al. (1989) estudaram partes diferentes de mudas de goiabazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Psiditm 

guajava L.) e segmentos nodais de plantas enxertadas como explantes em cultura in 

vitro. Uma porcentagem de (75 - 100%) da regeneracao dos brotos foram obtidas com 

mudas do hipocotilo e segmentos nodais cultivados em meio MS com ou sem BAP. O 

otimo teor de BAP (6-bencilaminopurina) 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 basico MS. A formacao de embrioides aconteceram apos 

60 dias, contendo no meio, um nivel baixo de auxinas (0,1 e 0,2 mg.L"
1

 ) e um nivel alto 

de citocininas (0,25 a 2,0 mg.L'
1). O desenvolvimento de brotos aumentou quando o 

meio foi complementado com extrato de malte (500 mg.L"
1

 ). Na organogenese foi 

observado, na ausencia de auxinas a reducao do numero de brotos e folhas verdes sendo 

que a organogenese foi completamente inibida na presenca do regulador de crescimento 

2,4D. 

NAIR et al. (1984) estudaram a formacao multipla de brotos, induzidos em 

folhas de Annona squamosa Linn quando inoculadas em meio basico MS, suplementado 

com BAP (Bencilaminopurina) e KIN (Kinetina). As varias auxinas, em combinacao 

com o meio, produziram calos nos explantes, onde tambem se observa que os fatores 

ambientais afetavam a inducao de brotos, onde o numero maximo de brotos foi 

alcancado em temperatura de 27°C e intensidade luminosa de 100 lux, Os autores 

observaram tambem que foram desenvolvidas raizes quando os brotos eram tratados 

individualmente em meio com auxina. 

Metodos de Inducao a Calogenese 

Na embriogenese indireta os embrioides sao produzidos a partir de calos. A 

verdadeira embriogenese indireta requer que as celulas diferenciadas de um explante 

sejam induzidas a dividir calos nao-difereneiados e, entao, algumas celulas se tornam 

comprometidas ou predeterminadas em uma rota embriogenica. 
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Um calo e basicamente um tecido tumoral, mais ou menos organizado, que 

geralmente surge sobre orgaos e tecidos diferenciados. Chama-se de inducao de calos o 

initio de sua formacao. E possivel a formacao de calos em varias especies diferentes, 

todavia os calos sao cultivados em meios diferentes, denominados subcultivos de calos. 

Em condicoes excepcionais, e de forma espontanea pode-se produzir a 

regeneracao de orgaos adventicios e embrioes, a partir de calos. Em um meio liquido, 

um calo pode formar agregados (massas celulares), ou individuais, originando assim 

uma planta completa. 

Diversos pesquisadores utilizando a tecnica de inducao a calogenese obtiveram o 

desenvolvimento de plantas completas, a partir do isolamento de celulas isoladas. 

MATSUMOTO (1991) estudou condicoes de inducao e crescimento de embrioes 

somaticos em mandiocazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Manihot esculenta Cram) onde calos embriogenicos friaveis 

foram induzidos a partir de folhas imaturas cultivadas no meio modificado de "MS", 

suplementado com altas eoncentracoes de acido 2,4-D (2,4-diclorofenociacetico). Os 

embriSes somaticos foram observados em calos "sem" e "com" 2,4-D em baixa 

concentracao deste regulador de crescimento. A inducao dos embri5es somaticos foi 

mais eficiente no meio de cultura, suplementado com 0,1 mg.L"
1

 2,4-D + 1 mg.L"
1 GAj 

(acido giberelico), apos duas semanas de pre-cultivo. O numero de embrioes somaticos 

aumentou, quando suplementando 1 mg.L"
1zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
 GA3 no meio. 

MARY (1997) induziu embrioes somaticos de calos provenientes de gergelim 

(Sesamum indicum L.) variedade TMV6, onde foi estudada a infiuencia de diferentes 

eoncentracoes de auxinas e citocininas. Entre as diferentes auxinas testadas, o 2,4-D 

(2,4-diclorofenoacetico) foi o mais efetivo e resultou em um numero medio mais alto de 

embrioes somaticos. O efeito combinado de citocininas com 2,4-D tambem foram 

testados, entre as quatro citocininas testadas o 2,2// benziladenina com 13,6/iM mostrou 

um aumento de embrioes somaticos, enquanto que a Zeatina e a Kinetina (6-y-y 

dimethylaminopurine) nao apresentaram resposta. 

VATE1SSINGER e PARROTT (1993) fizeram uma selecao para gerar uma 

populacao de trevo branco (Trifolium repens L.) da cultivar Osceola, com capacidade 

embriogenica alta. Foram obtidos para tanto, embrioes somaticos de cotiledones 

imaturos de trevo branco colocados em meio basico EC6 complementado com 40 mg.L" 

1

 de 2,4-D e 6% de sacarose. Os efeitos da auxina 2,4-D com 20 e 40 mg.L"1 quando 
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suplementado com carboidratos, sacarose e maltose, foram avaliados na infiuencia do 

estabelecimento da embriogenese somatica repetitiva para determinar a metodologia na 

recuperacao de plantas, com efeitos dos meios MS e EC6. A subcultura repetida de 

trevo branco com embrioes somaticos em meio basico EC6 complementado com 2,4-D 

a 20 ou 40 mg.L"
1, efetivamente mantem a embriogenese repetitiva. O meio que content 

os sais de MS com 6% de maltose como fonte de carboidrato era o mais eficiente para a 

recuperacao das plantas. 

BERED et al. (1998) pesquisou nove genotipos de aveiazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Avena sativa L.) onde 

foram avaliados com o objetivo de testar a sua capacidade de regeneracao in vitro. 

Embri5es imaturos medindo entre I e 3 mm foram colocados em meio MS com 4 

mg.L"
1 de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacetico) para a inducao de calos. Na etapa 

seguinte, o regulador de crescimento 2,4-D foi reduzido, e na fase de regeneracao foi 

totalmente eliminado. Os calos foram avaliados quanto a sua habilidade de producao de 

embrioides somaticos, sendo realizado um teste de correlacao entre este carater e a sua 

regeneracao. Todos os genotipos mostraram capacidade de regenerar as plantas, porem 

foi detectada a variabilidade quanto a este carater. A analise de correlacao entre a 

embriogenese e a regeneracao revelou a baixa correlacao significativa entre as 

caracteristicas, o que indica que a regeneracao pode ter ocorrido principalmente por 

organogenese. 

Liu e Chen em (1977), citado por CLAPHAM (1977) afirma que o cultivo /// 

vitro e uma tecnica utilizada na producao de haploides de plantas de grande importancia 

economica e cientifica. E que Reener e Bajaj no mesmo ano, observaram que anteras de 

mais de 18 generos cobrindo 25 especies de dicotiledoneas foram cultivadas gerando 

calos, embrioes e plantas inteiras. Ate mesmo os materiais mais dificeis como cereais (7 

generos que incluem 16 especies) tambem poderiam ser cultivados por inducao a 

organogenese formando plantas completas 
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1. 3. M A T E R I A L e METODOS 

3.1 M A T E R I A L VEGETAL 

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia no Centra Nacional de 

Pesquisa de Algodao - CNPA da Empresa Brasileira de Producao Agropecuaria -

EMBRAPA, em Campina Grande - PB. 

Foram utilizadas 3 variedades de sementes de gergelimzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Sesamum indicum L ) , 

obtidas na Embrapa Algodao, denominadas de Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3. 

3.2 ASSEPSIA DE INSTRUMENTOS 

Todo instrumento utilizado em cada cultivo como filtro, provetas, frascos de 

agua, beckers, erlenmeyers, placas de Petri, tubos de ensaio, frascos para meio etc., 

foram esterilizados em estufa (a temperatura de 100°C), durante um periodo de uma 

hora. 

A manipulacao do material vegetal foi realizada em condicoes esteries em 

camara de fluxo laminar, previamente limpa com etanol a 96%. 

Os instrumentos (bisturis, pincas, tesouras etc.) empregados nos diferentes 

cultivares foram esterilizados dentro de camara de fluxo laminar flambando-as. Para tal 

aplieacao, se submerge o material em etanol a 96% em seguida esse material entra em 

contato com uma chama de fogo, repetindo a operacao varias vezes durante o trabalho, 

ou utilizando o esterilizador eletrico. 

3.3 MEIOS DE CULTIVO 

O meio de cultivo utilizado nos ensaios foi o meio basico MS (Murashige & 

Skoog, 1962) para a germinacao e no processo de inducao a organogenese, amplamente 

utilizado em todos os campos de cultivo in vitro. O meio content o agar (Bacto agar 

(Difco) como agente solidificante em concentracao de 7g.L~1. A fonte de carbono 

empregada foi a sacarose (30g.L"'). Como dissolvente dos nutrientes, vitaminas, 
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hormonios, sacarose, agar e tambem se utiliza agua destilada ou desmineralizada. Em 

todos os easos o pH (medido em phmetro) foi ajustado a 5,7 - 5,8 mediante a adicao de 

hidroxido de sodio (NaOH - 0,1 ou IN), segundo o caso, antes de dissolver o agar e 

uma vez adicionando resto dos componentes do meio de cultivo. 

O agar foi dissolvido no meio mediante o uso de um agitador magnetico. 

Posteriormente procedeu-se a sua distribuicao em frascos, cilindricos contendo 10 ml de 

meio solido, fechados com tampa plastica de rosea. Este tipo de fechamento impede a 

dissecacao do meio e infeccao por patogenos, permitindo o intercambio de fluxo do ar. 

O meio uma vez nos frascos, foi esterilizado em autoclave a 120°C e lkg. cm" 

durante 20 minutos. O resfriamento e solidificacao dos meios de cultivo foi feito a 

temperatura ambiente e o seu armazenamento se empregou em camara fria. 

Nos ensaios de germinacao e inducao a organogenese foi empregado o meio 

descrito por Murashige & Skoog (1962), denominado MS (Tabela 1). Para a germinacao 

nao adicionado fitohormonios ao meio de cultivo. 

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

de cultivo MS, utilizadas nos ensaios de inducao a organogenese. 

Foto: Sergio Cobel - Embrapa Algodao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

FIGURA 1. Meio de cultivo MS utilizado nos ensaios de inducao a organogenese. 
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Para facilitar a preparacao do meio MS, seus eomponentes se agrupam em 

solucoes concentradas (Tabela 2) que foram diluidas no momento de sua utilizacao. 

Na preparacao de 1L do meio MS, utiliza-se as quantidades das solucoes 

concentradas indicadas abaixo: 

• Solucao A - 100 ml 

• Solucao B - 1 0 0 ml 

o Solucao C-100 ml 

• Solucao D - 100 ml 

Nos ensaios de multiplicacao por gemas axilares, foi estudado o efeito de 

diferentes combinacoes e eoncentracoes dos reguladores de crescimento: 

Citocininas 

• BAP (6-bencilaminopurina), 

• 2iP (6-zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA y, y - dimetilamino purina), 

• KIN (6-furfurilaminopurina ou Kinetina). 

Nos ensaios de Inducao de calo a partir de segmentos de hipocotilo, adiciona-se 

ao meio MS os seguintes reguladores de crescimento: 

Citocinina 

• BAP (6-bencilaminopurina) 

Auxinas 

• NAA (Acido a - naftaleno - acetico) 

• 2,4-D (Acido diclorofenoacetico) e agua de coco como substantia natural. 

Para o meios de inducao a organogenies foi utilizado sais minerals de MS, 

compostos organicos e vitaminas do meio B5 (GAMBORG et al. 1968), segundo 

Tabela 3. A preparacao das solucoes concentradas de citocininas e auxinas sao 

realizadas dissolvendo-a previamente em acido cloridrico ou hidroxido de sodio I N , 

respectivamente, antes de adicionar agua destilada. O acido giberelico e dissolvido 

diretamente em agua destilada. 

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

eoncentracoes correspondentes para cada caso, antes da esterilizacao do meio. 
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TABELAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 1. Composicao de sais minerals, componentes organicos e vitaminas do 

meio basico MS (Murashige & Skoog, 1962). 

Macronutrientes mg.L*
1 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

NH4N03 1,650 

KN03 1,900 

CaCl2*2H20 440 

MgS04*7H20 37 

KH 2P0 4 
170 

Micronutrientes mg.L 

H3B03 6,200 

MnS04*4H20 16,900 

ZnS04*7H20 8,600 

KI 0,830 

Na,Mo04*2H20 0,250 

CuS04*5H20 0,025 

CoCl2*6H20 0,025 

Fonte de Ferro mg.L"
1 

Na2EDTA*2H20 37,250 

FeS04*7H20 27,850 

Vitaminas e outros suplementos organicos mg.L"
1 

Mioinositol 100,000 

Tiarnina - HC1 0,100 

Piridoxina - HC1 0,500 

Ac. Nicotinico 0,500 

Giicina 2,000 

TABELA 2. Composicao das solucoes concentradas utilizadas para a preparacao do 

meio de cultivo MS. 

Solucao A (Macronutrientes) mg.L*
1 

NH4NO3 16,500 
KNO3 19,000 

CaCI2*2H20 4,400 
MgS04*7H20 3,700 

KH2P04 1.700 
Solucao B (Micronutrientes) mg.L"

1 

H3BO3 6,200 
MnS04*4H20 16,900 
ZnS04*7H20 8,600 

KI 830 
Na,Mo04*2H20 250 

CuS04*5H:0 25 
CoCl2*6H20 25 

Solucao C (Fonte de Ferro) mg.L'
1 

Na2EDTA*2H20 3,725 
FeS04*7H20 2,785 

Solucao D (vitaminas e outros suplementos organicos) mg.L"
1 

Mioinositol 10,000 
Tiamina - HC1 10 

Piridoxina - HQ 50 
Ac. Nicotinico 50 

Giicina 200 
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Para preparar um litro do meio, utiliza-se 10 ml da solucao concentrada de 

vitaminas B5 (Tabela 3) no lugar da solucao D do meio MS. 

TABELAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 3. Vitaminas e outros suplementos organicos do meio B5 (GAMBORG et al., 

1968) e da solucao concentrada utilizada. 

Vitaminas e outros suplementos 

organicos 

Meio (mg.L
1) Solucao Concentrada 

(mg.L
!) 

Mioinositol 100 10,000 

Tiamina - HC1 10 1,000 
Piridoxina - HC1 1 100 

Ac.Nicotinico 1 100 

3.4 ASSEPSIA DAS SEMENTES 

Apos as sementes de gergelim terem sido selecionadas, essas sofreram uma 

assepsia com cinco diferentes eoncentracoes de hipoclorito de sodio (NaClO), ou seja 0, 

10, 20, 30 e 40% de cloro ativo durante 10 minutos, respectivamente. Apos a assepsia 

das sementes, essas foram lavadas tres 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, no entanto foi acrescido ao meio, 3% (m/v) de sacarose e 

0,55 g/L"
1

 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 testezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 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 numero de sementes 

germinadas, de acordo com a R.A.S, sendo realizado o Teste de Germinacao 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 germinacao, 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 agua esterilizada a cada 24 horas. Para todos os casos, a incubacao foi 

mantida a 28± 2zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA°C com um fotoperiodo de 16hs luz e 8hs no escuro e intensidade 

luminosa de 50ju mol m"
2 s"

1. Para determinacao da germinacao e o vigor das sementes 

foram utilizadas 4 repeticoes de 50 sementes totalizando 200 sementes por variedade, 

para cada metodo, seguindo-se as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 1992). 

Para proceder analise comparativa dos dados obtidos de germinacao e vigor das 

sementes de gergelim para os diferentes meios, utilizou-se um delineamento 

inteiramente casualizado, em arranjo fatorial de 2x5x3 (2 meios de germinacao, 5 

eoncentracoes e 3 cultivares). Essa analise foi realizada como o programa 

computacional Assistat, desenvolvido por S1LVA, (1996). 

3.5 IDENTIFICACAO DOS PATOGENOS 

A identificacao dos patogenos foi realizada no Centro de Ciencias Agrarias/ 

UFPB - Campus I I I (Areia), no Departamento de Fitotecnia. 

Apos o periodo de germinacao foi verificado a contaminacao por fungos nos 

frascos utilizados para o cultivozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro. 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 identificacao fitopatologica foi realizada por colonia de fungos por frasco 

contaminado. 

A analise estatistica das colonias de fungos por frascos contaminados foi 

realizada em blocos inteiramente casualizados, sendo os dados originais, para a 

porcentagem de viabilidade germinacao e vigor transformados em v x + 1, utilizando-se 

os testes F e Tukey (nivel de significancia de 5%). 
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Na fase inicial para a assepsia das sementes, utilizou-se 20% da solucao de 

hipoclorito de sodio e uma gota de tween 20 para 100ml da solucao. Na fase posterior 

de inducao a organogenese foram utilizados ensaios "sem" e "com" o pre-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 germinacao. 

O meio para inducao a organogenese, consiste no meio MS suplementado com 

vitaminas B5 e a fonte de carbono sendo a sacarose com 3%. O solidificante utilizado 

no meio e o agar com 6,0 mg.L"
1, sendo o pH ajustado para 5,8. 

A temperatura da camara de crescimento utilizada no ensaio situa-se em tomo 

dos 25°C com uma intensidade luminosa de 25± 28/xmol m"
2

 s"
1. 

Os reguladores de crescimento utilizados nos ensaios foram as citocininas: BAP, 

2iP e K I N em volume de 6, 8 e 10 mg.L"
1. 

A analise estatistica foi realizada com delineamento inteiramente casualizado 

com um esquema fatorial de 3 x 10 (3 cultivares e 10 meios) com tres repeticoes 

(explantes em cada fiasco), para cada tratamento. Sendo os parametros de avaliacao: 

Explantes Vivos (EV), Proliferacao (PR), Numero de brotos por explante (B/E), 

Tamanho de maior broto (1MB) e o Numero de Nos (NN). 

A analise estatistica foi realizada seguindo parametros diferentes para cada etapa 

do trabalho onde, para a inducao a organogenese utilizou-se a transformacao dos dados 

obtidos, para a realizacao de analise de acordo com a formula a seguir: 

onde o x representa os dados obtidos. ( 1 ) Vx + 1 

3.7. INDUCAO A CALOGENESE 

Para a realizacao do ensaio de inducao a calogenese foi realizado inicialmente a 

assepsia das sementes de gergelim com 20% da solucao de hipoclorito de sodio, em 

seguida as sementes foram inoculadas em meio MS, complementado com 30 mg.L"1 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"
1) e (0,3 mg.L"

1) de tiamina. 

O pH do meio basico MS foi ajustado para 5,8 e a incubacao foi realizada com a 

temperatura de 25°C e intensidade luminosa em camara de crescimento de 25 ± 28//mol 

m"
2 s"

1. 

A origem dos explantes foram plantulas a partir de sementes germinadaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro, 

sendo o hipocotilo sendo orgao utilizado como explantes. 

Os reguladores de crescimento utilizados no meio, foram a citocinina BAP (1 e 2 

mg.L"
1), Auxinas: NAA (0,05 mg.L"

1) e 2,4D (2,5 e 3,0 mg.L"
1) e outra substantia como 

agua de coco a 15%. 

O subcultivo dos calos bem desenvolvidos apos 4 semanas da inoculacao, esses 

sao subcultivados utilizando 2 - 3 gramas de calos para o meio fresco substituindo as 

vitaminas de MS + 0,3 mg.L"
1 de tiamina pela vitamina B5. Os parametros de avaliacao 

foram: friabilidade e eoloracao 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 repeticoes (tres explantes 

em cada fiasco) para cada tratamento. 

Na inducao a calogenese, com intuito a avaliar os reguladores de crescimento no 

desenvolvimento de calos embrionarios, nas 3 variedades de gergelim, utilizou-se as 

formulas a seguir para obtencao dos pesos inicial (Pi) e peso final (Pf) dos calos, apos 

60 dias de desenvolvimento. 

Pi = Pfmex- Pfm 

Pf = 
Pfcd - Pfdes 

Pf = 
Pfdes 

IPU zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
_{Pf-Pi) 

Pi 
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em que: 

Pi = Peso Inicial; 

Pf = Peso Final; 

Pfm = Peso do frasco com meio; 

Pfmex = Peso do frasco com meio + explante; 

Pfdes = Peso do frasco a ser descartavel; 

Pfcd = Peso frasco com calo desenvolvido; 

FPU = Incremento de Peso Unitario. 

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

que encontra-se no Apendice A - I , em anexo. 

Para a realizacao da analise estatistica, com representacao grafica, foi utilizado o 

programa computacional Origin 5.0. 
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1 . 4. RESULTADOS e DISCUSSAO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4 .1 ASSEPSIA DAS SEMENTES 

Na Tabela 4 encontra-se a analise de variancia simplificada da germinacao e do 

vigor das sementes de gergelim variedade Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3, apos serem 

submetidas a um processo de assepsia a diferentes eoncentracoes 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 germinacao e no vigor das sementes de gergelim para 

todos os fatores estudados e suas interacoes. 

Na Tabela 5 podemos observar que germinacao das sementes de gergelim 

quando colocadas para germinar no papel germitest (PG), tem valores superiores do que 

quando, essas mesmas sementes, sao colocadas para germinar no meio MS. No entanto, 

quando se determina o vigor das sementes nao existe diferenca significativa entre os 

dois meios de germinacao. 

Na Tabela 5 e possivel de verificar tambem que as eoncentracoes usadas de 

hipoclorito de sodio para a assepsia das sementes afetam a sua qualidade fisiologica. 

Observa-se tambem, nessa tabela, que as eoncentracoes que afetam menos a germinacao 

das sementes esta entre 10 e 20% de hipoclorito de sodio embora a concentracao de 

40% nao defira dessas duas eoncentracoes. Para o vigor das sementes de gergelim 

constata-se que todas as eoncentracoes utilizadas afetam igualmente o seu vigor. 

Ainda na Tabela 5 podemos verificar que, dentre as variedades estudadas, a 

CNPA-G2 e a variedade menos afetada com o tratamento asseptico das sementes de 

gergelim diferindo sua germinacao e seu vigor das outras duas variedades (CNPA-G3 e 

Serido-l). 

Na Tabela 6 encontram-se os valores de germinacao e vigor das sementes de 

gergelim para a interacao entre os fatores variedades e meio de germinacao. Nessa 

tabela constata-se que para as variedades CNPA-G2 e CNPA-G3 existem diferencas 

significativas na germinacao e vigor das sementes de gergelim quando colocadas nos 
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dois meios de germinacao e que o melhor meio, para essas duas variedades e o Papel 

Germitest (PG) 

Ainda em relacao a Tabela 6 podemos observar que a variedade CNPA-G2, 

tambem apresenta os maiores indices de germinacao e vigor quando comparadas com as 

outras duas variedades para os dois meios de germinacao utilizados, embora o vigor da 

variedade CNPA-G2 nao defira estatisticamente, da variedade Serido-l quando 

colocada no meio de cultivo MS. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

TABELA 4. Analise de variancia simplificada da germinacao e vigor de 3 variedades de 

sementes de gergelim Serido-l, CNPA-G2, CNPA-G3, quando submetida a 

diferentes eoncentracoes de hipoclorito de sodio (0, 10, 20 30 e 40%) em 

dois meios de germinacao papel germitest (PG) ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro, utilizando-se o 

meio basico MS. 

FONTE DE VARIACAO G.L. GERMINACAO 
F 

VIGOR 
F 

Meio 2 160,36** 106,35 ** 

Concentracao 1 75,49 ** 0,26 ** 

Variedade 4 74,15 ** 13,61 ** 
Meio x Concentracao 2 55,92 ** 69,69 ** 

Meio x Variedade 8 15,24** 4,02 ** 

Concentracao x Variedade 4 13,77** 1,10 ** 

Meio x Concentracao x Variedade 8 10,91 ** 6,78 ** 

Residuo 90 

Total 119 

** significative ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste de F 

ns nao significativo 
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TABELA 5. Valores medios da germinacao e vigor das sementes de gergelim para os 

fatores variedades, eoncentracoes de hipoclorito de sodio e meios de 

germinacao. 

VARIAVEIS GERMINACAO 
F 

VIGOR 

F 
MEIOS DE MS 

GERMINACAO PG 
81,18 b 

88,23 a 
37,77 a 
38,43 a 

DMS 1,61 2,62 

CONCENTRACAO Testemunha 

DE HIPOCLORITO 10% 

DE SODIO 20% 

30% 

40% 

98,00 a 

82,33 b 

82,67 b 

78,33 c 

81,88 be 

47,50 a 

34,00 b 

37,83 b 

36,08 b 

35,08 b 

DMS 3,57 5,81 

VARIEDADES DE CNPA-G2 

SEMENTES DE CNPA-G3 

GERGELIM Serido-l 

94,75 a 

77,80 c 

81,58 b 

51,60 a 
32,80 b 
29,90 b 

DMS 2,37 3,85 

.As medidas seguidas pela mesma letra miniiscula na coluna, nao diferem estatisticamente enlre si ao nivel de 5% pelo teste de 
Tukey 

Na Tabela 7, mostrada abaixo, encontram-se os valores de germinacao e vigor 

das sementes de gergelim para os fatores variedades e concentracao de hipoclorito de 

sodio para assepsia das sementes, onde ao analisar-se as colunas observa-se que so a 

variedade CNPA-G2 nao e afetada na sua germinacao e vigor pela diferentes 

eoncentracoes de hipoclorito de sodio utilizadas para realizar assepsia das sementes. 

Contudo ao analisar-se nas linhas, as diferentes eoncentracoes de hipoclorito de sodio 

para cada variedade, observa-se que a germinacao das sementes para as variedades 

Serido-l e CNPA-G3 e afetada significativamente para todas as eoncentracoes de 

hipoclorito de sodio e o vigor dessas sementes nao e afetado quando utiliza-se 20 %o de 

hipoclorito de sodio na variedade Serido-l e 30 % na variedade CNPA-G3 

Em relacao ainda a Tabela 7, pode-se observar tambem que a germinacao da 

variedade CNPA-G2 nao e afetada quando se utiliza 10 ou 30% de hipoclorito de sodio 

na assepsia da semente, embora o seu vigor nao seja afetado por qualquer uma das 

eoncentracoes de hipoclorito de sodio utilizadas neste trabalho. 

Analisando-se a Tabela 8, onde est a a interacao entre os fatores, meios de cultivo 

e concentracao de hipoclorito de sodio, pode-se observar nas linhas, que todos os 

28 



Capitulo I -zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Resultados e DzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA iscussao 

valores de germinacao e vigor diminuem significativamente quando colocados, nas 

diversas eoncentracoes de hipoclorito de sodio, para assepsia das sementes nos dois 

meios de germinacao, excecao se faz para o vigor das sementes colocadas a 20% de 

hipoclorito de sodio no meio de cultivo MS. 

Analisando-se ainda a Tabela 8 nas colunas, verifica-se que existem diferencas 

significativas na germinacao das sementes quando essas sao colocadas para germinar 

nos os dois meio de cultivo, (PG e MS), nas eoncentracoes de hipoclorito de sodio de 

10, 20 e 30%, so nao diferindo estatisticamente na concentracao de 40 % de hipoclorito 

de sodio. Contudo quando analise o vigor das sementes essas so sao diferentes 

estatisticamente na concentracao de 30% de hipoclorito de sodio. 

TABELA 6. Valores medios da germinacao e do vigor das sementes de gergelim, para a 

interacao entre os fatores meios de germinacao e variedades, apos assepsia 

das sementes nas diferentes eoncentracoes de hipoclorito de sodio. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

GERMINACAO 

MEIOS DE VARIEDADES DE SEMENTES DE GERGELIM 

GERMINACAO CNPA - G2 CNPA - G3 Serido - 1 

MS 92,50 b A 68,50 b C 82,55 a B 

PG 97,00 a A 87,10 a B 80,60 a C 

DMS / coluna = 2,79 (letras minusculas) DMS / linha = 3,35 (Ietras maiusculas) 

VIGOR 

MEIOS DE VARIEDADES DE SEMENTES DE GERGELIM 

GERMINACAO CNPA - G2 CNPA - G3 Serido - 1 

MS 43,00 b A 30,30 b B 40,00 a A 

PG 62,20 a A 35,30 a B 19,80 b C 

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

As medidas seguidas peia mesma letra miiiuscula na coluna e maiuscuia na linha, nao diferem estatisticamente entre si ao nivel de 

5°'o pelo teste de Tukey 
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TABELA 7. Valores medios da germinacao de gergelim, variedades CNPA-G2, CNPA-

G3 e Serido-l, para a interacao entre os fatores concentracao e variedades, 

apos assepsia das sementes, quando submetidas a diferentes eoncentracoes 

de hipoclorito de sodio (0, 10 20, 30 e 40%) em dois meios de germinacao 

PG ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro, utilizando o meio basico MS. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

GERMINACAO 

VARIEDADES CONCENTRACAO DE HIPOCLORITO DE SODIO ( % ) 

Testemunha 10 20 30 40 

CNPA-G2 

CNPA-G3 

Serido-l 

99,00 a A 

99,00 a A 

97,00 a A 

96,75 a A 

71,00 c B 

79,25 b B 

91,75 a B 

71,75 c B 

84,50 b B 

94,50 a A 

69,75 b C 

70,75 b C 

91,75 a B 

77,50 b B 

76,38 b B 

DMS / coluna = 5,30 (letras minusculas) DMS / linha = 6,19 (letras maiusculas) 

VIGOR 

VARIEDADES CONCENTRACAO DE HIPOCLORITO DE SODIO ( % ) 

Testemunha 10 20 30 40 

CNPA-G2 55,00 a A 48,25 a A 49,75 a A 52,00 a A 53,00 a A 

CNPA-G3 44,00 b A 25,25 b C 29,75 b C 34,50 b A 30,50 b B 

Serido-l 43,50 b A 28,50 b B 34,00 b A 21,75 c C 21,75 b C 

DMS / coluna =8,62 (letras minusculas) DMS / linha = 10,06 (letras maiusculas) 

As medidas seguidas pela mesma letra miniiscuSa na coluna e maiiiscula na linha, nao diferem estatisticismente entre si ao nivel de 

5% pelo Teste de Tukey 

TABELA 8. Valores medios da germinacao de gergelim, variedades Serido-l, CNPA-

G2 e CNPA-G3, para a interacao entre os fatores meios de germinacao e 

assepsia das sementes de gergelim nas diferentes eoncentracoes de 

hipoclorito de sodio. 

GERMINACAO 

MEIOS DE CONCENTRACAO DE HIPOCLORITO DE SODIO ( % ) 
GERMINACAO Testemunha 10 20 30 40 

MS 98,33 a A 76,50 b C 77,50 b B 71,50 b C 82,08 a B 

PG 98,33 a A 88,17 a B 87,83 a B 85,17 a B 81,67 a C 

DMS / coluna = 3,61 (letras minusculas) DMS / linha = 5,05 (letras maiusculas) 

VIGOR 

MEIOS DE CONCENTRACAO DE HIPOCLORITO DE SODIO ( % ) 

GERMINACAO Testemunha 10 20 30 40 

MS 
PG 

47,50 a A 

47,50 a A 

34,50 a B 

33,50 a B 

39,17 a A 
36,50 a B 

33,33 b B 

38,83 a B 

34,33 a B 

35,83 a B 

DMS / coluna =5,86 (letras minusculas) DMS / linha = 8,22 (letras maiusculas) 

As medidas seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha, nao diferem estatisticamente entre si ao nivel de 

5% pelo Teste de Tukey 

Nos Graficos de 1 e 2 encontram-se as equacoes que representam, 

respectivamente a variacoes dos percentuais de germinacao e vigor das sementes de 

gergelim, para a variedade CNPA-G2, quando essa e colocada nas eoncentracoes de 0, 
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10, 20, 30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizacao de sua assepsia, e 

posteriormente postas no meio de cultivo MS e em papel germitest (PG). Nos dois 

graficos as equacoes que expressam essas variacoes sao equacoes de 3
a

 ordem com 

coeficiente de determinacao variando entre 62,77 e 99,99%. 

Nesses graficos fica evidente que existem comportamentos diferentes entre os 

dois meios de germinacao evidenciando-se que no papel germitest (PG) as sementes se 

desenvolvem melhor e que com relacao aos percentuais de concentracao de hipoclorito 

de sodio, para realizacao da assepsia da variedade CNPA-G2, pode-se usar de 10 a 40%. 

Portanto por questoes 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 

realizacao do teste de germinacao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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G R A F I C O 1. Curvas da variacao dos percentuais de germinacao das sementes de 

gergelim, variedade CNPA-G2, quando submetidas as concentracoes 

de 0, 10, 20, 30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizacao de sua 

assepsia e colocadas para germinar no meio de cultivo MS e em papel 

germitest (PG). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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G R A F I C O 2. Curvas da variacao dos percentuais de vigor das sementes de gergelim, 

variedade CNPA-G2, quando submetidas as concentracoes de 0, 10, 20, 

30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizacao de sua assepsia e 

colocadas no meio de cultivo MS e em papel germitest (PG). 

Nos Graficos 3 e 4 encontram-se as equacoes que representam, respectivamente 

a variacoes dos percentuais de germinacao e vigor das sementes de gergelim, para a 

variedade CNPA-G3, quando essa e colocada nas concentracoes de 0, 10, 20, 30 e 40% 

de hipoclorito de sodio para realizacao de sua assepsia, e posteriormente postas no meio 

de cultivo MS e em papel germitest (PG). Nas duas figuras as equacoes que expressam 

essas variacoes sao equacoes de 3 a ordem com coeficiente de determinacao 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 tambem 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 concentracoes de hipoclorito 

utilizadas para fazer a assepsia das sementes o percentual de 20% deve ser o 

recomendado para esta variedade. 

As equacoes que representam as variacoes dos percentuais de germinacao e 

vigor das sementes de gergelim, variedade Serido-l, quando esta e colocada nas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

32 



Capitulo I - Resultados e Discussao 

concentracoes de 0, 10, 20, 30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizacao 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 equacoes que expressam essas 

variacoes sao equacoes de 3
a

 ordem com coeficiente de determinacao variando entre 

53,06 e 92,47%. 

Ao contrario das variedades anteriores, observa-se que a variedade Serido-l tern 

um comportamento melhor quando colocada no meio de cultivo MS e que a melhor 

concentracao de hipoclorito de sodio para realizacao da assepsia dessa variedade se da 

com 20%. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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G R A F I C O 3. Curvas da variacao dos percentuais de germinacao das sementes de 

gergelim, variedade CNPA-G3, quando submetidas as concentracoes 

de 0, 10, 20, 30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizacao de sua 

assepsia e colocadas para germinar no meio de cultivo MS e em papel 

germitest (PG). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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G R A F I C O 4. Curvas da variacao dos percentuais de vigor das sementes de gergelim, 

variedade CNPA-G3, quando submetidas as concentracoes de 0, 10, 20, 

30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizacao de sua assepsia e 

colocadas no meio de cultivo MS e em papel germitest (PG). 
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GRAFICO 5. Curvas da variacao dos percentuais de germinacao das sementes de 

gergelim, variedade Serido-l, quando submetidas as concentracoes de 0, 

10, 20, 30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizacao de sua assepsia e 

colocadas para germinar no meio de cultivo MS e em papel germitest 

(PG). 
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G R A F I C O 6. Curvas da variacao dos percentuais de vigor das sementes de gergelim, 

variedade Serido-l, quando submetidas as concentracoes de 0, 10, 20, 

30 e 40% de hipoclorito de sodio para realizacao 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-l tern 

um comportamento melhor quando colocada no meio de cultivo MS e que a melhor 

concentracao de hipoclorito de sodio para realizacao da assepsia dessa variedade se 

realiza com 20%. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Identificugao dos patogenos 

Dos dois meios estudados para germinacao das sementes de gergelim, apenas no 

meio de cultivo MS detectou-se a existencia de patogenos. 

Com relacao a esses patogenos, foram identificadas 4 especies de fungos, 

Aspergillus sp, PeniciIlium spp, Rhizoctonia e o Rhizopus sp., que se encontram nas 

Figuras a, b, c e d, respectivamente na Figura 2. 

Na Tabela 9, estao as percentagens de frascos contaminados com os respectivos 

fungos. Observa-se nessa tabela que a maior incidencia de fungos e do genero 

Aspergillus sp (Aspergillus niger e o A. flavus), sendo que a semente de gergelim, 
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variedade Serido-l, e a mais contaminada por todos os patogenos identificados e a 

variedade CNPA-G3 e onde se verifica a menor incidencia desses fungos. 

Os fungos encontrados induzem a formacao de varias doencas, no entanto, 

provocam danos as sementes, por exemplo,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Aspergillus e Penicillium) sao fungos 

caracteristicos ao processo de armazenamento e provoca: a) decrescimo de germinacao; 

b) descoloracao de parte ou de toda a semente; c) aquecimento da massa; d) 

transformacoes bioquimicas; e) producao de toxinas; f) modificacoes celulares entre 

outros. (SOAVE, 1987). Segundo COOK, (1981) os fungos Rhizopus e a Rhizoctonia, 

sao microorganismos que conduzem ao apodrecimento das raizes e ao tombamento das 

plantas. 

Assim, de acordo com NEEGAARD (1979) a doenca causada por fungos e um 

fator que interfere com as funcoes ou com as estruturas da planta, podendo ser de 

natureza biogenica e fisiogenica, quando causada por fatores bioticos 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. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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F I G U R AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 2. Fungos identificados no meio de cultivo MS. 

1 Os fungos da especiezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA aspergillus. sao conidioforos longos terminando em projecao tipo clava. lembrando baquetas. Massa de 

conidios pode apresentar coloracao variada; saprofitas comuns em produtos armazenados. (GALLI , 1978). 
2 Os fungos da especie penicillium apresentam conidioforos longos. ramificado-se na parte terminal, conidioforo (conjunto lembra 

vassoura). Massa de conidios com coloracao esverdeada. podridao de frutos citricos. (GALLI , 1978). 
3 Os fungos da especie rhizoctonia, sao esclerodios de forma irregular, de coloracao marrom escura. Hifas levemente pigmentadas 

de marrom apresentando ramificacoes ortogonais com uma construcao na base e septos distintos. Causa podridao de raiz e colo e 

tombamento de varias plantas, (SOAVE, 1978). 
4 Os fungos da especie rhizopus, sao micelios que diferenciam de forma vegetativa incolor e uma regiao area colorida. Os zigotos 

sao produzidos por uniao de dois micelios (Tritici de rhizopus saito) que causam uma putrefacao semelhante de batata doce que 

content considerada producao de amilase. (STEVENS. 1925). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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TABELA 9. Patogenos (fungos), presentes em 3 variedades de gergelim, apos teste 

fitopatologico, encontrados em meio de cultivo MS. 

FONTE DE VARIACAO G.L. F 

VARIEDADES 

CNPA- G 2 CNPA - G 3 Serido-l 

Tratamentos 3 46,03 ** 41,65 ** 133,97** 

Residuo 12 

133,97** 

PORCENTAGENS POR AMOSTRA CONTAMINADA 

PATOGENOS CNPA-G 2 CNPA-G 3 Serido-l 

Aspergillus sp 18,83 a 14,33 a 22,50 a 

Penicillium spp 18,06 a 8,63 b 19,74 a 

Rhizoctonia 12,42 b 6,17 b 15,22 b 

Rhizopus sp 7,76 c 6,17 b 9,79 c 

MEDIDAS ESTATIST1 CAS 

DMS 3,24 2,50 4,07 

c v % 10,81 13,47 11,53 

As medidas seguidas pela mesma Idra nao diferem estatisticamente entre si a nive! de 5°o pelo teste de 1 ukey. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4 . 2 I N D U C A O A ORGANOGENESE 

Os ensaios de inducao a organogenese foram realizados em 2 etapas: A l
a

 Etapa 

consistiu no ensaio de inducao a organogenese "sem" pre-tratamento das sementes e a 

2
a

 Etapa foi realizada "com" pre-tratamento das sementes, lembrando que o pre-

tratamento consistiu na imersao 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 plantulas germinadaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro. 
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4 . 2 . 1 ENSAIO " S E M " O PRE - T R A T A M E N T O DAS SEMENTES 

Na Tabela 10 encontra-se a analise de variancia simplificada para as variedades 

de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3) na Inducao a organogenese utilizando-

se o meio de cultivo MS, sendo que as sementes nao foram pre-tratadas com o meio 

(MS - liquido) e o parametro de avaliacao foi o numero de explantes vivos. Nessa 

Tabela observa-se que existem diferencas significativas ao nivel de 1% de probabilidade 

pelo teste de F apenas para o fator variedade. 

Na Tabela 11 esta a analise de variancia simplificada para as variedades de 

gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3) submetidas ao mesmo tratamento anterior, 

sendo que, neste caso o parametro de avaliacao foi o numero de brotos por explante 

(B/E). 

Nessa Tabela 11 constata-se que existem diferencas significativas ao nivel de 

1% de probabilidade de teste de F para o fator variedade, meio de cultivo e a interacao 

entre esses dois fatores. 

T A B E L A 10. Analise e variancia das variedades de gergelim Serido-l, CNPA-G2 e 

CNPA-G3 utilizando-se o meio de cultivo MS na inducao a 

organogenese "sent" o pre-tratamento das sementes (MS-liquido), tendo 

como parametro de avaliacao o numero de explantes vivos (E.V). 

FONTE DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F 

Variedade 2 0,34 0,17 7,92 ** 

Meio de Cultivo 9 0,27 0,03 1,37ns 

Variedade x Meio de cultivo 18 0,46 0,03 1,18ns 

Residuo 420 9,03 0,02 

Total 449 10,09 

Dados Iransformados em VX + 1; 

** Significativo ao nivel de l°o de probabilidade; 

ns Nao significativo. 
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T A B E L AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 11. Analise e variancia das variedades de gergelim Serido-l, CNPA-G2 e 

CNPA-G3 e o meio de cultivo, MS na inducao a organogenese "sem" o 

pre-tratamento das sementes (MS-liquido), utilizando a variavel numero 

de brotos por explantes (B/E). 

FONTE DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F 

Variedade 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 4,77 ** 

Residuo 420 11,04 0,03 

Total 449 17,97 

Dados Iransformados em VX + I ; 

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; 

Na Tabela 12 pode-se observar que a sobrevivencia mediana do numero de 

explantes e do numero de brotos por explantes, foram significativamente diferentes para 

as variedades estudadas. A variedade CNPA-G3 foi o que apresentou o melhor 

desempenho de sobrevivencia, diferindo das outras duas que se igualaram 

estatisticamente. O mesmo nao se passou com o numero de brotos por explantes (B/E), 

onde entre variedades de gergelim, a CNPA-G3 apresentou a segunda maior media, 

tendo sido suplantada pela variedade Serido - 1 e tendo sido superior a CNPA-G2. Tal 

comportamento se teve, provavelmente ao alto indice do regulador de crescimento BAP 

(Smg.L-'). 

Ainda na Tabela 12 pode-se destacar que nao existem diferencas estatisticas 

entre os meios de cultivo, para os explantes vivos (E.V), significando dizer que seu 

desenvolvimento foi homogeneo em todos os meios. 

Com relacao ao n° de brotos por explante (B/E) observa-se que nao houveram 

diferencas estatisticas significativas a nivel de 5% de probabilidade entre os meios que 

apresentaram o BAP com (8mg.L"') e o 2iP com (lOmg.L"
1

), como reguladores de 

crescimento. 
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T A B E L AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 12. Resultados de sobrevivencia e numero de brotos por explante de tres 

variedades de gergelim segundo a concentracao de reguladores de 

crescimento adicionados ao meio MS, na inducao a organogenese "sem" 

o pre-tratamento das sementes (MS-liquido). 

VARIEDADES ( E . V ) ( B / E ) 

Serido-l 1,90 b 2,09 a 

CNPA-G2 1,88 b 1,87 c 

CNPA-G3 1,95 a 1,97 b 

DMS 0,04 0,10 

Reguladores de crescimento (mg.L
1

) ( E . V ) ( B / E ) 

BAP 2iP KIN 

1,91 a 1,91 be 

6 1,91 a 1,96 abc 

8 1,93 a 2,04 a 

10 1,89 a 2,00 ab 

6 1,87 a 1,99 abc 

8 1,89 a 1,98 abc 

10 1,97 a 2,03 a 

6 1,91 a 1,99 abc 

8 1,93 a 1,98 abc 

10 1,89 a 1,89 c 

DMS 0,04 0,11 

M E D I D A S E S T A T I S T I C A S 

MG 1zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.01 1,98 

CV (%) 7,67 8,20 

As medias seguidas pcla mesma letra nao diferem estatislicamente entre si. pelo teste de Tukey a 5°o de probabilidade. 

E.V (Explantes Vivos); B E (n° de brotos por explante). 

Dados Iransformados em 

Reguladores dc Crescimento: BAP (6-bencilaminopurina); 2iPzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (6-y-y -dimetilaminopurina e KIN (6-furfurilaminopurina -

Kinetina). 

Na Tabela 13 verifica-se que em relacao aos explantes vivos (E.V) no 

desenvolvimento das gemas axilares dormentes nao houve diferencas estatisticas ao 

nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, com excecao a concentracao de BAP 

(lOmg.L"
1

) da variedade Serido-l e 2iP (6mg.L"') para a variedade CNPA-G2 que 

apresentaram indices mais baixos em relacao aos outros meios. Ainda em relacao a 

Tabela 13 observa-se que variedade CNPA-G3 teve os maiores indices de explantes 

vivos embora nao sejam estatisticamente diferentes das outras duas variedades 

estudadas. 
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T A B E L A 13. Analise comparativa entre as variedades de gergelim Serido-l, CNPA-G2 

e CNPA-G3 e o meio de cultivo, MS, na inducao a organogenese com 

avaliacao de gemas axilares dormentes; sendo a variavel explantes vivos 

(E.V). 

Reguladores de crescimento 

( m g - L
1

) 

V A R I E D A D E S Reguladores de crescimento 

( m g - L
1

) Serido-l CNPA-G2 CNPA-G3 

BAP 2iP KIN EXPLANTES VIVOS (E.V) 

1,90 a A 1,88 a A 1,96 a A 

6 1,92 a A 1,86 a A 1,96 a A 

8 1,94 a A 1,86 a A 1,98 a A 

10 1,82 b B 1,88 a A 1,98 a A 

6 1,92 a A 1,82 b A 1,88 a A 

8 1,88 a A 1,88 a A 1,92 a A 

10 1,92 a A 2,00 a A 1,98 a A 

6 1,92 a A 1,84 a A 1,96 a A 

8 1,90 a A 1,96 a A 1,92 a A 

10 1,90 a A 1,84 a A 1,94 a A 

DMS / Coluna = 0.17 (letras minusculas): 

DMS / Linha = 0.13 (letras maiusculas). 

Reguladores de Crescimento: BAP (6-bencilaminopurina); 2iPzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (6-y-y -dimetilaminopurina e KIN (6-furfurilaminopurina -

Kinetina). 

Na Tabela 14 podemos observar que a variedade CNPA - G3 nao apresentou 

diferencas estatisticas em relacao aos meios, no entanto na variedade Serido-l observa-

se que esta variedade obteve um maior numero 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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T A B E L AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 14. Analise comparativa entre as variedades de gergelim Serido-l, CNPA-G2 

e CNPA-G3 e o meio de cultivo, N4S, na inducao a organogenese com 

avaliacao de gemas axilares dormentes; sendo a variavel n°. de brotos por 

explante (B/E). 

Reguladores de 

crescimento (mg.L
1

) 

V A R I E D A D E S Reguladores de 

crescimento (mg.L
1

) Serido-l CNPA-G2 CNPA-G3 

BAP 2iP KIN N° DE BROTOS POR EXPLANTE (B/E) 

1,87 be A 1,88 a A 1,96 a A 

6 2,07 b A 1,86 a B 1,96 a A 

8 2,23 a A 1,92 a B 1,98 a B 

10 2,27 a A 1,80 b C 1,94 a B 

6 2,16a A 1,88 a C 1,92 a B 

8 2,19a A 1,80 b C 1,94 a B 

10 2,12a A 2,00 a A 1,98 a A 

6 2,15 a A 1,84 a C 1,98 a B 

8 2,04 b A 1,90 a A 2,00 a A 

10 1,85 c A 1,84 a A 1,98 a A 

DMS / Coluna • 0.19 (letras miniisculas); 

DMS / Linha =0,14 (letras maitisculas). 

Reguladores de Crescimento: BAPzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (6-bendlaminopurina); 2iP (6-7-7-dimetilaminopurina e KIN (6-furfurilaminopurina -

Kindina). 

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

gergelim apos desenvolvimento de gemas axilares dormentes, "sem" o pre-tratamento 

das sementes (MS-liquido). 
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-

Foto: Sergio Cobel- Embrapa Algodao 

F I G U R A 3 . Super brotamento de gergelim, variedades Serido-l (A e B) , CNPA-G2 

(C) e CNPA-G3 (D); apos inducao a organogenese "sem" o pre-

tratamento das sementes (MS-liquido). 
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4 . 2 . 2 ENSAIO " C O M " O PRE - T R A T A M E N T O DAS SEMENTES 

A 2
a

 Etapa do trabalho de inducao a organogenese foi o ensaio "com" o pre-

tratamento das sementes que consistia na imersao 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 germinadaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro. 

Nas Tabelas 15 e 16 encontram-se as analises de variancia simplificadas para as 

variedades de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3), submetidas a diferentes 

meios de cultivo de inducao a organogenese, no desenvolvimento de gemas axilares 

dormentes (super brotamento), "com" o pre-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 diferencas significativas para os fatores 

variedades e meio de cultivo, alem das interacoes entre os fatores, quanto as variaveis 

explantes vivos (E.V) e o numero de brotos por explante (B/E), Tabelas 15 e 16 

respectivamente. 

T A B E L A 15. Analise de variancia das variedades de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e 

CNPA-G3) e o meio de cultivo, MS na inducao a organogenese "com" o 

pre-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 44Q 16,75 

Dados transformados em VX + 1; 

** Significative ao nivel de 1% de probabilidade; 
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T A B E L AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 16. Analise e variancia das variedades de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e 

CNPA-G3) e o meio de cultivo, MS na inducao a organogenese "com" o 

pre-tratamento das sementes (MS-liquido), utilizando a variavel numero 

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 47,64 5,29 33,79 ** 

Var. x Meio de cultivo 18 7,84 0,43 2,78 ** 

Residuo 420 65,79 0,16 

Total 449 126,84 

Dados transformados em Vx + 1; 

** Significativo ao nivel de lzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA°b de probabilidade: 

ns Nao significativo. 

Na Tabela 17 verifica-se que, em relacao aos valores medios entre as variedades 

de gergelim Serido-l e CNPA-G3 nao houveram diferencas 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 nao existiram diferencas significativas 

entre os meios com BAP (6-benci)aminopurina) e K I N (6-fiirfurilaminopurina -

Kinetina), nas concentracoes de 6 a 10 mg.L' 1 para os explantes vivos (E.V), 

entretanto, deve-se salientar que nas concentracoes de BAP com 8 e lOmg.L"
1

 houve 

um maior desenvolvimento no n° de brotos por explante (B/E), no super brotamento de 

gemas axilares dormentes. 

Ainda em relacao a Tabela 17 observa-se que nao houveram diferencas 

significativas entre os reguladores de crescimento 2iP e K I N em todas as concentracoes 

para o Numero de Brotos por Explante (B/E). 
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T A B E L A 17. Resultados de sobrevivencia e numero de brotos por explante de tres 

variedades de gergelim segundo a concentracao de reguladores de 

crescimento adicionados ao meio MS, na inducao a organogenese "com" 

o pre-tratamento das sementes, (MS - liquido). 

VARIEDADES ( E . V ) ( B / E ) 

Serido-l 1,87a 2,01 a 

CNPA-G2 1,82 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 

1,90 ab 1,70 c 

6 1,93 a 2,28 b zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

8 1,88 abc 2,63 a 

10 1,92 a 2,45 ab 

6 1,85 abc 1,83 c 

8 1,77 c 1,85 c 

10 1,79 be 1,77 c 

6 1,89 ab 1,75 c 

8 1,83 abc 1,75 c 

10 1,85 abc 1,74 c 

DMS 0,11 0,27 

M E D I D A S E S T A T I S T I C A S 

MG 1,86 1,08 

CV (%) 8,89 20,05 

As medias scguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamenlc entre si. pelo teste de Tukey a 5zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA°b de probabilidade. 

E.V (Explantes Vivos); B E (n° de brotos por explante): 

Dados transformados em 

Reguladores de Crescimento: BAP (6-bencilaminopurina); 2iPzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA {6-y-y -dimetilaminopurina e KIN (6-furfurilaminopurina -

Kinetina). 

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 relacao as outras variedades, nao sejam significativas. 

Observa-se tambem, na Tabela 18, que para a variedade CNPA-G3 nao existem 

diferencas significativas no numero de explantes vivos para todos os reguladores de 

crescimento utilizados e suas diferentes concentracoes, no entanto, na variedade Serido-

1, essas diferencas significativas no n° de explantes vivos nao existem quando se utiliza 

os reguladores de BAP (6-bencilaminopurina) e 2iP (6-y-y dimetilamino purina) nas 
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concentracoes de 6, 8 e 10 mg.L"1 e para a variedade CNPA-G2 quando se utiliza os 

reguladores BAP e K I N (kinetina)nas concentracoes de 6, 8 e 10 mg.L" 1. 

T A B E L AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 18. Analise comparativa entre as variedades de gergelim (Serido-l, CNPA-

G2 e CNPA-G3) e o meio de cultivo, MS, na inducao a organogenese 

"com" o pre-tratamento das sementes (MS-liquido), na avaliacao de 

gemas axilares dormentes; sendo a variavel explantes vivos (E.V). 

Reguladores de 

crescimento (mg.L
1

) 

V A R I E D A D E S Reguladores de 

crescimento (mg.L
1

) Serido-l CNPA-G2 CNPA-G3 

BAP 2iP KIN EXPLANTES VIVOS (E.V) 

2,00 a A 1,86 a AB 1,84 a C 

6 1,98 a A 1,92 a A 1,88 a A 

8 1,94 a A 1,82 a A 1,88 a A 

10 1,96 a A 1,94 a A 1,86 a A 

6 1,96 a A 1,68 b B 1,90 a A 

8 1,84 a A 1,64 b B 1,84 a A 

10 1,90 a A 1,60 c B 1,88 a A 

6 1,75 b B 1,99 a A 1,94 a A 

8 1,72 b B 1,84 a A 1,94 a A 

10 1,64 c B 1,94 a A 1,96 a A 

DMS Coluna = 0.19 (letras minusculas); 

DMS .' Linha = 0,14 (letras maiusculas). 

Reguladores de crescimento: BAP (6-bencilaminopurina); 2iPzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (6-y-y -dimetilaniinopurina e KIN (6-furfurilaminopurina -

Kinetina). 

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 numero de brotos por explante apos o ensaio 

"com" o pre-tratamento das sementes (MS-liquido), embora em grande parte desses 

casos essas diferencas nao sejam estatisticamente significativas. Em relacao aos meios 

de cultivo, o BAP (6-bencilaminopurina) nao apresentou diferencas significativas para 

todas as variedades, nas concentracoes de 6, 8 e lOmg.L"
1

, observando-se um 

desenvolvimento maior no numero de brotos por explante, evidenciando o BAP como o 

melhor regulador de crescimento no desenvolvimento de gemas axilares, quando 

comparado com o 2iP e o K I N . 

Ainda em relacao a Tabela 19, observa-se que a variedade CNPA-G2 nao 

apresentou diferencas significativas, quando se utilizou os reguladores de crescimento 

BAP e 2iP nas concentracoes de 6, 8 e 10 mg.L"1. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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T A B E L AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 19. Analise comparativa entre as variedades de gergelim Serido-l, CNPA-G2 

e CNPA-G3 e o meio de cultivo, MS, na inducao a organogenese "com" 

o pre-tratamento das sementes (MS-liquido)na avaliacao de gemas 

axilares dormentes; sendo a variavel n° de brotos por explantes (B.E) 

Reguladores de crescimento 

(mg.L ' ) 

V A R I E D A D E S Reguladores de crescimento 

(mg.L ' ) Serido-l CNPA-G2 CNPA-G3 

BAP 2iP KIN N° DE BROTOS POR EXPLANTE 

1,76 c A 1,59 b A 1,74 c A 

6 2,19 a B 2,06 a C 2,59 a A 

8 2,73 a A 2,14 a B 3,01a A 

10 2,41a B 2,12 a C 2,81a A 

6 1,91 b A 1,82 a A 1,75 c A 

8 1,91 b A 1,74 a A 1,90 b A 

10 1,90 b A 1,72 a A 1,70 c A 

6 1,76 c A 1,65 b A 1,83 b A 

8 1,78 c A 1,70 a A 1,76 c A 

10 L U70 c A 1,70 a A 1,82 b A 

DMS / Coluna = 0,46 (letras minusculas); 

DMS / Linha = 0,34 (letras maiusculas). 

Na Figura 4 encontra-se o processo de super brotamento nas variedades de 

gergelim com pre-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 inoculacao em meio MS por um periodo de 

oito semanas, onde nao ocorreu super brotamento das gemas, ressaltando o 

desenvolvimento precoce das gemas quando comparado com o super brotamento. 

Com enfase a inducao a organogenese em fase de super brotamento em gemas 

axilares, trabalhos similares foram realizados por CASTRO (1995), que obteve 

segmentos nodais em cultivares de batata docezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Ipomoeba 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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B 

—: , _ 

Foto: Sergio Cobel - Embrapa Algodao 

D 

FIGURA 4. Super brotamento do gergelim, variedades Serido-l (A) , CNPA G2 (B e C) 

e CNPA-G3 (D), apos inducao a organogenese "com" o pre-tratamento das 

sementes (MS-liquido). 
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4 .3 INDUCAO A C A L O G E N E S E 

0 ensaio de calogenese tem como objetivo a inducao de material vegetal 

hipocotilo de plantulas germinadaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro, para a obtencao de calos embrionarios, com 

a finalidade de utiliza-los posteriormente na inducao de embrioides. 

Para a realizacao deste ensaio de inducao a calogenese, foram utilizados como 

reguladores de crescimento: BAP (6-bencilaminopurina); 2,4-D (diclorofenoacetico) e 

NAA (acido ar-naftalen-acetico) e a agua de coco como substancia natural. 

4 . 3 . 1 E F E I T O DA C A L O G E N E S E 

Nos graficos representatives de inducao a calogenese, verifica-se os efeitos dos 

reguladores de crescimento no desenvolvimento de calos embrionarios, para as tres 

variedade de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3). Nesses graficos observa-se 

que a utilizacao dos reguladores de crescimento BAP(mg.L"'), NAA(mg.L"'), 2,4-D 

(mg.L"
1) e a agua de coco (%), induziram a formacao de calos. 

No grafico 7 pode-se observar o maior desenvolvimento de calos na cultivar de 

gergelim variedade CNPA-G3, com a atuacao dos reguladores de crescimento BAP (6-

bencilaminopurina) e NAA (acido a-naftalen-acetico), nas concentracoes de BAP (2 

mg.L"
1) e NAA (0,05 mg.L"

1), evidenciando-se um maior incremento de peso quando 

comparado com as outras variedades. 

Ainda em relacao ao grafico 7 verifica-se que a variedade Serido-l 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 tambem, 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"1 de BAP. 

No processo de inducao a calogenese ARELLO em (1991) obteve calos com 

emissao de brotos em Gerbera jamesonni nas variedades Appel B/oesen e Marleen; 

quando inoculados em meio "MS". 
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No Grafico 8 observa-se um maior desenvolvimento de calos na variedade 

Serido-l com a atuacao dos reguladores de crescimento 2,4D (diclorofenoacetico) e 

agua de coco, nas concentracao de (3,0 mg.L'
1) e 15% de agua de coco, evidenciando 

um maior incremento de peso, quando comparado com as outras variedades. 

Ainda em relacao 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, tambem nesse grafico, que a variedade CNPA-G3 apresentou menor 

incremento de peso com a concentracao de 3,0 mg.L"
1

 do regulador de crescimento 

2,4D, enquanto que para a concentracao de 2,5 mg.L"
1

 do mesmo regulador obteve um 

maior desenvolvimento de calos. 

MATSUMOTO (1991) obteve calos embrionarios em meio MS quando 

suplementado com altas concentracoes de acido 2,4-diclorofenoacetico (2,4-D). A 

inducao de embrioes somaticos foi mais eficiente no meio de cultura, suplementado 

com (2,4-D) ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (GA3), onde o numero de embrioes somaticos aumentou quando 

suplementado com lmg.L'
1

 de acido giberelico (GA 3) ao meio. 
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GRAFICO 7. Efeito da adicao de reguladores de crescimento BAP (1 e 2 mg.L"
1) e 

NAA (0,05 mg.L"
1) ao meio basico MS sobre o incremento de peso do 

hipocotilo de tres variedades de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e 

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

Sementes de gergelim - variedade Serido 1 

Sementes de gergelim - variedade CNPA-G2 

Sementes de gergelim - variedade CNPA-G3 

G R A F I C O 8. Efeito da adicao de reguladores de crescimento2,4D (2,5 e 3,0 mg.L"
1) e 

agua de coco (15%) no meio basico MS sobre o incremento de peso do 

hipocotilo de tres variedades de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-

G3) apos oito semanas de cultivo. 

Na Figura 6, encontra-se formacao de calos embrionarios desenvolvidos com a 

atuacao 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 formacao com reguladores de crescimento BAP e NAA 

apresentaram-se "friaveis" com coloracao de verde para verde-claro, enquanto que os 

calos com 2,4-D e agua de coco apresentaram "moles" com coloracao cinza-verde. 
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Foto. Sergio Cobel - Embrapa Algodao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

D 

FIGURA 6. Desenvolvimento de calos embrionarios das variedades de gergelim 

Serido-l (A e B), CNPA-G2 (C) e CNPA-G3 (D), em meio basico MS. 
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1. 5 CONCLUSOES 

ASSEPSLA DAS SEMENTES: 

Mediante os resultados obtidos concluiu-se que: 

I . A variedade CNPA-G2 mostrou-se superior as demais variedades apresentando 

os maiores percentuais de germinacao e vigor nao diferindo da testemunha; 

I I . A assepsia das sementes de gergelim, variedade CNPA-G2, pode ser feita com a 

concentracao de hipoclorito de sodio variando entre 10 e 40%, indicando - se 

10% por ser o valor mais economico, sendo que o meio de germinacao 

recomendado deve ser o papel germitest, (PG); 

I I I . A concentracao de hipoclorito que deve ser recomendado para fazer a assepsia 

da semente de gergelim, variedade CNPA-G3, e de 20%, e o melhor meio de 

germinacao das sementes e o papel germitest (PG) em detrimento do meio de 

cultivo MS; 

IV. Quanto a assepsia da semente de gergelim variedade Serido-l a concentracao de 

hipoclorito de sodio que causa menor danos as sementes e na ordem de 20% e o 

meio de germinacao recomendado e o meio MS; 

V. Em relacao a analise fitopatologica concluiu-se que os fungos encontrados foram zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Aspergillus sp, PeniciIlium spp, Rhizoctonia e o Rhizopus sp sendo que a 

variedade Serido-l apresentou maior incidencia de contaminacao para todos 

encontrados, evidenciando a maior presenca do Aspergillus sp em todas as 

variedades, entretanto a variedade CNPA-G3 foi a que apresentou menor 

incidencia de fungos. 
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NA INDUCAO A ORGANOGENESE SOMATICA REALIZADA 

CONCLUI - SE QUE: 

"SEM" O PRE - TRATAMENTO DAS SEMENTES. 

I . A variedade CNPA-G3 quanto aos Explantes Vivos (E. V) apresentou os maiores 

indices de desenvolvimento, ou seja, maior incidencia de explantes viaveis ao 

brotamento quando comparada com as outras variedades, a nivel de 5% de 

probabilidade pelo teste de Tukey. 

I I . A variedade Serido-l foi que apresentou maior N° de brotos por explantes (B/E), 

estatisticamente superior as outras, ou seja, foi encontrado maior numero de 

brotos por cada explante vivo, ocasionando um processo de super brotamento 

nesta fase. 

"COM" O PRE - TRATAMENTO DAS SEMENTES. 

I I I . Nao houve diferenpas estatisticas entre as variedades (Seridol e CNPA-G3) 

quanto aos Explantes Vivos (E.V), ou seja, as variedades envolvidas 

apresentaram desenvolvimento semelhantes na obtencao de explantes vivos por 

frasco; 

IV. Em relacao ao N° de brotos por explante, tambem nao houve diferenca estatistica 

entre as variedades Serido-l e CNPA-G3, ou seja, ambas apresentaram processo 

de desenvolvimento evidenciando super brotamento, a nivel de 5% de 

probabilidade pelo teste de Tukey. 

V. Em relacao aos processos realizados: "sem" e "com" pre-tratamento das 

sementes (MS liquido), houve uma incidencia muito maior de brotos por 

explantes vivos quando realizado o pre - tratamento das sementes (MS liquido). 

NA INDUCAO A C A L O G E N E S E CONCLUI-SE QUE: 

V I . No desenvolvimento de calogenese, utilizando explantes de hipocotilo de 

plantulas germinadaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro em cultivar de gergelim, ocorreu maior formacao 

de calos em meio MS, quando suplementado com os reguladores de crescimento 

BAP (6-bencilaminopurina) e NAA (acido a-nafatalenoacetico), em todas as 

variedades de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3) estudadas. 
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CAPITULO H - CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE G E R G E L I M 

I I . 1 LNTRODUCAO 

A importancia da semente e notoria desde os tempos pre-historicos, quando foi a 

grande causadora da mudanca dos habitos de homem das cavernas, transformando-o de 

nomade e cacador em sedentario e agricultor. 

Atualmente, a semente nao so representa a base da alimentacao 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 espacos 

interplanetarios (LIBERAL, 1980). 

O grande sucesso da semente como orgao de perpetuacao e de disseminacao da 

especie vegetal deve-se, provavelmente, a duas caracteristicas que, reunidas, a tornam 

um orgao impar no reino vegetal. Sao eles: a capacidade de distribuir a germinacao no 

tempo (pelos mecanismos de dormencia) e no espaco pelos mecanismos de dispersao, 

como espinhos, pelos, asas, etc. (CARVALHO e NAKAGAWA, 1980). 

Existe uma necessidade crescente de preservacao do patrimdnio genetico das 

sementes para que haja uma melhoria na produtividade, no entanto, para que as 

sementes possam ser armazenadas com o intuito de preservar os recursos fitogeneticos 

das plantas, foram estruturados Bancos de Sementes em inumeros significativos de 

paises, pois os recursos fitogeneticos proporcionam materia prima para se obter 

melhores e novas variedades de plantas mediante as tecnicas de melhoramento vegetal 

ou atraves de engenharia genetica. 

Com o passar das decadas e mais especificamente no seculo XX, devido o 

crescente aumento populacional da humanidade houve a necessidade de preservar o 

patrimonio genetico das sementes com vista a possibilidade de melhoria da 

produtividade. 

Como alternativa ao banco de germoplasma tradicional, tern sido utilizada a 

criopreservacao das sementes, que consiste em conservar as sementes em temperaturas 

criogenicas a -196°C, por imersao dessas sementes em nitrogenio liquido, a -170 °C, 

utilizando o vapor do nitrogenio. De acordo com PITA VTLLAMIL (1997), a 

preservacao das sementes abaixo de -130°C permite que o metabolismo das sementes zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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seja paralisado, impedindo a sua deterioracao. Segundo o mesmo autor, a 

criopreservacao tern se mostrado como um metodo eficiente, pratico e de baixo custo na 

preservacao dos recursos fitogeneticos, alem de manter a semente viavel por tempo 

considerado indefinido. 

Assim o armazenamento das sementes com o uso do nitrogenio liquidozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (N2L) tern 

o potencial teorico de permitir a "preservacao indefinida". Contudo a capacidade das 

sementes de determinadas especies de resistir ao resfriamento em nitrogenio liquido a 

(-196°C), sem danos, e o primeiro passo critico e principal para a aplicacao pratica desta 

tecnica de preservacao. Mais de 120 especies de representacao agronomica, como 

legumes, flores, arbustos e especies de arvores, foram resfriadas em nitrogenio liquido 

para verificar a existencia de perda da viabilidade. Segundo STANWOOD (1980), 

especies como linhozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Litium usitatissinum L.) e gergelim (Sesamum mdicum L.) 

parecem ser resistentes aos danos que possam ser provocados quando imersas em 

nitrogenio liquido. 

Para as sementes onde esses danos impedem a sua criopreservacao, devido a 

velocidade de congelamento ser muito rapida, tem-se utilizado alguns crioprotetores que 

tern como objetivo impedir varios danos como o trincamento das sementes e 

ocasionando maiores perdas no processo germinativo. 

Apesar das vantagens da criopreservacao, existem problemas decorrentes da 

complexidade tecnica e biologica do processo de congelamento e descongelamento, 

portanto, torna-se necessario desenvolver procedimentos especificos para cada tipo de 

cultura agricola (ASHWOOD-SMITH,1985). 

Para a criopreservacao de sementes, 0 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 expansoes que podem danificar as celulas, 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 moleculas de agua, que podem provocar trincamentos ou 

quebras das sementes. Desta forma, torna-se necessario determinar o teor de umidade 

limite para criopreservacao (TULC), que consiste na obtencao do teor, ou teores de 
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umidade, nos quais a germinacao e o vigor das sementes sejam mantidos proximos dos 

iniciais. 

DINIZ (1999), determinou o teor de umidade limite para criopreservacao (TULC) 

de 4 variedades de sementes de milho (BR-451, BR-201, BR-212 e CMS-54), 

submetidas a 3 dias de armazenagem em nitrogenio 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, nao so o processo 

de criopreservacao deve ser levado em consideracao como tambem o metodo de 

descongelamento, pois quanto mais rapido ocorrer o descongelamento das sementes, 

melhor a preservacao de suas caracteristicas fisiologicas. 

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

objetivos: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

CRIOPRESERVACAO: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

•S Determinar o Teor de umidade limite para criopreservacao (TULC) das 

sementes de gergelim; 

•S Avaliar a germinacao e o vigor de 3 variedades de sementes de gergelim 

(Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3) quando submetidas a temperatura de 

criopreservacao 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 tecnicas 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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I I . 2 REVISAO DE L I T E R A T U R A 

2.1 GERMINACAO 

Para que o processo de germinacao ocorra, todas as condicoes ambientais como: 

agua, temperatura, luz e oxigenio devem ser favoraveis. Segundo ZINK e MENDONCA 

(1964), ambientes sujeitos a variacoes muito acentuadas na condicoes atmosfericas sao 

improprias a conservacao do poder germinativo das sementes. Por outro lado, a 

uniformidade de tais condicoes mostra-se favoravel a manutencao do seu poder 

germinativo. 

CARVALHO e NAKAGAWA (1980) afirmam que do ponto de vista 

agronomico, a germinacao e o processo que se inicia quando a semente seca e plantada 

em solo umido e termina quando a plantula emerge do solo. Desta forma, do ponto de 

vista fisiologico, a germinacao consiste no processo que se inicia com o suprimento de 

agua a semente seca e termina quando o crescimento da plantula se inicia. 

A germinacao e o reinicio do crescimento do embriao paralisado nas fases finais 

de maturacao. Os processos fisiologicos do crescimento exigem atividades metabolicas 

aceleradas, e a fase inicial de germinacao consiste primariamente na ativacao daqueles 

processos pelo aumento do teor de umidade e da atividade respiratoria da semente, 

(POPINIGIS, 1985). 

O teste de germinacao e a obtencao de informacoes que permitam determinar o 

valor das sementes para semeadura e a comparacao desse valor em diferentes lotes 

sendo importante sua padronizacao (MARCOS FILHO, 1987). 

Germinacao de sementes em teste de laboratorio e a emergencia e 

desenvolvimento das estruturas essenciais do embriao, demonstrando sua aptidao para 

produzir uma planta normal sob condicoes favoraveis de campo. E para que uma 

plantula possa continuar seu desenvolvimento ate tornar-se uma planta normal, deve 

apresentar as seguintes estruturas essenciais: sistema radicular (raiz primaria, raizes 

secundarias e em certos casos raizes seminais), parte aerea (hipocotilo, epicotilo, em 

certas gramineas, mesocotilo e gemas terminals), cotiledones (um ou mais) e coleoptilo zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

62 



Capitulo II - Revisao de Literarura 

(em todas as gramineas). 0 objetivo final do teste de germinacao e obter informacoes 

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). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.2 VIGOR 

A nocao de vigor deve ter surgido nos primordios da humanidade, 

provavelmente a partir de um determinado ponto em que o homem tenha comecado 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 observacao um pouco 

mais atenta: individuos da mesma especie, animal ou vegetal, apresentam taxas de 

desenvolvimento diferentes, o que os leva, naturalmente, a uma classificacao em 

"fortes", "fracos", etc. (VTEIRA, 1994). 

Embora o conceito de vigor tenha sido estabelecido a alguns anos, nao existe 

nenhuma definicao que seja aceita universalmente (POPINIGIS, 1979). 

O vigor da semente, segundo DELOUCHE (1965) e a soma de todos os atributos 

da semente, que favorecem o estabelecimento em mante-la em pe sob condicoes 

desfavoraveis, o vigor das sementes cresce a medida que aumenta seu teor de materia 

seca, alcancando o maximo no ponto de maximo peso de materia seca, ou seja, quando 

atinge sua maturidade fisiologica (POPINIGIS, 1977). 

Segundo PERRY (1977) o vigor e a soma total das propriedades da semente que 

determinant o nivel potencial de atividade e desempenho da semente ou lote de semente 

durante a germinacao e emergencia da plantula. As sementes que apresentam bom 

desempenho sao chamadas "vigorosas", enquanto as que apresentam fraco desempenho, 

sao 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 reuniao, tecnologistas de sementes americanos e europeus haviam 

programado chegar a uma acordo com relacao a natureza do substrato a ser usado para o zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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teste de germinacao de sementes. Ate aquela epoca, os laboratories de analise de 

sementes americanos davam preferencia ao solo para usar como substrato do teste de 

germinacao, ao passo que os europeus preferiam um substrato artificial (VIEIRA, 

1994). 

A definicao do que seja o vigor de sementes foi um dos aspectos em que mais 

discutiram o proprio Comite de Vigor e tecnologistas de sementes do mundo todo, nao 

se tendo chegado a uma redacao unica ate hoje. As duas principals associates que 

congregam tecnologistas de sementes (a ISTA e a AOSA) tern, cada uma, a sua 

definicao. A da ISTA foi adotada em 1977 e a da AOSA em 1980. Sao elas as 

seguintes: 

ISTA: " Vigor de sementes e a soma daquelas propriedades que determinant o 

nivel potencial de atividade e desempenho de uma semente ou de um lote de sementes, 

durante a germinacao e a emergencia da plantula" (ISTA, 1981). 

AOSA: "Vigor de sementes compreende algumas propriedades que determinam 

o potencial para uma emergencia rapida e uniforme e para o desenvolvimento de 

plantulas normais sob uma ampla faixa de condicoes 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 medios 

da parte aerea. Segundo os autores o peso da materia seca da planta visa determinar o 

valor relativo de um lote de sementes, avaliando-se o peso medio da materia seca da 

parte aerea das plantas, baseado no principio de que sementes que produzem plantas 

com o maior peso medio de materia seca da parte aerea da planta em sua fase inicial de 

desenvolvimento, sob condicoes de campo, sao consideradas mais vigorosas. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.3 C R I O P R E S E R V A C A O 

A criopreservacao em nitrogenio liquido e um metodo eficiente e pratico para a 

conservacao dos recursos fitogeneticos. 

MEDEIROS e CAVALLAR (1992) definem criopreservacao em nitrogenio 

liquido como sendo a preservacao de materiais biologicos a baixas temperaturas (entre zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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-160 e -196°C) onde sob essa temperatura todos os processos metabolicos sao 

paralisados e mantido em estado latente, proporcionando consequentemente uma 

preservacao indefinida. 

De acordo com ASHWOOD e SMITH, (1985), na criopreservacao a -196°C o 

material biologico fica armazenado de maneira estavel, nessa temperatura pois todos os 

processos metabolicos, como respiracao e atividade enzimatica, sao inativados. Assim 

sendo, pode-se supor que no material armazenado por criopreservacao, nao ocorrem 

mudancas significativas em funcao do tempo. O unico dispendio necessario durante a 

criopreservacao e o reabastecimento com nitrogenio liquido, eliminando, assim os 

problemas associados a manutencao das culturas (ASHWOOD-SMITH, 1985). 

Apesar das vantagens da criopreservacao, existem problemas decorrentes da 

complexidade tecnica e biologica do processo de congelamento e descongelamento de 

produtos. Sistemas distintos de cultura reagem diferentemente a criopreservacao, 

tornando-se necessario desenvolver procedimentos especificos para cada tipo de cultura. 

ERIONDO (1992), tambem estudou a preservacao em nitrogenio liquido de 

varias especies selvagens e cultivaveis, com diferentes teores de umidade e periodos de 

exposicao. Na maioria das especies nenhuma diferenca significativa foi detectada na 

porcentagem de germinacao das sementes nos diferentes teores de umidade. 

WTESNER (1994) pesquisou o armazenamento em nitrogenio liquido de 

sementes de alfafazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Medicago saliva L.), onde observou-se que as sementes 

apresentaram-se danificadas quando expostas ao N 2 L. Nesse trabalho foram avaliados 

os efeitos de germinacao, viabilidade, cotiledones 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 exposicao ao nitrogenio liquido. Apos o 

descongelamento ocorreu a germinacao em torno de 90% dos embrioes, o tegumento da 

semente foi descoberto sendo a principal barreira para permeabilizar e prevenir a 

germinacao. 

CHAUDHURY (1995) pesquisou em sementes de Cardamom com teores de 

umidade possuindo cerca de 7,7 e 14,3% sendo essas criopreservadas com sucesso por 

um periodo de um ano no vapor do nitrogenio liquido a (-150°C), apresentando apos 

descongelamento cerca de 80% de germinacao. 
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MUNIFORD (1979) estudou sementes de limao com baixos teores de umidade 

(1,2% b.u), e sementes recem colhidas. As sementes recem colhidas morreram atraves 

da imersao em nitrogenio liquido. As sementes com tegumento nao mostraram nenhuma 

mudanca em porcentagens de germinacao apos o congelamento, mas sementes sem 

tegumento apresentaram os melhores resultados, embora se tenha observado reducao na 

germinacao que foi atribuido aos danos mecanicos. 

MEDEIROS e CAVALLARI (1990) realizaram estudos sobre a gemiinacao das 

sementes de aroeirazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Astronium urundeuva (Fr. All) Engl.), quando submetidas a 

secagem e a imersao em nitrogenio liquido objetivando a conservacao desta especie em 

banco de germoplasma. Os resultados obtidos mostraram que as sementes de Aroeira 

podem ser armazenadas em nitrogenio liquido com um teor de umidade de 6% b.u. 

STANWOOD (1979) menciona que sementes de 14 especies de legumes e 2 

especies de flores, foram colocadas em envelopes de papel e esses imersos em 

nitrogenio liquido por periodos de ate 180 dias, nao observando efeitos adversos de 

germinacao. Nesse trabalho o mesmo autor menciona que foram testadas sementes de 

feijao (Phaseolus vulgaris L.), alface (Lacluca sativa L.) e ervilha (PisumzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA sativum L.) 

sendo que essas sementes tambem nao indicaram nenhuma reducao na germinacao ou 

no vigor apos a exposicao em nitrogenio liquido. Assim o autor relata que esse metodo e 

eficaz no armazenamento a longo prazo em bancos de sementes. 

PENCE (1991) executou um projeto para determinar a viabilidade em sementes 

silvestres da regiao de Ohio a criopreservacao em nitrogenio liquido. Foram feitos um 

total de 527 testes em 237 especies, tendo-se observado que 79% dos testes realizados, 

as sementes expostas ao NjL nao tiveram nenhum efeito prejudicial em relacao a sua 

germinacao. 

No entanto, GONZALEZ-BEN1TO (1995) ao estudar a germinacao de sementes 

de sete cultivares de Aipo (Apium gra\>eolens) apos o armazenamento em nitrogenio 

liquido por um periodo de 30 dias, constatou que a germinacao diminuiu 

significativamente. 

Sementes de Populus delioides 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 nitrogenio liquido podendo ser usado para o 

armazenamento em banco de germoplasma. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Sementes de bambuzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Bambusa arundinacea) foram armazenadas apos serem 

colocadas em bolsas plasticas hermeticas 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 (Allium cepa L.) as temperaturas de 5, -18 e -196°C e avaliaram os efeitos da 

germinacao durante um periodo de 10 anos. Os resultados indicaram que a germinacao 

media das sementes armazenadas a -18 e -196°C nao declinou ao longo do tempo 

ficando em torno de 92%, enquanto a germinacao de sementes armazenadas a 5°C caiu 

de 94 para 68%. 

WIESNER, et al., (1993) criopreservaram sementes de alfafa (Medicarpo sativa 

L. subsp. Sativa) em nitrogenio liquido (-196°C) e no vapor de nitrogenio liquido 

(160°C) por 24 horas e constataram que houve quebra de cotiledones quando exposto ao 

N 2 L em forma de vapor. A quebra de cotiledones foi reduzida quando a semente foi 

escarificada antes da exposicao ao nitrogenio liquido. 

O armazenamento de sementes e o metodo tradicional para a preservacao de 

germoplasmas. Porem, as sementes de varias especies de arvores sao recalcitrantes, elas 

sao sensiveis a umidade e a temperatura e, assim, nao podem ser armazenadas a longo 

prazo de tempo. 

ROBERTS, (1973) introduziu o termo ortodoxas para especies cujas sementes 

podem ser submetidas a secagem e apos armazenadas a baixas temperaturas, 

permanecendo viaveis por longo periodo de tempo. Existem ainda as sementes 

recalcitrantes que perdem a viabilidade quando desidratadas, dificultando sua 

conservacao. 

CHADEL et al. (1995) pesquisou em sementes recalcitrantes de cha (Camellia 

sinensis (L.) O. Kuntze), cacau (Theobroma cacao L.) e Jaca (Artocarpus heterophyllus 

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 

nao toleraram o congelamento em nitrogenio liquido a (-196°C). Alguns casos de 

sobrevivencia 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 cafe zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(Cqffea liberica Bull ex Hiern) podem ser criopreservadas com um sucesso de 53,3% de 

sobrevivencia para um teor de umidade de 16,7%, enquanto que os embrioes apos serem 

criopreservados com um teor de umidade de 20% obtiveram 86% de sobrevivencia. Foi 

observado tambem , nesse experimento, que sementes de cafe com tegumento 

sobreviveram melhor do que aquelas sem tegumento. Os pesquisadores relataram 

tambem que sementes de feijao (Vigria sesquipedalis L.) mostraram-se normais com 

caracteristica de sementes ortodoxas, e tanto as sementes com teor de umidade de 9% 

como os embrioes cortados com teores de umidade de 6,7-10,5%, se criopreservaram 

com uma sobrevivencia de 90%. 

A criopreservacao em nitrogenio liquido tambem esta sendo utilizada na 

preservacao de cultura de tecido, TANNOURY et al., (1995), utilizaram esse metodo 

para criopreservar em nitrogenio liquido o tecido apical do cravo (Dianthus caryphyllus 

L.) que foi encapsulado com um teor de umidade de 20%. Os resultados nao indicaram 

mudancas significativas na sua propagacao apos o armazenamento a-196°C. 

GONZALEZ -BENITO et al. (1997) observaram que brotos de explantes in 

vitro de plantas em extincao (Centaurium rigualli Esteve, Gentianaceae) foram 

criopreservadas com sucesso. Metodos para melhorar a sobrevivencia apos imersao em 

nitrogenio liquido (-196°C) foi desenvolvido utilizando a tecnica de desidratacao-

encapsulacao para protecao contra os cristais de gelo. Os explantes foram colocados em 

nitrogenio liquido por lh e subsequentemente descongelados em banho-maria, 

mostrando apos 8 semanas de cultivo 70% de sobrevivencia. 

RAJASEHARAN (1994) estudou a criopreservacao do polen de quatro 

cultivares de rosa, o polen reteve a viabilidade indexado por germinacao in vitro por 24 

horas e periodo de um ano de armazenamento em nitrogenio 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 preservacao criogenica tambem 

ofereceu a possibilidade de conservar a estrutura do gene haploide em especies de rosa, 

para a facilidade aos bancos criogenicos de polens. 

Estao sendo feitos esforcos internacionais para desenvolver metodos diferentes 

do tradicional armazenamento, manutencao, conservacao e a troca de germoplasmas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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com intuito de explorar as possibilidades na criacao de "Bancos de Germoplasmas" dos 

recursos geneticos de plantas raras. Nesta consideracao, a cultura de tecido combinada 

com a tecnologia de criopreservacao esta sendo vista como ajuda complementar para os 

metodos ja existentes (BAJAJ, 1980). 
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I I . 3 M A T E R I A L 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 I I , em Campina 

Grande-PB. 

Para a realizacao deste trabalho, foram utilizadas 03 variedades de sementes de 

gergelimzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Sesamum indicum L ) , sendo elas: Serido - 1, CNPA-G2 e CNPA-G3 (Figura 

10), cedidas pela Embrapa - Algodao, em Campina Grande. 

S E R I D OzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA I r V H A C 2 

FOTO: Sergio Cobel - Embrapa Algodao 

FIGURA 7. Variedades de sementes de gergelim 
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3.1. D E T E RM IN AC AO DO T E O R DE UMIDADE L I M I T E PARA 

C R I O P R E S E R V A C A O (TULC) 

Para realizacao do trabalho foi necessario a determinacao dos teores de umidade 

inicial de cada variedade de sementes de gergelim atraves do metodo padrao 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 lOg (Pi) para cada variedade de sementes de 

gergelim atraves de uma balanca eletronica marca Mettler, modelo PC 440, com 

precisao de 0,0lg. Apos o tempo de exposicao 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 expressao: 

em que: ( 5 ) 

Pi = 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 determinacao do teor de umidade, 

este metodo foi utilizado, nao so para a determinacao do teor inicial das sementes. 

Apos a determinacao do teor de umidade inicial de cada variedade de sementes 

essas foram secas ou umidificadas ate que atingissem os teores de umidade de (2, 4, 6, 

8, 10 e 12% b.u.) das sementes. A quantidade de agua a ser evaporada ou absorvida, em 

gramas, foi determinada com a seguinte expressao: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Pf = Pix QJi-Uf) 

(100-Uf) 
em que: ( 6 ) 

Pf = quantidade de agua a ser evaporada ou absorvida (gramas); 

Pi = peso inicial das sementes (gramas); 

U f = teor de umidade final das sementes (%); 

Ui = teor de umidade inicial das sementes (%). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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3.1.1 S E C A G E M 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, ate que atingissem os pesos referentes aos teores de umidade 

desejados. Para este fim foi utilizada uma balanca eletronica modelo Mettler PC 440, 

com precisao de 0,001g. 

1. ABERTURA;zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 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. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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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 balanca eletronica modelo Mettler PC 440, 

com precisao de 0,00 lg, ate que atingissem os pesos referentes aos teores de umidade 

desejados. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1. TAMPA PLASTIC A (Fechamento Hermetico): 2. VIDRO; 3. CESTA ARAME - (Amostra de 

Sementes); 4. CANO - PVC; 5. AGUA DESTILADA. 

FIGURA 9. Recipiente hermetico 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 (Figural 1) 

durante um periodo de 05 dias. 
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CRIOPRESERVACAO DE SEK/IEKITES 

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). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

FIGURA 10. Canister de ago inox - Padrao 
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BOTIJAO CRIOBIOLOGICO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Pr in cip ais Com pon en t es zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

l.PLUGUE: 2.VALVULADE VACUO. 3. ALCA; 4. GARGALO: 5. ISOLAMENTOTERMICO: 

6. SISTEMA DE MANUTENCAO DE VACUO: 7. CANISTER: 8. RECIPIENTE INTERNO ; 

9. INVOLUCRO EXTERNO. 

FIGURAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 11. Botijao criobiologico, utilizado em processo criogenico. 
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0 canister padrao foi feito em ago inoxidavel, no tamanho de 50cm com o 

objetivo de manter o material biologico imerso em nitrogenio liquido. 

0 Botijao Criobiologico utilizado e 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 espaco entre os recipientes e com material isolante 

submetido a alto vacuo. O isolamento termico confere, ao botijao, a capacidade de reter 

o nitrogenio no estado liquido (-196°C), baixas perdas por evaporacao, viabilizando 

assim a estocagem e transporte de materials biologicos vivos por longos periodos, de 

forma economica. 

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 germinacao e vigor seguindo-se as Regras de Analise 

de Sementes, (BRASIL, 1992). 

Feitas as avaliacoes destes testes, determinou-se o melhor teor de umidade que 

as sementes poderiam ser criopreservadas, ou seja, o teor de umidade limite para 

criopreservacao (TULC), das sementes em nitrogenio liquido. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.2 CRIOPRESERVACAO DAS SEMENTES 

As sementes de gergelim, apos estabelecido o melhor teor de umidade foram 

criopreservadas em nitrogenio liquido a temperatura de (-196°C), sendo testados 3 

crioprotetores e uma testemunha (sem crioprotetor). 

3.2.1 ANALISE T E R M O M E T R I C A 

Foram realizados alguns testes previos para verificacao 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 

botijao criogenico contendo nitrogenio liquido a (-196°C), sendo realizadas as leituras 

de precisao ate a estabilizacao do material organico com a temperatura oferecida pelo 

nitrogenio liquido. 

Para a realizacao do teste termometrico, foram utilizados os sensores de platina 

(PT 1000 1/3 DIN BR = lOOOfl), que ficavam em contato com as sementes, e 

interligados ao Multimetro Digital Voltcraft 4650 CR. E a leitura dos dados obtidos 

eram realizados atraves do Programa Digiscope. 

Foram registradas as variacoes de temperatura quanto a utilizagao dos diferentes 

crioprotetores (Crioprotetor 1 - Tubo polietileno; Crioprotetor 2 - Envelope de 

aluminio e o Crioprotetor 3 - Amido de milho). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.2.2 C R I O P R O T E T O R E S 

Os crioprotetores foram utilizados com o intuito a sugerir novas formas de 

embalagens, para o armazenamento em nitrogenio liquido, como alternativa simples e 

de baixo custo. 

Foram testados tres tipos de crioprotetores e 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 

e imersos no nitrogenio 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 homogenea de amido de milho e coloca-las no interior do 

canister padrao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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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). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

FIGURA 12. Crioprotetor 1 - Tubo polietileno 
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1 2 

FRENTE VERSO 

-6 

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) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

FIGURA 13 . Crioprotetor 2 - Envelope de aluminio zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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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 tecnicas e submetidas ao teste padrao de germinacao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.2.3 PROCESSO DE DESCONGELAMENTO DAS SEMENTES 

Para a realizacao do descongelamento, as sementes foram submetidas a duas 

tecnicas: 

• Descongelamento lento a temperatura ambiente de ± 25°C por 12 horas; 

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

horas. 

3.3 ANALISE DA QUALIDADE FISIOLOGICA 

3.3.1 T E S T E DE GERMINACAO (TG) 

Apos serem criopreservadas e descongeladas de acordo com cada tratamento as 

sementes de gergelim eram submetidas a determinacao do percentual de germinacao. 

Para essa determinacao foram utilizadas placas de Petri, (esterilizadas em estufa a 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 Algodao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

FIGURA 14. Germinacao das sementes de gergelim em placas de Petri. 

3.3.2 T E S T E DE VIGOR (TV) 

O teste de vigor foi realizado utilizando o teste indireto de primeira contagem do 

teste de germinacao que consiste em contar o mimero 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 Criopreservacao (TULC), foi 

utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado com arranjo fatorial de 

3x6 sendo (3 variedades) x (6 teores de umidade), com quatro repeticoes. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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4 .3 INDUCAO A C A L O G E N E S E 

0 ensaio de calogenese tem como objetivo a inducao de material vegetal 

hipocotilo de plantulas germinadaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro, para a obtencao de calos embrionarios, com 

a finalidade de utiliza-los posteriormente na inducao de embrioides. 

Para a realizacao deste ensaio de inducao a calogenese, foram utilizados como 

reguladores de crescimento: BAP (6-bencilaminopurina); 2,4-D (diclorofenoacetico) e 

NAA (acido ar-naftalen-acetico) e a agua de coco como substancia natural. 

4 . 3 . 1 E F E I T O DA C A L O G E N E S E 

Nos graficos representatives de inducao a calogenese, verifica-se os efeitos dos 

reguladores de crescimento no desenvolvimento de calos embrionarios, para as tres 

variedade de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3). Nesses graficos observa-se 

que a utilizacao dos reguladores de crescimento BAP(mg.L"'), NAA(mg.L"'), 2,4-D 

(mg.L"
1) e a agua de coco (%), induziram a formacao de calos. 

No grafico 7 pode-se observar o maior desenvolvimento de calos na cultivar de 

gergelim variedade CNPA-G3, com a atuacao dos reguladores de crescimento BAP (6-

bencilaminopurina) e NAA (acido a-naftalen-acetico), nas concentracoes de BAP (2 

mg.L"
1) e NAA (0,05 mg.L"

1), evidenciando-se um maior incremento de peso quando 

comparado com as outras variedades. 

Ainda em relacao ao grafico 7 verifica-se que a variedade Serido-l 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 tambem, 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"1 de BAP. 

No processo de inducao a calogenese ARELLO em (1991) obteve calos com 

emissao de brotos em Gerbera jamesonni nas variedades Appel B/oesen e Marleen; 

quando inoculados em meio "MS". 
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No Grafico 8 observa-se um maior desenvolvimento de calos na variedade 

Serido-l com a atuacao dos reguladores de crescimento 2,4D (diclorofenoacetico) e 

agua de coco, nas concentracao de (3,0 mg.L'
1) e 15% de agua de coco, evidenciando 

um maior incremento de peso, quando comparado com as outras variedades. 

Ainda em relacao 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, tambem nesse grafico, que a variedade CNPA-G3 apresentou menor 

incremento de peso com a concentracao de 3,0 mg.L"
1

 do regulador de crescimento 

2,4D, enquanto que para a concentracao de 2,5 mg.L"
1

 do mesmo regulador obteve um 

maior desenvolvimento de calos. 

MATSUMOTO (1991) obteve calos embrionarios em meio MS quando 

suplementado com altas concentracoes de acido 2,4-diclorofenoacetico (2,4-D). A 

inducao de embrioes somaticos foi mais eficiente no meio de cultura, suplementado 

com (2,4-D) ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (GA3), onde o numero de embrioes somaticos aumentou quando 

suplementado com lmg.L'
1

 de acido giberelico (GA 3) ao meio. 
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GRAFICO 7. Efeito da adicao de reguladores de crescimento BAP (1 e 2 mg.L"
1) e 

NAA (0,05 mg.L"
1) ao meio basico MS sobre o incremento de peso do 

hipocotilo de tres variedades de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e 

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

Sementes de gergelim - variedade Serido 1 

Sementes de gergelim - variedade CNPA-G2 

Sementes de gergelim - variedade CNPA-G3 

G R A F I C O 8. Efeito da adicao de reguladores de crescimento2,4D (2,5 e 3,0 mg.L"
1) e 

agua de coco (15%) no meio basico MS sobre o incremento de peso do 

hipocotilo de tres variedades de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-

G3) apos oito semanas de cultivo. 

Na Figura 6, encontra-se formacao de calos embrionarios desenvolvidos com a 

atuacao 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 formacao com reguladores de crescimento BAP e NAA 

apresentaram-se "friaveis" com coloracao de verde para verde-claro, enquanto que os 

calos com 2,4-D e agua de coco apresentaram "moles" com coloracao cinza-verde. 
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Foto. Sergio Cobel - Embrapa Algodao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

D 

FIGURA 6. Desenvolvimento de calos embrionarios das variedades de gergelim 

Serido-l (A e B), CNPA-G2 (C) e CNPA-G3 (D), em meio basico MS. 
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1. 5 CONCLUSOES 

ASSEPSLA DAS SEMENTES: 

Mediante os resultados obtidos concluiu-se que: 

I . A variedade CNPA-G2 mostrou-se superior as demais variedades apresentando 

os maiores percentuais de germinacao e vigor nao diferindo da testemunha; 

I I . A assepsia das sementes de gergelim, variedade CNPA-G2, pode ser feita com a 

concentracao de hipoclorito de sodio variando entre 10 e 40%, indicando - se 

10% por ser o valor mais economico, sendo que o meio de germinacao 

recomendado deve ser o papel germitest, (PG); 

I I I . A concentracao de hipoclorito que deve ser recomendado para fazer a assepsia 

da semente de gergelim, variedade CNPA-G3, e de 20%, e o melhor meio de 

germinacao das sementes e o papel germitest (PG) em detrimento do meio de 

cultivo MS; 

IV. Quanto a assepsia da semente de gergelim variedade Serido-l a concentracao de 

hipoclorito de sodio que causa menor danos as sementes e na ordem de 20% e o 

meio de germinacao recomendado e o meio MS; 

V. Em relacao a analise fitopatologica concluiu-se que os fungos encontrados foram zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Aspergillus sp, PeniciIlium spp, Rhizoctonia e o Rhizopus sp sendo que a 

variedade Serido-l apresentou maior incidencia de contaminacao para todos 

encontrados, evidenciando a maior presenca do Aspergillus sp em todas as 

variedades, entretanto a variedade CNPA-G3 foi a que apresentou menor 

incidencia de fungos. 
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NA INDUCAO A ORGANOGENESE SOMATICA REALIZADA 

CONCLUI - SE QUE: 

"SEM" O PRE - TRATAMENTO DAS SEMENTES. 

I . A variedade CNPA-G3 quanto aos Explantes Vivos (E. V) apresentou os maiores 

indices de desenvolvimento, ou seja, maior incidencia de explantes viaveis ao 

brotamento quando comparada com as outras variedades, a nivel de 5% de 

probabilidade pelo teste de Tukey. 

I I . A variedade Serido-l foi que apresentou maior N° de brotos por explantes (B/E), 

estatisticamente superior as outras, ou seja, foi encontrado maior numero de 

brotos por cada explante vivo, ocasionando um processo de super brotamento 

nesta fase. 

"COM" O PRE - TRATAMENTO DAS SEMENTES. 

I I I . Nao houve diferenpas estatisticas entre as variedades (Seridol e CNPA-G3) 

quanto aos Explantes Vivos (E.V), ou seja, as variedades envolvidas 

apresentaram desenvolvimento semelhantes na obtencao de explantes vivos por 

frasco; 

IV. Em relacao ao N° de brotos por explante, tambem nao houve diferenca estatistica 

entre as variedades Serido-l e CNPA-G3, ou seja, ambas apresentaram processo 

de desenvolvimento evidenciando super brotamento, a nivel de 5% de 

probabilidade pelo teste de Tukey. 

V. Em relacao aos processos realizados: "sem" e "com" pre-tratamento das 

sementes (MS liquido), houve uma incidencia muito maior de brotos por 

explantes vivos quando realizado o pre - tratamento das sementes (MS liquido). 

NA INDUCAO A C A L O G E N E S E CONCLUI-SE QUE: 

V I . No desenvolvimento de calogenese, utilizando explantes de hipocotilo de 

plantulas germinadaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro em cultivar de gergelim, ocorreu maior formacao 

de calos em meio MS, quando suplementado com os reguladores de crescimento 

BAP (6-bencilaminopurina) e NAA (acido a-nafatalenoacetico), em todas as 

variedades de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3) estudadas. 
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CAPITULO H - CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE G E R G E L I M 

I I . 1 LNTRODUCAO 

A importancia da semente e notoria desde os tempos pre-historicos, quando foi a 

grande causadora da mudanca dos habitos de homem das cavernas, transformando-o de 

nomade e cacador em sedentario e agricultor. 

Atualmente, a semente nao so representa a base da alimentacao 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 espacos 

interplanetarios (LIBERAL, 1980). 

O grande sucesso da semente como orgao de perpetuacao e de disseminacao da 

especie vegetal deve-se, provavelmente, a duas caracteristicas que, reunidas, a tornam 

um orgao impar no reino vegetal. Sao eles: a capacidade de distribuir a germinacao no 

tempo (pelos mecanismos de dormencia) e no espaco pelos mecanismos de dispersao, 

como espinhos, pelos, asas, etc. (CARVALHO e NAKAGAWA, 1980). 

Existe uma necessidade crescente de preservacao do patrimdnio genetico das 

sementes para que haja uma melhoria na produtividade, no entanto, para que as 

sementes possam ser armazenadas com o intuito de preservar os recursos fitogeneticos 

das plantas, foram estruturados Bancos de Sementes em inumeros significativos de 

paises, pois os recursos fitogeneticos proporcionam materia prima para se obter 

melhores e novas variedades de plantas mediante as tecnicas de melhoramento vegetal 

ou atraves de engenharia genetica. 

Com o passar das decadas e mais especificamente no seculo XX, devido o 

crescente aumento populacional da humanidade houve a necessidade de preservar o 

patrimonio genetico das sementes com vista a possibilidade de melhoria da 

produtividade. 

Como alternativa ao banco de germoplasma tradicional, tern sido utilizada a 

criopreservacao das sementes, que consiste em conservar as sementes em temperaturas 

criogenicas a -196°C, por imersao dessas sementes em nitrogenio liquido, a -170 °C, 

utilizando o vapor do nitrogenio. De acordo com PITA VTLLAMIL (1997), a 

preservacao das sementes abaixo de -130°C permite que o metabolismo das sementes zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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seja paralisado, impedindo a sua deterioracao. Segundo o mesmo autor, a 

criopreservacao tern se mostrado como um metodo eficiente, pratico e de baixo custo na 

preservacao dos recursos fitogeneticos, alem de manter a semente viavel por tempo 

considerado indefinido. 

Assim o armazenamento das sementes com o uso do nitrogenio liquidozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (N2L) tern 

o potencial teorico de permitir a "preservacao indefinida". Contudo a capacidade das 

sementes de determinadas especies de resistir ao resfriamento em nitrogenio liquido a 

(-196°C), sem danos, e o primeiro passo critico e principal para a aplicacao pratica desta 

tecnica de preservacao. Mais de 120 especies de representacao agronomica, como 

legumes, flores, arbustos e especies de arvores, foram resfriadas em nitrogenio liquido 

para verificar a existencia de perda da viabilidade. Segundo STANWOOD (1980), 

especies como linhozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Litium usitatissinum L.) e gergelim (Sesamum mdicum L.) 

parecem ser resistentes aos danos que possam ser provocados quando imersas em 

nitrogenio liquido. 

Para as sementes onde esses danos impedem a sua criopreservacao, devido a 

velocidade de congelamento ser muito rapida, tem-se utilizado alguns crioprotetores que 

tern como objetivo impedir varios danos como o trincamento das sementes e 

ocasionando maiores perdas no processo germinativo. 

Apesar das vantagens da criopreservacao, existem problemas decorrentes da 

complexidade tecnica e biologica do processo de congelamento e descongelamento, 

portanto, torna-se necessario desenvolver procedimentos especificos para cada tipo de 

cultura agricola (ASHWOOD-SMITH,1985). 

Para a criopreservacao de sementes, 0 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 expansoes que podem danificar as celulas, 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 moleculas de agua, que podem provocar trincamentos ou 

quebras das sementes. Desta forma, torna-se necessario determinar o teor de umidade 

limite para criopreservacao (TULC), que consiste na obtencao do teor, ou teores de 
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umidade, nos quais a germinacao e o vigor das sementes sejam mantidos proximos dos 

iniciais. 

DINIZ (1999), determinou o teor de umidade limite para criopreservacao (TULC) 

de 4 variedades de sementes de milho (BR-451, BR-201, BR-212 e CMS-54), 

submetidas a 3 dias de armazenagem em nitrogenio 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, nao so o processo 

de criopreservacao deve ser levado em consideracao como tambem o metodo de 

descongelamento, pois quanto mais rapido ocorrer o descongelamento das sementes, 

melhor a preservacao de suas caracteristicas fisiologicas. 

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

objetivos: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

CRIOPRESERVACAO: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

•S Determinar o Teor de umidade limite para criopreservacao (TULC) das 

sementes de gergelim; 

•S Avaliar a germinacao e o vigor de 3 variedades de sementes de gergelim 

(Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3) quando submetidas a temperatura de 

criopreservacao 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 tecnicas 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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I I . 2 REVISAO DE L I T E R A T U R A 

2.1 GERMINACAO 

Para que o processo de germinacao ocorra, todas as condicoes ambientais como: 

agua, temperatura, luz e oxigenio devem ser favoraveis. Segundo ZINK e MENDONCA 

(1964), ambientes sujeitos a variacoes muito acentuadas na condicoes atmosfericas sao 

improprias a conservacao do poder germinativo das sementes. Por outro lado, a 

uniformidade de tais condicoes mostra-se favoravel a manutencao do seu poder 

germinativo. 

CARVALHO e NAKAGAWA (1980) afirmam que do ponto de vista 

agronomico, a germinacao e o processo que se inicia quando a semente seca e plantada 

em solo umido e termina quando a plantula emerge do solo. Desta forma, do ponto de 

vista fisiologico, a germinacao consiste no processo que se inicia com o suprimento de 

agua a semente seca e termina quando o crescimento da plantula se inicia. 

A germinacao e o reinicio do crescimento do embriao paralisado nas fases finais 

de maturacao. Os processos fisiologicos do crescimento exigem atividades metabolicas 

aceleradas, e a fase inicial de germinacao consiste primariamente na ativacao daqueles 

processos pelo aumento do teor de umidade e da atividade respiratoria da semente, 

(POPINIGIS, 1985). 

O teste de germinacao e a obtencao de informacoes que permitam determinar o 

valor das sementes para semeadura e a comparacao desse valor em diferentes lotes 

sendo importante sua padronizacao (MARCOS FILHO, 1987). 

Germinacao de sementes em teste de laboratorio e a emergencia e 

desenvolvimento das estruturas essenciais do embriao, demonstrando sua aptidao para 

produzir uma planta normal sob condicoes favoraveis de campo. E para que uma 

plantula possa continuar seu desenvolvimento ate tornar-se uma planta normal, deve 

apresentar as seguintes estruturas essenciais: sistema radicular (raiz primaria, raizes 

secundarias e em certos casos raizes seminais), parte aerea (hipocotilo, epicotilo, em 

certas gramineas, mesocotilo e gemas terminals), cotiledones (um ou mais) e coleoptilo zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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(em todas as gramineas). 0 objetivo final do teste de germinacao e obter informacoes 

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). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.2 VIGOR 

A nocao de vigor deve ter surgido nos primordios da humanidade, 

provavelmente a partir de um determinado ponto em que o homem tenha comecado 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 observacao um pouco 

mais atenta: individuos da mesma especie, animal ou vegetal, apresentam taxas de 

desenvolvimento diferentes, o que os leva, naturalmente, a uma classificacao em 

"fortes", "fracos", etc. (VTEIRA, 1994). 

Embora o conceito de vigor tenha sido estabelecido a alguns anos, nao existe 

nenhuma definicao que seja aceita universalmente (POPINIGIS, 1979). 

O vigor da semente, segundo DELOUCHE (1965) e a soma de todos os atributos 

da semente, que favorecem o estabelecimento em mante-la em pe sob condicoes 

desfavoraveis, o vigor das sementes cresce a medida que aumenta seu teor de materia 

seca, alcancando o maximo no ponto de maximo peso de materia seca, ou seja, quando 

atinge sua maturidade fisiologica (POPINIGIS, 1977). 

Segundo PERRY (1977) o vigor e a soma total das propriedades da semente que 

determinant o nivel potencial de atividade e desempenho da semente ou lote de semente 

durante a germinacao e emergencia da plantula. As sementes que apresentam bom 

desempenho sao chamadas "vigorosas", enquanto as que apresentam fraco desempenho, 

sao 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 reuniao, tecnologistas de sementes americanos e europeus haviam 

programado chegar a uma acordo com relacao a natureza do substrato a ser usado para o zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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teste de germinacao de sementes. Ate aquela epoca, os laboratories de analise de 

sementes americanos davam preferencia ao solo para usar como substrato do teste de 

germinacao, ao passo que os europeus preferiam um substrato artificial (VIEIRA, 

1994). 

A definicao do que seja o vigor de sementes foi um dos aspectos em que mais 

discutiram o proprio Comite de Vigor e tecnologistas de sementes do mundo todo, nao 

se tendo chegado a uma redacao unica ate hoje. As duas principals associates que 

congregam tecnologistas de sementes (a ISTA e a AOSA) tern, cada uma, a sua 

definicao. A da ISTA foi adotada em 1977 e a da AOSA em 1980. Sao elas as 

seguintes: 

ISTA: " Vigor de sementes e a soma daquelas propriedades que determinant o 

nivel potencial de atividade e desempenho de uma semente ou de um lote de sementes, 

durante a germinacao e a emergencia da plantula" (ISTA, 1981). 

AOSA: "Vigor de sementes compreende algumas propriedades que determinam 

o potencial para uma emergencia rapida e uniforme e para o desenvolvimento de 

plantulas normais sob uma ampla faixa de condicoes 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 medios 

da parte aerea. Segundo os autores o peso da materia seca da planta visa determinar o 

valor relativo de um lote de sementes, avaliando-se o peso medio da materia seca da 

parte aerea das plantas, baseado no principio de que sementes que produzem plantas 

com o maior peso medio de materia seca da parte aerea da planta em sua fase inicial de 

desenvolvimento, sob condicoes de campo, sao consideradas mais vigorosas. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.3 C R I O P R E S E R V A C A O 

A criopreservacao em nitrogenio liquido e um metodo eficiente e pratico para a 

conservacao dos recursos fitogeneticos. 

MEDEIROS e CAVALLAR (1992) definem criopreservacao em nitrogenio 

liquido como sendo a preservacao de materiais biologicos a baixas temperaturas (entre zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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-160 e -196°C) onde sob essa temperatura todos os processos metabolicos sao 

paralisados e mantido em estado latente, proporcionando consequentemente uma 

preservacao indefinida. 

De acordo com ASHWOOD e SMITH, (1985), na criopreservacao a -196°C o 

material biologico fica armazenado de maneira estavel, nessa temperatura pois todos os 

processos metabolicos, como respiracao e atividade enzimatica, sao inativados. Assim 

sendo, pode-se supor que no material armazenado por criopreservacao, nao ocorrem 

mudancas significativas em funcao do tempo. O unico dispendio necessario durante a 

criopreservacao e o reabastecimento com nitrogenio liquido, eliminando, assim os 

problemas associados a manutencao das culturas (ASHWOOD-SMITH, 1985). 

Apesar das vantagens da criopreservacao, existem problemas decorrentes da 

complexidade tecnica e biologica do processo de congelamento e descongelamento de 

produtos. Sistemas distintos de cultura reagem diferentemente a criopreservacao, 

tornando-se necessario desenvolver procedimentos especificos para cada tipo de cultura. 

ERIONDO (1992), tambem estudou a preservacao em nitrogenio liquido de 

varias especies selvagens e cultivaveis, com diferentes teores de umidade e periodos de 

exposicao. Na maioria das especies nenhuma diferenca significativa foi detectada na 

porcentagem de germinacao das sementes nos diferentes teores de umidade. 

WTESNER (1994) pesquisou o armazenamento em nitrogenio liquido de 

sementes de alfafazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Medicago saliva L.), onde observou-se que as sementes 

apresentaram-se danificadas quando expostas ao N 2 L. Nesse trabalho foram avaliados 

os efeitos de germinacao, viabilidade, cotiledones 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 exposicao ao nitrogenio liquido. Apos o 

descongelamento ocorreu a germinacao em torno de 90% dos embrioes, o tegumento da 

semente foi descoberto sendo a principal barreira para permeabilizar e prevenir a 

germinacao. 

CHAUDHURY (1995) pesquisou em sementes de Cardamom com teores de 

umidade possuindo cerca de 7,7 e 14,3% sendo essas criopreservadas com sucesso por 

um periodo de um ano no vapor do nitrogenio liquido a (-150°C), apresentando apos 

descongelamento cerca de 80% de germinacao. 
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MUNIFORD (1979) estudou sementes de limao com baixos teores de umidade 

(1,2% b.u), e sementes recem colhidas. As sementes recem colhidas morreram atraves 

da imersao em nitrogenio liquido. As sementes com tegumento nao mostraram nenhuma 

mudanca em porcentagens de germinacao apos o congelamento, mas sementes sem 

tegumento apresentaram os melhores resultados, embora se tenha observado reducao na 

germinacao que foi atribuido aos danos mecanicos. 

MEDEIROS e CAVALLARI (1990) realizaram estudos sobre a gemiinacao das 

sementes de aroeirazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Astronium urundeuva (Fr. All) Engl.), quando submetidas a 

secagem e a imersao em nitrogenio liquido objetivando a conservacao desta especie em 

banco de germoplasma. Os resultados obtidos mostraram que as sementes de Aroeira 

podem ser armazenadas em nitrogenio liquido com um teor de umidade de 6% b.u. 

STANWOOD (1979) menciona que sementes de 14 especies de legumes e 2 

especies de flores, foram colocadas em envelopes de papel e esses imersos em 

nitrogenio liquido por periodos de ate 180 dias, nao observando efeitos adversos de 

germinacao. Nesse trabalho o mesmo autor menciona que foram testadas sementes de 

feijao (Phaseolus vulgaris L.), alface (Lacluca sativa L.) e ervilha (PisumzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA sativum L.) 

sendo que essas sementes tambem nao indicaram nenhuma reducao na germinacao ou 

no vigor apos a exposicao em nitrogenio liquido. Assim o autor relata que esse metodo e 

eficaz no armazenamento a longo prazo em bancos de sementes. 

PENCE (1991) executou um projeto para determinar a viabilidade em sementes 

silvestres da regiao de Ohio a criopreservacao em nitrogenio liquido. Foram feitos um 

total de 527 testes em 237 especies, tendo-se observado que 79% dos testes realizados, 

as sementes expostas ao NjL nao tiveram nenhum efeito prejudicial em relacao a sua 

germinacao. 

No entanto, GONZALEZ-BEN1TO (1995) ao estudar a germinacao de sementes 

de sete cultivares de Aipo (Apium gra\>eolens) apos o armazenamento em nitrogenio 

liquido por um periodo de 30 dias, constatou que a germinacao diminuiu 

significativamente. 

Sementes de Populus delioides 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 nitrogenio liquido podendo ser usado para o 

armazenamento em banco de germoplasma. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Sementes de bambuzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Bambusa arundinacea) foram armazenadas apos serem 

colocadas em bolsas plasticas hermeticas 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 (Allium cepa L.) as temperaturas de 5, -18 e -196°C e avaliaram os efeitos da 

germinacao durante um periodo de 10 anos. Os resultados indicaram que a germinacao 

media das sementes armazenadas a -18 e -196°C nao declinou ao longo do tempo 

ficando em torno de 92%, enquanto a germinacao de sementes armazenadas a 5°C caiu 

de 94 para 68%. 

WIESNER, et al., (1993) criopreservaram sementes de alfafa (Medicarpo sativa 

L. subsp. Sativa) em nitrogenio liquido (-196°C) e no vapor de nitrogenio liquido 

(160°C) por 24 horas e constataram que houve quebra de cotiledones quando exposto ao 

N 2 L em forma de vapor. A quebra de cotiledones foi reduzida quando a semente foi 

escarificada antes da exposicao ao nitrogenio liquido. 

O armazenamento de sementes e o metodo tradicional para a preservacao de 

germoplasmas. Porem, as sementes de varias especies de arvores sao recalcitrantes, elas 

sao sensiveis a umidade e a temperatura e, assim, nao podem ser armazenadas a longo 

prazo de tempo. 

ROBERTS, (1973) introduziu o termo ortodoxas para especies cujas sementes 

podem ser submetidas a secagem e apos armazenadas a baixas temperaturas, 

permanecendo viaveis por longo periodo de tempo. Existem ainda as sementes 

recalcitrantes que perdem a viabilidade quando desidratadas, dificultando sua 

conservacao. 

CHADEL et al. (1995) pesquisou em sementes recalcitrantes de cha (Camellia 

sinensis (L.) O. Kuntze), cacau (Theobroma cacao L.) e Jaca (Artocarpus heterophyllus 

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 

nao toleraram o congelamento em nitrogenio liquido a (-196°C). Alguns casos de 

sobrevivencia 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 cafe zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(Cqffea liberica Bull ex Hiern) podem ser criopreservadas com um sucesso de 53,3% de 

sobrevivencia para um teor de umidade de 16,7%, enquanto que os embrioes apos serem 

criopreservados com um teor de umidade de 20% obtiveram 86% de sobrevivencia. Foi 

observado tambem , nesse experimento, que sementes de cafe com tegumento 

sobreviveram melhor do que aquelas sem tegumento. Os pesquisadores relataram 

tambem que sementes de feijao (Vigria sesquipedalis L.) mostraram-se normais com 

caracteristica de sementes ortodoxas, e tanto as sementes com teor de umidade de 9% 

como os embrioes cortados com teores de umidade de 6,7-10,5%, se criopreservaram 

com uma sobrevivencia de 90%. 

A criopreservacao em nitrogenio liquido tambem esta sendo utilizada na 

preservacao de cultura de tecido, TANNOURY et al., (1995), utilizaram esse metodo 

para criopreservar em nitrogenio liquido o tecido apical do cravo (Dianthus caryphyllus 

L.) que foi encapsulado com um teor de umidade de 20%. Os resultados nao indicaram 

mudancas significativas na sua propagacao apos o armazenamento a-196°C. 

GONZALEZ -BENITO et al. (1997) observaram que brotos de explantes in 

vitro de plantas em extincao (Centaurium rigualli Esteve, Gentianaceae) foram 

criopreservadas com sucesso. Metodos para melhorar a sobrevivencia apos imersao em 

nitrogenio liquido (-196°C) foi desenvolvido utilizando a tecnica de desidratacao-

encapsulacao para protecao contra os cristais de gelo. Os explantes foram colocados em 

nitrogenio liquido por lh e subsequentemente descongelados em banho-maria, 

mostrando apos 8 semanas de cultivo 70% de sobrevivencia. 

RAJASEHARAN (1994) estudou a criopreservacao do polen de quatro 

cultivares de rosa, o polen reteve a viabilidade indexado por germinacao in vitro por 24 

horas e periodo de um ano de armazenamento em nitrogenio 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 preservacao criogenica tambem 

ofereceu a possibilidade de conservar a estrutura do gene haploide em especies de rosa, 

para a facilidade aos bancos criogenicos de polens. 

Estao sendo feitos esforcos internacionais para desenvolver metodos diferentes 

do tradicional armazenamento, manutencao, conservacao e a troca de germoplasmas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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com intuito de explorar as possibilidades na criacao de "Bancos de Germoplasmas" dos 

recursos geneticos de plantas raras. Nesta consideracao, a cultura de tecido combinada 

com a tecnologia de criopreservacao esta sendo vista como ajuda complementar para os 

metodos ja existentes (BAJAJ, 1980). 
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I I . 3 M A T E R I A L 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 I I , em Campina 

Grande-PB. 

Para a realizacao deste trabalho, foram utilizadas 03 variedades de sementes de 

gergelimzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Sesamum indicum L ) , sendo elas: Serido - 1, CNPA-G2 e CNPA-G3 (Figura 

10), cedidas pela Embrapa - Algodao, em Campina Grande. 

S E R I D OzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA I r V H A C 2 

FOTO: Sergio Cobel - Embrapa Algodao 

FIGURA 7. Variedades de sementes de gergelim 
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3.1. D E T E RM IN AC AO DO T E O R DE UMIDADE L I M I T E PARA 

C R I O P R E S E R V A C A O (TULC) 

Para realizacao do trabalho foi necessario a determinacao dos teores de umidade 

inicial de cada variedade de sementes de gergelim atraves do metodo padrao 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 lOg (Pi) para cada variedade de sementes de 

gergelim atraves de uma balanca eletronica marca Mettler, modelo PC 440, com 

precisao de 0,0lg. Apos o tempo de exposicao 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 expressao: 

em que: ( 5 ) 

Pi = 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 determinacao do teor de umidade, 

este metodo foi utilizado, nao so para a determinacao do teor inicial das sementes. 

Apos a determinacao do teor de umidade inicial de cada variedade de sementes 

essas foram secas ou umidificadas ate que atingissem os teores de umidade de (2, 4, 6, 

8, 10 e 12% b.u.) das sementes. A quantidade de agua a ser evaporada ou absorvida, em 

gramas, foi determinada com a seguinte expressao: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Pf = Pix QJi-Uf) 

(100-Uf) 
em que: ( 6 ) 

Pf = quantidade de agua a ser evaporada ou absorvida (gramas); 

Pi = peso inicial das sementes (gramas); 

U f = teor de umidade final das sementes (%); 

Ui = teor de umidade inicial das sementes (%). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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3.1.1 S E C A G E M 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, ate que atingissem os pesos referentes aos teores de umidade 

desejados. Para este fim foi utilizada uma balanca eletronica modelo Mettler PC 440, 

com precisao de 0,001g. 

1. ABERTURA;zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 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. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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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 balanca eletronica modelo Mettler PC 440, 

com precisao de 0,00 lg, ate que atingissem os pesos referentes aos teores de umidade 

desejados. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1. TAMPA PLASTIC A (Fechamento Hermetico): 2. VIDRO; 3. CESTA ARAME - (Amostra de 

Sementes); 4. CANO - PVC; 5. AGUA DESTILADA. 

FIGURA 9. Recipiente hermetico 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 (Figural 1) 

durante um periodo de 05 dias. 
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CRIOPRESERVACAO DE SEK/IEKITES 

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). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

FIGURA 10. Canister de ago inox - Padrao 
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BOTIJAO CRIOBIOLOGICO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Pr in cip ais Com pon en t es zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

l.PLUGUE: 2.VALVULADE VACUO. 3. ALCA; 4. GARGALO: 5. ISOLAMENTOTERMICO: 

6. SISTEMA DE MANUTENCAO DE VACUO: 7. CANISTER: 8. RECIPIENTE INTERNO ; 

9. INVOLUCRO EXTERNO. 

FIGURAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 11. Botijao criobiologico, utilizado em processo criogenico. 
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0 canister padrao foi feito em ago inoxidavel, no tamanho de 50cm com o 

objetivo de manter o material biologico imerso em nitrogenio liquido. 

0 Botijao Criobiologico utilizado e 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 espaco entre os recipientes e com material isolante 

submetido a alto vacuo. O isolamento termico confere, ao botijao, a capacidade de reter 

o nitrogenio no estado liquido (-196°C), baixas perdas por evaporacao, viabilizando 

assim a estocagem e transporte de materials biologicos vivos por longos periodos, de 

forma economica. 

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 germinacao e vigor seguindo-se as Regras de Analise 

de Sementes, (BRASIL, 1992). 

Feitas as avaliacoes destes testes, determinou-se o melhor teor de umidade que 

as sementes poderiam ser criopreservadas, ou seja, o teor de umidade limite para 

criopreservacao (TULC), das sementes em nitrogenio liquido. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.2 CRIOPRESERVACAO DAS SEMENTES 

As sementes de gergelim, apos estabelecido o melhor teor de umidade foram 

criopreservadas em nitrogenio liquido a temperatura de (-196°C), sendo testados 3 

crioprotetores e uma testemunha (sem crioprotetor). 

3.2.1 ANALISE T E R M O M E T R I C A 

Foram realizados alguns testes previos para verificacao 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 

botijao criogenico contendo nitrogenio liquido a (-196°C), sendo realizadas as leituras 

de precisao ate a estabilizacao do material organico com a temperatura oferecida pelo 

nitrogenio liquido. 

Para a realizacao do teste termometrico, foram utilizados os sensores de platina 

(PT 1000 1/3 DIN BR = lOOOfl), que ficavam em contato com as sementes, e 

interligados ao Multimetro Digital Voltcraft 4650 CR. E a leitura dos dados obtidos 

eram realizados atraves do Programa Digiscope. 

Foram registradas as variacoes de temperatura quanto a utilizagao dos diferentes 

crioprotetores (Crioprotetor 1 - Tubo polietileno; Crioprotetor 2 - Envelope de 

aluminio e o Crioprotetor 3 - Amido de milho). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.2.2 C R I O P R O T E T O R E S 

Os crioprotetores foram utilizados com o intuito a sugerir novas formas de 

embalagens, para o armazenamento em nitrogenio liquido, como alternativa simples e 

de baixo custo. 

Foram testados tres tipos de crioprotetores e 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 

e imersos no nitrogenio 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 homogenea de amido de milho e coloca-las no interior do 

canister padrao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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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). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

FIGURA 12. Crioprotetor 1 - Tubo polietileno 
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1 2 

FRENTE VERSO 

-6 

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) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

FIGURA 13 . Crioprotetor 2 - Envelope de aluminio zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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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 tecnicas e submetidas ao teste padrao de germinacao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.2.3 PROCESSO DE DESCONGELAMENTO DAS SEMENTES 

Para a realizacao do descongelamento, as sementes foram submetidas a duas 

tecnicas: 

• Descongelamento lento a temperatura ambiente de ± 25°C por 12 horas; 

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

horas. 

3.3 ANALISE DA QUALIDADE FISIOLOGICA 

3.3.1 T E S T E DE GERMINACAO (TG) 

Apos serem criopreservadas e descongeladas de acordo com cada tratamento as 

sementes de gergelim eram submetidas a determinacao do percentual de germinacao. 

Para essa determinacao foram utilizadas placas de Petri, (esterilizadas em estufa a 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 Algodao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

FIGURA 14. Germinacao das sementes de gergelim em placas de Petri. 

3.3.2 T E S T E DE VIGOR (TV) 

O teste de vigor foi realizado utilizando o teste indireto de primeira contagem do 

teste de germinacao que consiste em contar o mimero 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 Criopreservacao (TULC), foi 

utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado com arranjo fatorial de 

3x6 sendo (3 variedades) x (6 teores de umidade), com quatro repeticoes. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

s i 
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E para a criopreservacao o delineamento experimental utilizado para cada 

variedade foi inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 4x2x4 (4 crioprotetores x 2 

metodos de descongelamento x 4 periodos de armazenagem), com quatro repetic5es. 

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa computacional 

Assistat (S ILVA, 1996). 

As medias dos fatores foram comparadas pelo teste de tukey a 5% de 

probabilidade. 
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I I . 4.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA R E S U L T A D O S e DISCUSSAO 

Capitulo II - Resultados e Discussao 

4.1 D E T E R M I N A C A O D O T E O R D E U M I D A D E L I M I T E P A R A 

C R I O P R E S E R V A C A O - T U L C 

Na Tabela 20 encontra-se uma analise de variancia simplificada da germinacao e 

do vigor das sementes de gergelim, onde observa-se que existem diferencas 

significativas entre as variedades estudadas, o teor de umidade dessas sementes e a 

interacao entre esses fatores. 

T A B E L A 20. Analise de variancia da germinacao e vigor das sementes de gergelim 

variedades: Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3 com teores de umidade 

entre 2 e 12% (b.u.), apos serem submetidas a criopreservacao em 

nitrogenio liquido a -196°C, por 5 dias de armazenamento. 

FONTE DE 

VARIACAO 

GRAU DE 

LIBERDADE 

GERMINACAO 

F 

VIGOR 

F 

Variedade 2 271,07** 66,14** 

Umidade 6 131,85** 98,38** 

Variedade x Umidade 12 6,25** 

Residuo 63 

Total 83 

** Significative ao nivel de 1 % de probabilidade 

Na Tabela 21 sao identificados os valores medios representatives dos testes de 

germinacao e vigor (TG e T V ) , para as 3 variedades de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e 

CNPA-G3), com o teor de umidade de 2, 4, 6, 8, 10 e 12% (b.u), quando submetidas a 

tecnica de criopreservacao com imersao em nitrogenio liquido (-196°C), com a 

fmalidade de determinar o teor de umidade limite para criopreservacao (TULC). 

Ainda na Tabela 21 observa-se que a germinacao das sementes de gergelim das 

variedades Serido-l; CNPA-G2 e CNPA-G3, depois de serem submetidas a 

criopreservacao por 5 dias de armazenamento, em termos de media, diferem 

significativamente entre si a nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey e o vigor 

dessas sementes sao iguais entre si para as variedades CNPA-G2 e CNPA-G3, sendo 

essas estatisticamente diferentes da variedade Serido-l. Nessa tabela constata-se 
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tambem que, em termos de media, a semente de gergelim, variedade CNPA-G3, foi a 

que melhor se comportou para efeito de criopreservacao. 

Tambem podemos constatar que em termos de media, o melhor teor de umidade 

para criopreservacao das sementes de gergelim esta em torno de 6% base umida, 

embora existam diferencas significativas na germinacao e vigor das sementes de 

gergelim entre os valores iniciais e depois da criopreservacao das sementes por 5 dias de 

armazenagem. 

Isso indica que para determinados tipos de sementes existe um teor de umidade 

limite na qual elas toleram a criopreservacao. Este fato foi comprovado por (DINIZ, 

1999), onde afirma que o teor de umidade limite para criopreservacao de sementes de 

milhozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (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 nitrogenio liquido a -

196°C por periodo de 3 dias. 

T A B E L AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 21. Valores medios de germinacao e vigor das sementes de gergelim depois 

de submetidas a criopreservacao em nitrogenio liquido a -196°C, por 

periodo de 5 dias, para os fatores variedade e teor de umidade. 

V A R I E D A D E S 

GERMINACAO VIGOR 

Serido - 1 65,86 c 14,57 b 

CNPA-G2 81,93 b 25,43 a 

CNPA - G3 90,00 a 26,86 a 

DMS 2,54 2,86 

T E O R D E U M I D A D E 

Testemunha 98,33 a 47,50 a 

2 58,17 e 10,83 d 

4 75,17 d 10,00 d 

6 91,83 b 24,33 b 

8 81,50 c 24,00 be 

10 76,00 d 20,50 be 

12 73,83 d 18.83 c 

DMS 4,91 5,43 

As medias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamenle entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 

Na Tabela 22 encontram-se os valores de germinacao das sementes de gergelim 

para a interacao entre os fatores: variedades e teor de umidade, depois das sementes 

serem submetidas a criopreservacao (-196°C) por um periodo de 5 dias de 

rmazenamento, onde analisando-se podemos constatar que a germinacao das sementes 
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de gergelim, variedade Serido-l e CNPA-G3, com teor de umidade de 6% (b.u.) nao 

diferem estatisticamente da testemunha. Constata-se tambem nessa tabela, que a 

variedade CNPA-G3 nao apresenta diferenca significativa com a testemunha, para as 

sementes com teores de umidade de 8, 10 e 12% (b.u.). Ja para a semente de gergelim, 

variedade CNPA-G2, a germinacao diminuiu significativamente ao nivel de 1% de 

probabilidade para todos os teores de umidade utilizados na criopreservacao das 

sementes implicando em dizer que a variedade CNPA-G2 e a mais sensivel a 

criopreservacao das variedades estudadas. 

Na Tabela 23 encontram-se os percentuais de vigor das sementes de gergelim 

depois da criopreservacao 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 Serido-l. Observa-se tambem que para essas 3 variedades 

de sementes de gergelim os teores de umidade que menos afetou o vigor das sementes 

esta entre 6 e 10% (b.u.). 

Analisando-se o que ocorreu com o vigor das sementes de gergelim percebe-se 

que na criopreservacao o tempo de descongelamento pode sesta interferindo no 

resultado, pois a semente como um todo, ou seja, no seu interior, pode nao 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 germinacao, o que na realidade da um indicativo de rapidez de crescimento da 

plantula, podendo ser retardada pela acao de uma temperatura menor no interior das 

sementes. 

T A B E L AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 22.Valores medios de germinacao das sementes de gergelim para a interacao 

entre os fatores: teor de umidade e variedades, depois de submetidas a 

criopreservacao em nitrogenio liquido a -196°C, por periodo de 5 dias. 

TEOR DE V A R I E D A D E S 

UMIDADE (%) Serido - 1 CNPA-G2 CNPA-G3 

Testemunha 97,00 a A 99,00 a A 99,00 a A 

2 41,00 d C 56,00 d B 77,50 b A 

4 78,50 b A 73,00 c A 74,00 b A 

6 90,00 a A 90,00 b A 95,50 a A 

8 61,50 c C 86,50 b B 96,50 a A 

10 49,50 d C 84,00 b B 94,50 a A 

12 43,50 d C 85,00 b B 93,00 a A 

As medias seguidas pela mesma leJra nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 

DMS / Linha = 6,71 (letras maiusculas) - DMS / Coluna = 8,50 (letras minusculas) 

85 



Capitulo l i - Resultados e Discussao 

T A B E L A 23. Valores medios de vigor das sementes de gergelim para a interacao entre 

os fatores: teor de umidade e variedades, depois de submetidas a 

criopreservacao em nitrogenio liquido a -196°C por periodo de 5 dias. 

TEOR DE V A R I E D A D E S 

UMIDADE (%) Serido - 1 CNPA- G2 CNPA - G3 

Testemunha 43,50 a B 55,00 a A 44,00a B 

2 7,00 c B 9,50 c AB 16,00 d A 

4 8,00 be B 6,50 c B 15,50 d A 

6 17,00 b B 24,50 b A 31,50 b A 

8 11,50 be B 28,00 b A 33,00 b A 

10 8,00 be B 27,00 b A 26,50 be A 

12 7,50 c B 27,50 b A 21,50 cd A zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

As medias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 

DMS / Linha = 7,42 (letras maiusculas) - DMS / Coiuna = 9,41 (letras minusculas) 

4.2 C R I O P R E S E R V A C A O DAS SEMENTES I M E R S A S E M N I T R O G E N I O 

L I Q U I D O 

4.2.1 C R I O P R O T E T O R E S 

Com o objetivo de analisar o comportamento das sementes de gergelim, foram 

criados e testados os crioprotetores para determinar a sua capacidade como isolante 

termico, minimizando o choque exercido pela temperatura de exposicao das sementes 

ao nitrogenio liquido. 

Varios materials foram submetidos a testes preliminares, no entanto o 

Crioprotetor 1 - Tubo polietileno apresentou-se como "bom" isolante termico 

impedindo que a temperatura interna do tubo chegasse rapidamente ao nivel maximo 

oferecido pelo nitrogenio liquido. 

O Crioprotetor 2 - Envelope de aluminio foi quem apresentou melhor 

desempenho como isolante termico, resistindo melhor e tendo um periodo muito longo 

de congelamento gradativo das sementes. 

O Crioprotetor 3 - Amido de milho como isolante natural apresentou rapidez 

no ultra congelamento, talvez devido ao fato da massa liquida facilitar na formacao dos 

cristais. Todos os dados obtidos equivalentes a realizacao do teste termometrico com os 

crioprotetores estao no apendice I I - B em anexo. 
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4.2.2 C R I O P R E S E R V A C A OzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA U T I L I Z A N D O CRIOPROTETORES 

Uma vez identificado o teor de umidade limite para criopreservacao das 

sementes de gergelim variedades Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3 que foi de 6% b.u., 

foi realizada a criopreservacao 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 germinacao e o vigor das sementes de gergelim variedades Serido-l, CNPA-

G2 e CNPA-G3 submetidas aos tratamentos acima citados encontram-se na Tabela 24, 

sendo que os valores relativos as medias para os testes de germinacao e vigor da Tabela 

24 encontram-se em anexo, no apendice I I -B . 

Pode-se observar na Tabela 24 que as sementes armazenadas pelos periodos 

acima citados apresentaram variacoes de sua germinacao e vigor para os crioprotetores 

utilizados, onde verifica-se que as sementes que foram crioprotegidas com o tubo 

polietileno (crioprotetor 1) e com o envelope de aluminio (crioprotetor 2) os 

crioprotetores 1 e 2 apresentaram de uma maneira para indices superiores de 

germinacao e vigor quando comparadas com as sementes sem crioprotetores e 

crioprotegidas com o amido de milho (crioprotetor 3), para todas as variedades de 

sementes avaliadas. 

Verifica-se tambem na Tabela 24 que as sementes descongeladas a temperatura 

ambiente (TA) favoreceu o desenvolvimento da germmacao e do vigor para as 

variedades Serido-l e CNPA-G2 para todos os periodos de armazenagem, quando 

descongelamento e feito em banho termostatizado (40°C), entretanto a variedade 

CNPA-G3 apresentou maiores indices de germinacao e vigor para todos os 

crioprotetores estudados apenas no periodo de 60 dias de armazenagem. 
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T A B E L A 24.Valores medios representatives da germinacao e vigor das sementes de 

gergelim variedades Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3 utilizando a 

tecnica de criopreservacao por imersao em nitrogenio liquido a -196°C, 

utilizando diversos crioprotetores, duas temperaturas de descongelamento 

e quatro periodos de armazenagem. 

G E R M I N A G A O ( S e r i d o - l ) 

P.armaz.(dias) 0 5 30 60 

Crioprotetores Temp.descong. Temp.descong. Temp.descong. Temp.descong. 

T .A B.T. T .A B.T. T.A B.T. T .A B.T. 

Sem Crioprotetor 96 98 69 71 68 69 84 73 

Crioprotetor 1 92 96 81 68 82 67 94 77 

Crioprotetor 2 92 93 84 66 86 67 79 80 

Crioprotetor 3 88 90 31 29 29 29 54 65 

V I G O R (Serido - zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1 ) 

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 15 10 15 23 25 

G E R M I N A C A O (CNPA - G 2 ) 

Sem Crioprotetor 97 97 66 71 74 72 92 85 

Crioprotetor 1 95 96 85 73 85 74 92 90 

Crioprotetor 2 95 92 84 86 88 87 89 94 

Crioprotetor 3 90 92 48 66 49 68 86 83 

V I G O R (CNPA - G2) 

Sem Crioprotetor 65 67 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 

G E R M I N A C A O (CNPA - G 3 ) 

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 

V I G O R (CNPA - G3) 

Sem Crioprotetor 63 60 46 47 47 50 72 74 

Crioprotetor 1 62 60 46 62 52 65 76 69 

Crioprotetor 2 60 59 63 63 65 65 76 68 

Crioprotetor 3 58 60 22 25 19 25 41 44 

LEGEND A: 
Crioprotetor 1 - Tubo polietileno; Crioprotetor 2 - Envelope de aluminio e o Crioprotetor 3 - Amido de milho. 

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

Periodo de armazenagem: 0, 5, 30 e 60 dias. 

Na Tabela 25 encontra-se uma analise de variancia simplificada da germinacao 

e do vigor das sementes de gergelim, onde observa-se que existem diferencas 
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significativas entre os processos de descongelamento, crioprotetores e o periodo de 

armazenagem das sementes avaliadas, como tambem a interacao desses fatores, excecao 

se faz para a germmacao das sementes de gergelim variedades CNPA-G2 e CNPA-G3, 

onde nao existem diferencas significativas entre os processos de congelamento. Este 

fato tambem foi observado para o vigor das sementes de gergelim para as variedades 

Serido-l eCNPA-G2. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

T A B E L A 25. Analise de variancia simplificada da germinacao e vigor das sementes de 

gergelim com teor de umidade de 6% (b.u) apos criopreservacao em 

nitrogenio liquido para os fatores descongelamento, crioprotetores, 

periodo de armazenamento e suas interacoes. 

FONTE DE 

VARIACAO 

G.L GERMINACAO 

F 

VIGOR 

F 
Serido-l CNPA-G2 CNPA-G3 Serido-l CNPA-G2 CNPA-G3 

Descongelamento 1 29,44** 0,86ns 2,26ns 0,01ns 0,00ns 5,75* 

Crioprotetores 3 409,79** 72,76** 391,00** 129,68** 59,54** 290,69** 

Periodo de armazen. 3 423,49** 155,33** 134,09** 229,66** 137,56** 145,64** 

Desc. x Criop. 3 15,14** 13,48** 54,85** 43,21** 1,69** 5,03** 

Desc. x P. armaz. 3 12,70** 1,46** 3,25** 4,96** 1,90** 6,59** 

Criop. x P. armaz. 9 44,34** 12,61** 62,51** 10,62** 9,81** 34,82** 

Desc.xCriop.xP.arm 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 medios da germinacao e vigor das sementes 

de gergelim variedade Serido-l para os fatores descongelamento, crioprotetores e 

periodo de armazenamento. Nessa tabela observa-se que existem diferencas 

significativas da germinacao 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 germinacao e vigor, superiores 

aos obtidos com 5 e 30 dias de armazenamento. 

Para o fator metodos de descongelamento utilizado, o indice de germinacao 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 nao se observa 

diferencas significativas entre os diferentes metodos de descongelamento. 

Quanto a criopreservacao das sementes de gergelim (Serido-l), envolvendo a 

interacao entre os fatores crioprotetores e descongelamento, verifica-se na Tabela 27 

que a germinacao das sementes sao significativamente superiores quando sao 

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 genriinacao e vigor, quando comparado com os demais, nao se 

observa uma diferenca significativa entre os dois metodos de descongelamento. Este 

fato tambem e observado para a germinacao das sementes sem crioprotetor. 

T A B E L A 26.Valores medios da germinacao e do vigor das sementes de gergelim 

variedade Serido-l, submetida a criopreservacao em nitrogenio liquido, 

com 6% b.u., para os fatores descongelamento, crioprotetores e periodo 

de armazenagem. 

GERMINACAO 

DESCONGELAMENTO CRIOPROTETORES PERK 

ARMAZEN 

)DO DE 

AGEM (dias) 

T . A 

B . T 

75,39 a 

71,50 b 

S. Criop. 

Criop. 1 

Criop. 2 

Criop. 3 

78,34 b 

81,84 a 

81,78 a 

51,81 c 

0 

5 

30 

60 

93,06 a 

62,34 c 

61,81 c 

76,56 b 

DMS= 1,42 

MG= 73,45 

DMS= 2,65 

CV%= 5,52 

DMS= 2,65 

VIGOR 

T . A 

B . T 

37,02 a 

37,08 a 

S.Criop. 

Criop. 1 

Criop. 2 

Criop. 3 

42,72 a 

41,91 a 

39,97 a 

23,59 b 

0 

5 

30 

60 

51,03 a 

27,59 c 

26,44 c 

43,13 b 

DMS = 1,58 

MG = 37,05 

DMS - 2,94 

C V % = 12,12 

DMS = 2,94 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

As medias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. 

Crioprotetor l.Tubo polietileno; Crioprotetor 2. Envelope de aluminio; Crioprotetor 3. Amido de milho. 

Temperatura de descongelamento : T.A Temperatura Ambiente, B.T. Banho Termostatizado (4Q°C). 

Periodo de armazenagem: 0, 5, 30 e 60 dias. 
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T A B E L AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 27.Valores medios de germinacao e vigor das sementes de gergelim 

variedade Serido-l apos serem submetidas a criopreservacao em 

nitrogemo liquido, para os fatores crioprotetores e descongelamento. 

G E R M I N A C A O 

DESCONGELAMENTO CRIOPROTETORES 

S. CRIOP. CRIOP. 1 CRIOP. 2 CRIOP. 3 

Temp. Ambiente 

Banho Termostatizado 

79,00 a B 

77,69 a A 

86,88 a A 

76,81 b A 

85,13 a A 

78,44 b A 

50,56 a C 

53,06 a B 

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

V I G O R 

Temp. Ambiente 

Banho Termostatizado 

35,63 b B 

49,81 a A 

45,50 a A 

38,31 b B 

44,19 a A 

35,75 b B 

22,75 a C 

24,44 a C 

DMS/coIuna= 3,15 (letras minusculas) DMS/linha= 4,16 (letras minusculas) 

As medias seguidas pela mesma Ietra nao diferem estatisticamente entre si. 

Crioprotetor 1 .Tubo polietileno; Crioprotetor 2. Envelope de aluminio; Crioprotetor 3. Amido de milho. 

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

Na Tabela 28 encontra-se a interacao entre os fatores periodo de armazenagem e 

metodos de descongelamento das sementes de gergelim onde constata-se que nao 

existem diferencas significativas entre os metodos de descongelamento no in i t io do 

periodo de armazenagem e ao final dos 60 dias, embora observa-se que para o vigor este 

fato so ocorra aos 5 e 30 dias de armazenamento das sementes. 

Analizando-se a germinacao e o vigor das sementes para cada metodo de 

descongelamento ao longo do periodo de armazenamento, constata-se uma diminuicao 

da germinacao e do vigor das sementes durante o periodo de armazenamento para os 

dois metodos de descongelamento (temperatura ambiente e banho termostatizado). 

Analizando-se a Tabela 29, onde se encontra os valores medios de germinacao e 

vigor das sementes de gergelim para a interacao entre os fatores crioprotetores e periodo 

de armazenagem, observa-se que a germinacao das sementes utilizando-se os 

crioprotetores 1 e 2 mantem-se estatisticamente iguais para cada periodo de 

armazenagem, embora ao longo do periodo exista uma diminuicao significativa dessa 

germinacao 

Ainda na Tabela 29 constata-se que o vigor das sementes tambem diminui com o 

periodo de armazenagem para todos os crioprotetores, excecao se faz ao crioprotetor 1 

quando se compara o vigor inicial da semente e apos 60 dias de armazenada. 

Na Tabela 30 encontra-se a comparacao entre media da germinacao e do vigor 

das sementes de gergelim variedade CNPA-G2 para os fatores isolados de metodos de 
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descongelamento, crioprotetores e periodo de armazenagem. Nessa tabela verifica-se 

que nao existem diferencas de germmacao e vigor das sementes quando essas sao 

descongeladas a temperatura ambiente ou em banho termostatizado (40°C). Observa-se 

tambem na tabela que o crioprotetor 2 (envelope de aluminio) se mostra mais eficiente 

na crioprotecao da variedade CNPA-G2 e que existe diminuicao significativa de 

germinacao e vigor das sementes com o periodo de armazenamento. Ainda em relacao a 

Tabela 30 nota-se que o tempo de armazenagem da semente de 60 dias apresentou os 

maiores indices de germinacao e vigor quando comparado com 5 e 30 dias, sendo 

inferior apenas a testemunha. 

T A B E L A 28.Valores medios de germinacao e vigor das sementes de gergelim 

variedade Serido-l apos serem submetidas a criopreservacao em 

nitrogemo liquido, para os fatores periodo de armazenagem e metodos de 

descongelamento. 

G E R M I N A C A O 

DESCONGELAMENTO PERIODO DE ARMAZENAGEM (dias) 

0 5 30 60 

Temp. Ambiente 

Banho Termostatizado 

91,94 a A 

94,19 a A 

66,25 a C 

58,44 b C 

66,00 a C 

57,63 b C 

77,38 a B 

75,75 a B 

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

V I G O R 

Temp. Ambiente 

Banho Termostatizado 

48,94 b A 

53,13 a A 

28,50 a B 

26,69 a C 

25,63 a B 

27,25 a C 

45,00 a A 

41,25 ab B 

DMS/coluna= 3,15 (letras minusculas) DMS/linha= 4,16 (letras minuscul as) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

As medias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. 

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

Periodo de armazenagem: 0, 5, 30 e 60 dias. 
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T A B E L AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 29. Valores medios de germinacao e vigor das sementes de gergelim 

variedade Serido-l apos serem submetidas a criopreservacao em 

nitrogenio liquido, para os fatores tempo de armazenagem e 

crioprotetores. 

G E R M I N A C A O 

CRIOPROTETORES PERIODO DEzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ARM [AZENAGEM (c ias) 

L 0 5 30 60 

Sem Crioprotetor 

Crioprotetor 1 

Crioprotetor 2 

Crioprotetor 3 

96,88 a A 

93,88 a A 

92,50 a A 

89,00 b A 

70,25 a C 

74,00 a C 

75,13 a C 

30,00 b C 

68,00 b C 

74,25 a C 

76,25 a C 

28,75 c C 

78,25 b B 

85,25 a B 

83,25 a B 

59,50 c B 

DMS/coluna= 5,31 (letras minusculas) DMS/linha= 5,31 (letras minusculas) 

V I G O R 

Sem Crioprotetor 

Crioprotetor 1 

Crioprotetor 2 

Crioprotetor 3 

56,00 a A 

56,88 a A 

49,88 b A 

41,38 c A 

33,38 a C 

27,50 a B 

32,75 a C 

16,75 b C 

33,00 a C 

26,25 b B 

34,00 a C 

12,50 c C 

48,50 b B 

57,00 a A 

43,25 b B 

23,75 c B 

DMS/coluna= 5,88 (letras minusculas) DMS/linha= 5,88 (letras minusculas) 

As medias seguidas peia mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. 

Crioprotetor l.Tubo polietileno; Crioprotetor 2. Envelope de aluminio; Crioprotetor 3. Amido de milho. 

Periodo de armazenagem: 0, 5,30 e 60 dias. 

T A B E L A 30.Valores medios da germinacao e do vigor das sementes de gergelim 

variedade CNPA-G2, submetida a criopreservacao em nitrogenio liquido, 

com 6% b.u., para os fatores descongelamento, crioprotetores e periodo 

de armazenagem. 

GERMINACAO 

Descongelamento Crioprotetores Periodo de armazenagem (dias) 

T . A 

B . T 

82,02 a 

82,81 a 

S.Criop. 

Criop. 1 

Criop. 2 

Criop. 3 

81,66 c 

86,16 b 

89,38 a 

72,47 d 

0 

5 

30 

60 

94,25 a 

72,28 c 

74,44 c 

88,69 b 

DMS= 1,71 

MG= 82,41 

DMS= 3,19 

CV%= 5,91 

D M S - 3,19 

VI IGOR 

T . A 

B . T 

48,16 a 

48,23 a 

S.Criop. 

Criop. 1 

Criop. 2 

Criop. 3 

45,88 b 

56,50 a 

53,59 a 

36,81 c 

0 

5 

30 

60 

62,66 a 

35,72 c 

37,94 c 

56,47 b 

DMS = 2,27 

MG = 48,20 

DMS = 4,23 

C V % = 13,41 

DMS = 4,23 

As medias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. 

Crioprotetor l.Tubo polietileno; Crioprotetor 2. Envelope de aluminio; Crioprotetor 3. Amido de milho. 

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

Periodo de armazenagem: 0, 5, 30 e 60 dias. 
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Os percentuais de germinacao e vigor para a variedade CNPA-G2 do gergelim, 

para a interacao 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 germinacao para todos os crioprotetores, no entanto 

para o vigor nao se observaram diferencas significativas entre as temperaturas. 

Nessa tabela constata-se que nao existem diferencas significativas na 

germinacao das sementes quando essas sao descongeladas a temperatura ambiente ou 

banho termostatizado (40°C) sem o uso de crioprotetor ou crioprotegidas com envelope 

de aluminio (crioprotetor 2). Este fato tambem e observado para o vigor das sementes so 

que para todos os crioprotetores estudados. 

Na Tabela 31 observa-se tambem que a germinacao das sementes descongeladas 

a temperatura ambiente, nao diferem significativamente entre si quando sao 

crioprotegidas com o tubo polietileno (crioprotetor 1) em comparacao a crioprotecao 

feita com o envelope de aluminio (crioprotetor 2), Na Tabela 32 onde esta analisada 

estatisticamente a interacao entre os fatores metodos de descongelamento e periodos de 

armazenagem, observa-se que para cada periodo de tempo estudado nao existem 

diferencas significativas entre os diferentes metodos de descongelamento, excecao se 

faz ao vigor das sementes aos 60 dias onde se observa diferenca significativa entre os 

dois metodos de descongelamento das sementes. 

Analisando-se cada metodo de descongelamento em funcao do periodo constata-

se que a germinacao das sementes nao diferem entre si no in i t io e no final (60 dias) do 

periodo de armazenagem. Este fato tambem e 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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T A B E L AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 31 Valores medios de germinacao e vigor das sementes de gergelim 

variedade CNPA-G2 apos serem submetidas a criopreservacao em 

nitrogenio liquido, para os fatores crioprotetores e metodo de 

descongelamento. 

G E R M I N A C A O 

DESCONGELAMENTO CRIOPROTETORES 

S. CRIOP. CRIOP. 1 CRIOP. 2 CRIOP. 3 

Temp. Ambiente 

Banho Termostatizado 

82,06 a B 

81,25 a B 

89,19 a A 

83,13 b B 

88,94 a A 

89,81a A 

67,88 b C 

77,06 a C 

DMS/coluna= 3,42 (letras minusculas) DMS/linha= 4,51 (letras minusculas) 

V I G O R 

Temp. Ambiente 

Banho Termostatizado 

47,56 a B 

44,19 a B 

57,19 a A 

55,81a A 

52,56 a A 

54,63 a A 

35,31 a C 

38,31 a C 

DMS/coluna= 4,54 (letras minusculas) DMS/linha= 5,98 (letras minusculas) 

As medias seguidas pela mesma letra nao diferem ejiatisticamente entre si. 

Crioprotetor l.Tubo polietileno; Crioprotetor 2. Envelope de aluminio; Crioprotetor 3. Amido de milho. 

Temperatura de descongelamento: T.A. Temperatura Ambiente; B.T. Banho Termostatizado (4CC). 

T A B E L A 32. Valores medios de germinacao e vigor das sementes de gergelim 

variedade: CNPA-G2 apos serem submetidas a criopreservacao em 

nitrogenio liquido, para os fatores periodo de armazenagem e metodo 

de descongelamento. 

G E R M I N A C A O 

DESCONGELAMENTO PERIODO DE ARMAZENAGEM (dias) 

0 5 30 60 

Temp. Ambiente 

Banho Termostatizado 

94,19 a A 

94,31a A 

70,63 a B 

73,94 a B 

73,75 a B 

75,13 a B 

89,50 a A 

87,88 a A 

DMS/coIuna= 3,42 (teas minusculas) DMS/Iinha= 4,5 (letras minusculas) 

V I G O R 

Temp. Ambiente 

Banho Termostatizado 

61,56 a A 

63,75 a A 

35,31a B 

36,13 a C 

37,00 a B 

38,88 a C 

58,75 a A 

54,19 b B 

DMS/coluna= 4,54 0etras minusculas) DMS/linha= 5,98 (letras minuscu as) 

As medias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. 

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

Periodo de armazenagem: 0, 5,30 e 60 dias. 

Na Tabela 33 encontra-se a germinacao e vigor das sementes de gergelim 

variedade CNPA-G2 para a interacao entre os os fatores crioprotetores e periodo de 

armazenagem. 

Observa-se na Tabela 33 que no inicio da armazenagem nao existiam diferencas 

significativas na germinacao e no vigor das sementes para os crioprotetores estudados, 

no entanto, a medida que foi ocorrendo o periodo de armazenamento, verifica-se que os 

crioprotetores 1 e 2 tendem a preservar sua qualidade fisiologica embora existam 

diferencas significativas aos 5 e 30 dias de armazenagem. 
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Analisando a Tabela 33 nas colunas constata-se tambem que a germmacao e o 

vigor das sementes quando armazenadas com os crioprotetores 1 e 2 nao diferem 

significativamente entre si para cada periodo de armazenamento, excecao se faz ao 

vigor das sementes aos 5 dias de armazenadas. 

T A B E L AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 33. Valores medios de germinacao e vigor das sementes de gergelim 

variedade CNPA-G2 apos serem submetidas a criopreservacao em 

nitrogenio liquido, para os fatores tempo de armazenagem e 

crioprotetores. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

G E R M I N A ( ^ A o 

CRIOPROTETORES PERIODO DEzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ARM IAZENAGEM (c ias) 

0 5 30 60 

Sem Crioprotetor 

Crioprotetor 1 

Crioprotetor 2 

Crioprotetor 3 

97,13 a A 

95,38 a A 

93,50 a A 

91,00 a A 

68,75 b C 

78,75 a B 

85,00 a B 

56,63 c C 

72,75 b C 

79,50 a B 

87,50 a B 

58,00 c C 

88,00 a B 

91,00 a A 

91,50 a A 

84,25 b B 

DMS/coluna= 6,38 (letras minusculas) DMS/linha= 6,38 (letras minusculas) 

V I G O R 

Sem Crioprotetor 

Crioprotetor 1 

Crioprotetor 2 

Crioprotetor 3 

65,88 a A 

62,25 a A 

61,00 a B 

61,50 a A 

31,88 c C 

49,13 a B 

39,38 b C 

22,50 c C 

31,25 b C 

51,50 a B 

44,00 a C 

25,00 c C 

54,50 b B 

63,13 a A 

70,00 a A 

38,25 c B 

DMS/coluna^ 8,46 Qetras minusculas) DMS/linha^ 8,46 (letras minusculas) 

As medias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. 

Crioprotetor 1 .Tubo polietileno; Crioprotetor 2. Envelope de aluminio; Crioprotetor 3. Amido de milho. 

Periodo de armazenagem: 0, 5,30 e 60 dias. 

Na Tabela 34 encontra-se a comparacao entre a media da germinacao e do vigor 

das sementes de gergelim da variedade CNPA-G3 para os fatores isolados de metodos 

de descongelamento, crioprotetores e periodos de armazenagem. 

Nessa tabela verifica-se que nao existe diferenca significativa na germinacao 

das sementes quando essas sao descongeladas a temperatura ambiente ou em banho 

termostatizado (40°C), embora se observa uma diferenca significativa nessa analise 

comparativa, no vigor das sementes. Observa-se tambem, na tabela, que nao existe 

diferenca significativa entre o crioprotetor 1 (tubo polietileno) e o 2 (envelope de 

aluminio). Em relacao ao periodo de armazenagem, constata-se que a germinacao das 

sementes depois de 60 dias de armazenadas nao foram significativamente diferentes, 

embora existam diferencas significativas aos 5 e 30 dias de armazenadas. 

Os percentuais de germinacao e vigor das sementes de gergelim variedade 

CNPA-G3 para a interacao entre os fatores crioprotetores e metodos de 
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descongelamento, encontram-se na Tabela 35. Nessa tabela constata-se que existem 

diferencas significativas na germinacao das sementes quando essas sao descongeladas a 

temperatura ambiente em relacao ao banho termostatizado (40°C) sem o uso do 

crioprotetor e quando se utiliza o crioprotetor 3. Essas diferencas tambem sao 

observadas no vigor das sementes para o crioprotetor 1 e 3. 

Ainda na Tabela 35 constata-se que nao existem diferencas significativas na 

germinacao das semente, entre os crioprotetores 1 e 2 quando essas sao descongeladas a 

temperatura ambiente ou em banho termostatizado (40°C) ja para o vigor das sementes 

essas diferencas nao ocorrem apenas para as sementes descongeladas em banho 

termostatizado. 

T A B E L AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 34.Valores medios da germinacao e do vigor das sementes de gergelim 

variedade CNPA-G3, submetida a criopreservacao em nitrogenio liquido, 

com 6% b.u., para os fatores descongelamento, crioprotetores e periodo 

de armazenagem. 

GERMINACAO 

Descongelamento Crioprotetores Periodo de armazenagem (dias) 

T . A 86,09 a S.Criop. 85,41 b 0 91,53 a 

B . T 85,31 a Criop. 1 92,66 a 5 79,72 b 

Criop. 2 93,47 a 30 81,38 b 

Criop. 3 71,28 c 60 90,19 a 

DMS= 1,03 DMS= 1,92 DMS= 1,92 

MG= 85,70 CV°/o= 3,43 

VI IGOR 

T . A 54,25 b S.Criop. 57,59 c 0 60,25 b 

B . T 56,03 a Criop. 1 61,63 b 5 46,81 c 

Criop. 2 64,69 a 30 48,38 c 

Criop. 3 36,66 d 60 65,13 a 

DMS - 1,47 DMS = 2,75 DMS = 2,75 

MG-55 ,14 .CV% = 7,62 

As medias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. 

Crioprotetor 1 .Tubo polietileno; Crioprotetor 2. Envelope de aluminio; Crioprotetor 3. Amido de milho. 

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

Periodo de armazenagem: 0, 5, 30 e 60 dias. 
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T A B E L AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 35. Valores medios de germinacao e vigor das sementes de gergelim 

variedade CNPA-G3 apos serem submetidas a criopreservacao em 

nitrogenio liquido, para os fatores crioprotetores e metodos de 

descongelamento. 

G E R M I N A C A O 

DESCONGELAMENTO CRIOPROTETORES 

S. CRIOP. CRIOP. 1 CRIOP. 2 CRIOP. 3 

Temp. Ambiente 90,38 a B 93,63 a A 93,50 a A 66,88 b C 

Banho Termostatizado 80,44 b B 91,69 a A 93,44 a A 75,69 a C 

DMS/coluna= 2,06 (letras minusculas) DMS/linha= 2,72 (letras minusculas) 

V I G O R 

Temp. Ambiente 57,25 a B 59,06 b B 65,88 a A 34,81 b C 

Banho Termostatizado 57,94 a B 64,19 a A 63,50 a A 38,50 a C 

DMS/coluna= 2,95 (letras minusculas) DMS/linha= - 3,89 (letras minusculas) 

As medias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. 
Crioprotetor l.Tubo polietileno; Crioprotetor 2. Envelope de aluminio; Crioprotetor 3. .Amido de milho. 
Temperatura de descongelamento : T.A. Temperatura Ambiente; B.T. Banho Termostatizado (40°C). 

Na Tabela 36 onde esta analisada estatisticamente a interacao entre os fatores 

metodos de descongelamento e periodos de armazenagem observa-se que nao existem 

diferencas significativas entre os metodos de descongelamento e os periodos de 

armazenagem de 0, 30 e 60 dias, embora observe-se que para o vigor das sementes essas 

diferencas entre os metodos de descongelamento nao ocorram apenas nos periodos 

inicial (0) e aos 60 dias. 

Analisando-se cada metodo de descongelamento em fimcao do periodo de 

armazenagem constata-se que a germinacao das sementes nao diferem entre si no inicio 

e no final (60 dias) do periodo de armazenagem. Este fato e observado no vigor apenas 

para o periodo de 60 dias, onde nao ocorreu diferencas significativas entre os metodos 

de descongelamento. 
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T A B E L A 36.Valores medios de germinacao e vigor das sementes de gergelim 

variedade: CNPA-G3 apos serem submetidas a criopreservacao em 

nitrogenio liquido, para os fatores periodo de armazenagem e metodos de 

descongelamento. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

G E R M I N A < ^ 0 

DESCONGELAMENTO 3

ERIODO DE ARMAZENAGEM 

0 5 30 60 

Temp. Ambiente 

Banho Termostatizado 

91,94 a A 

91,13 a A 

80,81 a B 

78,63 b B 

82,38 a B 

80,38 a B 

89,25 a A 

91,13 a A 

DMS/coluna= 2,06 (letras minusculas) DMS/linha= 2,72 (letras minusculas) 

V I G O R 

Temp. Ambiente 

Banho Termostatizado 

60,75 a B 

59,75 a B 

44,38 b C 

49,25 a C 

45,75 b C 

51,00 a C 

66,13 a A 

64,13 a A 

DMS/coluna= 2,95 (letras minusculas) DMS/linha= 3,89 (letras minuscu as) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

.4s medias seguidas pela mesma letra Bio diferem estatisticamente entre si. 

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

Periodo de armazenagem: 0, 5, 30 e 60 dias. 

Na Tabela 37 encontram-se os percentuais de germinacao e vigor das sementes 

de gergelim variedade CNPA-G3 para a interacao entre os fatores crioprotetores e 

periodos de armazenagem. 

Observa-se na Tabela 37 que no inicio da armazenagem nao existem diferencas 

significativas na germinacao sem o uso de crioprotetor e o crioprotetor 1 (tubo 

polietileno), embora nao ocorreu diferencas 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 nao se verificam diferencas 

significativas entre todos os crioprotetores estudados no periodo inicial e final da 

armazenagem, excecao se faz ao crioprotetor 3. 

Ainda em relacao a Tabela 37 constata-se que ao final do periodo de 

armazenagem o percentual de germinacao e vigor das sementes da variedade CNPA-G3, 

tendem a manter-se igual ao periodo inicial, excecao se faz crioprotetor 3, onde parece 

que de alguma forma esta afeta a qualidade fisiologica das sementes. 
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T A B E L AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 37.Valores medios de germinacao e vigor das sementes de gergelim 

variedade: CNPA-G3 apos serem submetidas a criopreservacao em 

nitrogenio liquido, para os fatores periodo de armazenagem e 

crioprotetores. 

G E R M I N A C A O 

CRIOPROTETORES PERIODO DE ARM [AZENAGEM (c ias) 

0 5 30 60 

Sem Crioprotetor 

Crioprotetor 1 

Crioprotetor 2 

Crioprotetor 3 

93,88 a A 

92,50 a A 

90,50 b B 

89,25 c A 

75,00 b B 

92,13 a A 

93,88 a A 

57,88 c C 

78,50 b B 

93,25 a A 

95,00 a A 

58,75 c C 

94,25 a A 

92,75 a A 

94,50 a A 

79,25 b B 

DMS/coluna= 3,85 (letras minusculas) DMS/linha- 3,85 (letras minusculas) 

V I G O R 

Sem Crioprotetor 

Crioprotetor 1 

Crioprotetor 2 

Crioprotetor 3 

61,50 a B 

61,00 a B 

59,50 a C 

59,00 a A 

47,38 b C 

54,25 b C 

62,50 a B 

23,13 c C 

48,50 b C 

58,50 b C 

64,75 a B 

21,75 c C 

73,00 a A 

72,75 a A 

72,00 a A 

42,75 b B 

DMS/coluna= 5,50 (letras minusculas) DMS/linha= 5,50 (letras minusculas) 

As medias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. 

Crioprotetor 1 .Tubo polietileno; Crioprotetor 2. Envelope de aluminio; Crioprotetor 3. Amido de milho. 

Periodo de armazenagem: 0, 5,30 e 60 dias. 
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Capitulo I I - Concha soes 

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que: 

1. Ao se estudar a determinacao do teor de umidade limite para criopreservacao -

TULC, durante 5 dias, afirmamos que: 

(a) Para as variedades de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3) o teor de 

umidade limite para criopreservacao esta em torno de 6% (b.u.); apresentando um 

percentual de germinacao de 90% e de vigor variando entre 17 e 24%; 

(b) A semente de gergelim variedades CNPA-G3 e que melhor se adapta a 

criopreservacao imersa ao nitrogemo liquido a (-196°C); 

(c) Para a criopreservacao da variedade CNPA - G3, pode-se utilizar teores de umidade 

entre 6 e 8% (b.u.), que a germinacao e o vigor das sementes nao sao afetados 

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

2. Em relacao a criopreservacao com imersao em nitrogenio liquido a (-196°C), para as 

variedades de gergelim (Serido-l, 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 germinacao e vigor para as variedades de gergelim Serido-l 

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 germinacao e vigor, quando as variedades 

foram criopreservadas utilizando-se como crioprotetor, o envelope de aluminio; 

c) Os maiores indices de germinacao e vigor foram obtidos quando as sementes de 

gergelim foram criopreservadas pelo periodo de armazenagem de 60 dias em 

comparacao aos periodos de 5 e 30 dias. 
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Conclusao Geral 

C O N C L U S A O G E R A L 

C A P I T U L O I zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Assepsia das sementes: 

I . A variedade CNPA-G2 mostrou-se superior as demais variedades apresentando 

os maiores percentuais de germinacao e vigor nao diferindo da testemunha; 

I I . A assepsia das sementes de gergelim, variedade CNPA-G2, pode ser feita com a 

concentracao de hipoclorito de sodio variando entre 10 e 40%, indicando - se 

10% por ser o valor mais economico, sendo que o meio de cultivo recomendado 

deve ser o papel germitest, (PG); 

I I I . A concentracao de hipoclorito que deve ser recomendado para fazer a assepsia 

da semente de gergelim, variedade CNPA-G3, e de 20%, e o melhor meio de 

cultivo das sementes e o papel germitest (meio de cultivo PG) em detrimento do 

meio de cultivo MS; 

I V . Quanto a assepsia da semente de gergelim variedade Serido-l a concentracao de 

hipoclorito de sodio que causa menor danos as sementes e na ordem de 20% e o 

meio de cultivo recomendado e o meio MS; 

V. Em relacao a analise fitopatologica concluiu-se que os fungos encontrados foram zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Aspergillus sp, Penicillium spp, Khizoctonia e o Rhizopus sp sendo que a 

variedade Serido-l apresentou maior incidencia de contaminacao para todos 

encontrados, evidenciando a maior presenea do Aspergillus sp em todas as 

variedades, entretanto a variedade CNPA-G3 foi a que apresentou menor 

incidencia de fungos. 

Na Inducao a Organogenese Somdtica realizada podemos verificar que: 

"Sem o Pre - Tratamento " das sementes. 

I . A variedade CNPA-G3 quanto aos Explantes Vivos (E. V ) apresentou os maiores 

indices de desenvolvimento, ou seja, maior incidencia de explantes viaveis ao 

brotamento quando comparada com as outras variedades; 

I I . A variedade Serido-l foi que apresentou maior N° de brotos por explantes (B/E), 

ocasionando um processo de super brotamento nesta fase. 

"Com o Pre - Tratamento " das sementes 

I . Nao houve diferencas estatisticas entre as variedades (Seridol e CNPA-G3) 

quanto aos Explantes Vivos (E.V), ou seja, as variedades envolvidas 

apresentaram desenvolvimento semelhantes na obtencao de explantes vivos por 

frasco; 
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Conclusao Geral 

I I . Em relacao ao N° de brotos por explante, novamente nao houve diferencas 

estatisticas entre as variedades (Serido-l e CNPA-G3), ou seja, ambas 

apresentaram processo de desenvolvimento evidenciando super brotamento; zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Na Inducdo a Calogenesepodemos afirmar que: 

I . N o desenvolvimento de calogenese, utilizando explantes de hipocotilo de 

planfulas germinadaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro em cultivar de gergelim, ocorreu maior formacao 

de calos em meio MS, quando suplementado com os reguladores de crescimento 

BAP (6-bencilaminopurina) e N A A (acido a-nafatalenoacetico), em todas as 

variedades de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3) estudadas. 

C A P I T U L O I I 

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que: 

1. Ao se estudar a determinacao do teor de umidade limite para criopreservacao -

TULC, durante 5 dias, afirmamos que: 

(a) Para as variedades de gergelim (Serido-l, CNPA-G2 e CNPA-G3) o teor de 

umidade limite para criopreservacao esta em torno de 6% (b.u.); apresentando um 

percentual de germinacao de 90% e de vigor 17 e 24%, respectivamente; 

(b) A semente de gergelim variedades CNPA-G3 e que melhor se adapta a 

criopreservacao imersa ao nitrogenio liquido a (-196°C); 

(c) Para a criopreservacao da variedade CNPA - G3, pode-se utilizar teores de umidade 

entre 6 e 8% (b.u.), que a germinacao e o vigor das sementes nao sao afetados 

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

2. Em relacao a criopreservacao com imersao em nitrogenio liquido a (-196°C), para as 

variedades de gergelim (Serido-l, 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 germinacao e vigor para as variedades de gergelim Serido-l 

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 germinacao e vigor, quando as variedades 

foram criopreservadas utilizando-se como crioprotetor, o envelope de aluminio; 

(c) Os maiores indices de germinacao e vigor foram obtidos quando as sementes de 

gergelim foram criopreservadas pelo periodo de armazenagem de 60 dias em 

comparacao aos periodos de 5 e 30 dias. 
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Apertdices zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A P E N D I C E I - A 

• P R E P A R A C A O D O M E I O (Ficha); 

• T A B E L A S 1 , 2 e 3. 
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P R E P A R A C A O D O M E I O 

F I C H A : 

D A T A : 

E S P E C I E : 

E X P E R I M E N T O 

M E I O : 

V O L U M E F I N A L : 

E T A P A S : zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

V 

Solucio A B C D Fonte de carbono (g) MgCI 2 

(ml) 

R E G U L A D O R E S D E C R E S C I M E N T O zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

r 
Nome e concdesejada Cone SoLMadre ml Meio 

3
a 

A C R E S C E N T A R A G U A A T E O V O L U M E F I N A L 

4
a 

pH 

5
a 

S O L B D I F I C A N T E ( g/i), ( g/I) 

6
a 

D I S S O L U C A O D O S O L I D I F I C A N T E : A U T O C L A V E - 10' 

r 
D I S T R I B U I R NOS F R A S C O S 

8
a 

E S T E R I L I Z A C A O : A U T O C L A V E - 20' 

R E C I P I E N T E : de meio. 
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T A B E L A .1 : 

D A T A : 

E N S A I O : 

A V A L I A C A O : 

MEIO 

CULT. 

N° do 

ERASC 

FORM. 

CALO 

EV* PR* B/E* TMB* NN* NPR* NR* TMR* EXP. 

AVAL. 

i 

*Explante vivo (EV); *Proliferac3o (PR); *N° de brotos/explante(B/E); Tamanho do maior broto (TMB); 

* N° de nos (NN); * N° de plantas enraizadas (NPR); N° de raizes (NR); * Tamanho da maior raiz (TMR). 
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T A B E L A ,2 : 

B*A\T.A» 

E N S A I O : 

A V A L I A C A O : 

TIPO DE CALO 

(CONSISTENCY) 

COR DO CALO 

MEIO 

CULT. 

N° 

FRSC 

N° 

EXP. 

DURO FR1AV. MOLE BRANC. VERDE AMAR. 

VERDE 

CINZA 

VERDE 

CALO 

NOTA 

NOT AS: 
0 - Ausencia de formacao de calos 

1 - Calos com 0,1 a 0,3 cm 
2 - Calos com 0,4 a 0,6 cm 

3 - Calos com 0,7 a 0,9 cm 

4 - Calos maiores que 1,0 cm 

117 



Apendices zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

T A B E L A . 3 : 

D A T A : 

E N S A I O : 

A V A L I A C A O : 

Meio/Cuhivo N° Frasco Pfin Pfroex K(Pfmex-Pfm) Pfexd Pfdes Pf(Pfexd-Pdes) IPU(Pf-PiYPi 

L E G E N P A : 

Pfin = Peso do frasco com meio; 

Pfmex = Peso do fiasco com meio + explante; 

Pfexd = Peso com explante desenvolvido; 

Pfdes = Peso do frasco a ser descartavel; 

IPU = Incremento de Peso Umtario; 

Pi =Peso Inicial; 

Pf=Peso Final. 
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A P E N D I C E I I - B 

• C A L I B R A C A O D E R E S I S T O R E S U T I L 1 Z A D O S E M T E S T E 

T E R M O M E T R I C O ; 

• F I C H A T E C N I C A U T I L I Z A D A NO T E S T E D E G E R M I N A C A O - T G E 

T E S T E D E V I G O R - T V ; 

• D A D O S C O L E T A D O S NOS T E S T E S T G E T V . 
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3 . 4 . B C R I O P R O T E T O R E S E R E S I S T E N C I A E L E T R I C A 

Segundo R U B I N (1997) foi publicado diversas revisoes que apresentavam o 

progresso em Termometria a baixa temperatura, durante os anos sessenta, setenta e ate 

1982. A bibliografia de 270 referencias foram selecionadas para concentrar-se na regiao 

de temperatura entre « 0,3K e «160K. Os topicos incluem: Temperatura escalar, 

Pontos fixos, Termometria de gas, termometria de pressao e vapor, Medida de pressao, 

Termometria de resistencia, Dispositivos de juncao e outras termometrias, Termo-

eletrica de termometros eletronicos, outros tipos de termometria, Efeitos de campos 

magneticos e outras condicoes ambientais em termometros, Circuitos e sistemas para a 

medida em controle de temperatura, designios criostaticos, refrigeracao e varios 

metodos 

A criopreservacao oferece a preservacao de toda materia organica imersa em 

nitrogenio liquido, que neutraliza suas atividades metabolicas, mantendo-se viavel a sua 

utilizacao 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 

termico, minimizando o choque exercido pela temperatura de exposicao das sementes 

ao nitrogenio liquido. 

Varios materiais foram submetidos a testes preliminares, no entanto o 

Crioprotetor N° 1 - Tubo polietileno apresentou-se como bom isolante termico 

impedindo que a temperatura interna do tubo chegasse rapidamente ao nivel maximo 

oferecido pelo nitrogenio liquido. 

O Crioprotetor N° 2 - Envelope de aluminio foi quem apresentou melhor 

desempenho como isolante termico, resistindo melhor e tendo um periodo muito longo 

de congelamento 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 formacao dos 

cristais. 

Para realizacao do teste de resistencia foram utilizados: O Multimetro Digital 

Voltcraft 4650 CR. O programa usado para aquisicao de dados foi o Digiscope da 
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Empresa Conrad Eletronic. (AJema), os sensores de temperatura de platina (PT 1000 1/3 

D I N B. R. = lOOOfl da Empresa Conrad Eletronic (Alema). 

O Teste define-se quando o termometro de resistencia que tem a forma de um fio 

longo e fino, e usualmente enrol ado em tomo de um quadro esbelto, construido de modo 

a evitar excessivas tensoes quando o fio se contrair pelo resffiamento. Em 

circunstancias especiais, o fio pode ser enrolado ou embutido na substancia cuja 

temperatura se quer medir. Na faixa de temperaturas muito baixas, os termometros de 

resistencia consist em frequentemente de pequenos resi stores de radio a base de carbono, 

ou de um cristal de germanio tratado com arsenio e selado dentro de uma capsula cheia 

de helio ( Z E M A N S K Y , 1978). Estes termometros podem ser juntados a superficie da 

substancia cuja temperatura se quer medir, ou colocados em furo previamente executado 

para este proposito. 

Para realizacao do teste com os crioprotetores que tinha como objetivo avaliar a 

resistencia de varios materials como isolantes termicos em proteger a semente contra a 

baixa temperatura oferecida pelo nitrogenio liquido, foram utilizados Teste N° l - O 

Crioprotetor natural - Amido de milho que envolvia as sementes em uma massa, onde o 

termometro ficava no centra da massa para a realizacao da leitura, foram realizados tres 

testes com este objetivo, Teste N° 2 - O Crioprotetor em forma de tubo de Polietileno, 

onde o termometro era imerso no tubo e selado e em seguida imerso no nitrogenio, 

foram 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 termometro e em seguida 

eram selados e imersos em nitrogenio liquido, foram realizados 3 testes com este 

procedimento. 

Para iniciar a realizacao do teste foi necessario a calibracao dos resi stores, antes 

de realizar a leitura de qualquer crioprotetor. Os dados de calibracao e formula utilizada 

encontra-se no apendice em anexo. 

De acordo com os graficos 9, 10 e 11 pode-se observar que o amido de milho em 

forma liquida facilitou na rapidez de elevaeao da temperatura ao entrar em contato com 

ozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA N2L. Apos a imersao foram realizados os testes Teste de Germinacao (TG) e o Teste 

de Vigor (TV) , onde os indices ficaram em torno de 68% e 37% respectivamente. 

Os graficos acima descritos, encontram-se no apendice B em anexo. 
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C A L I B R A C A O D EzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA R E S I S T O R E S U T I L I Z A D O S E M TESTE 

T E R M O M E T R I C O . 

Para iniciar a realizacao do teste foi necessario a calibracao dos resi stores, antes 

de realizar a leitura de qualquer crioprotetor. 

Costuma-se medir a resistencia mantendo uma corrente constante conhecida no 

termometro e determinando a diferenca de potencial entre seus extremos por meio de 

um potenciometro muito sensivel. 

A corrente se mantem constante ajustando-se um reostato, de modo a 

permanecer constante a diferenca de potencial atraves de uma resistencia padrao em 

serie com o termometro, observada com um potenciometro monitorizado. O termometro 

de resistencia de platina pode ser utilizado para trabalhos de grande precisao. A 

calibragem do instrumento implica a medida de R ' p t em varias temperaturas conhecidas 

e a representacao dos resultados por meio de uma forma empirica. 

Onde: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBARpl = Rf)^ + Al + Bt
2

) 

R'o = resistencia do fio de platina quando envolvido por agua no ponto triplo. 

T= temperatura e 

A e B sao constantes. 

Os sensores de platina tem varias utilidades na qual uma delas e 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 x Tensao do sensor ThPtOI ( media ) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

-2 5 0  J- - -
j

 - -~-

T e n s a o ( m V ) 

Diante de uma fonte de corrente constante podemos observar que a tensao esta 

em funcao da temperatura numa relacao expressa pela equacao do grafico onde o eixo x 

expressa a tensao e o eixo y expressa a temperatura. 

Diante dos resultados obtidos e com base na equacao do grafico podemos criar 

uma escala termica na qual venha a nos auxiliar a determinar qualquer tensao diante de 

qualquer temperatura e vice e versa. 

Para construir o grafico acima tomamos duas series de medidas, uma serie 

efetuada no resfriamento do sensor e a outra serie de medidas efetuadas no 

reaquecimento do sensor. No resfriamento temos que : 

T ( C) 30,7 20 10 0 -10 -20 -30 -40 -50 -60 -70 

V(mV) 10,25 10,8 10,37 9,91 9,61 9,18 8,79 8,37 7,95 7,52 7,14 

T ( Q -80 -90 -100 -110 -120 -130 -140 -150 -160 -170 -180 -190 

V(mV) 6,72 6,33 5,89 5,48 5,05 4,62 4,18 3,75 3 3 2,9 2,51 2,03 

E no reaquecimento temos que: 

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

V(mV) 2,5 2,93 3,36 3,77 4,22 4,68 5,08 5,5 5,92 6.35 6,76 

T ( C) -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 26,1 

V(mV) 7,17 7,56 7,99 8,4 8,8 9,21 9,64 9,96 10,55 10,97 11,09 

Para obtermos os dados referentes ao grafico acima dispomos de um termometro 

digital, um multimetro digital Voltcraft 4650 CR, um sensor de platina ThptOl, uma 

fonte de corrente constante e nitrogenio liquido. 
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Dispondo de outra amostra de sensor de platina, Thpt02, foram repetidos as 

experiencias e obtidos os seguintes resultados : zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Temperatura x Tensio do sensor ThPt02 ( Media ) 

o 

50 

0 

2 -50 
3 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
m 
5 -100 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
D . 

E 

a 
H -150 

-200 J-

+ 23.939X - 244,53 

= 0,9997 i ---

T e n s a o ( m V ) 

12 

Novamente coletamos valores tanto no resfriamento como no reaquecimento. 

Para o resfriamento temos que: 

T ( C ) 29,4 20 10 0 -10 -20 -30 -40 -50 -60 -70 

V(mV) 11,25 10,86 10,48 10,08 9,63 9,24 8,86 8,43 8,03 7,63 7,23 

T ( C) -80 -90 -100 -110 -120 -130 -140 -150 -160 -170 -192,4 

V (mV) 6,79 6,39 5,94 5,51 5,14 4,7 4,27 3,82 3,4 2,97 2,01 

E para o reaquecimento temos que : 

T ( C) -180 -170 -160 -150 -140 -130 -110 -100 -90 -80 -70 

V (mV) 2,71 3,08 3,47 3,87 4,38 4,75 5,65 6,02 6,45 6,88 7,26 

T ( C ) -60 -50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 25,4 

V (mV) 7,68 8,06 8,5 8,9 9,32 9,73 10,11 103 10,91 11,05 

Devido as imprecisoes causadas pelo si sterna criado para a realizacao da 

experiencia, e afim de diminuir os erros sistematicos causados na obtencao dos dados, o 

grafico apresentado e um resultado estatistico dos dados coletados no resfriamento e no 

aquecimento do sensor. 
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C R I O P R O T E T O R E S E RESISTENCIA E L E T R I C A 

G R A F I C O S : 

Grafico N° 9 - Crioprotetor -3 .1 (Amido de milho) imerso em nitrogenio liquido. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

o 
a. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
2 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
UJ 

T E S T E C R I O P R O T E T O R P A D R A O 

( A m i d o d e M i l h o ) . 1 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

T E M P E R A T U R A ( 0 C ) 

P a g e : 0 0 0 1 B e g i n : 0 9 : 0 3 : 0 8 2 6 - 1 0 - 9 9 R a n g e : D C V 

m V V a l u e s : 2  4  0  D M M : 4 6 5 0 

Grafico N° 10 - Crioprotetor - 3.2 (Amido de milho) imerso em nitrogenio liquido. 

o 
Q. 
s 
LU 

s-

T E S T E C R I O P R O T E T O R P A D R A O 

( A m i d o d e  M ilh o ) 2 

1 2  

1 0  

8 

6 

4 

'.if i, ii, it „ I. v. 

r--

rrf* 

co zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
CO 

CM zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
co 

CN 
CD 

o co 
co 
CD 
oo a> 

T E M P E R A T U R A ( ° C ) 

P a g e : 0 0 0 1 B e g i n : 0 9 : 4 3 : 0 6 2 6 - 1 0 - 9 9 R a n g e : D C V | 

m V V a l u e s : 2 4 0 D M M : 4 6 5 0 

1 2 5 
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Grafico N° 11 - Crioprotetor-3.3 (Amido de milho) imerso em nitrogenio liquido. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

o 
a. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

T E S T E C R I O P R O T E T O R - P A D R A O 

( A m i d o d e M i l h o ).3 

T E M P E R A T I ) R A | ' C | 

P a g e : 0 0 0 1 B e g i n : 1 1 

m V V a l u e s : 2  4  0  D M 

3 4  2 0  2  6  - 1 0  

4 6  5  0  

9 9 R a n g e : D C V 

De acordo com os graficos 12 e 13 pode-se observar que o tubo polietileno 

minimizou o efeito de choque termico exercido pela temperatura oferecida do 

nitrogenio liquido. Quanto aos testes de germinacao e vigor, estes apresentaram-se com 

indices em torno de 88% e 42% respectivamente. 

Grafico N° 12 - Crioprotetor - 2 Tubo polietileno imerso em nitrogenio liquido. 

T E S T E C R I O P R O T E T O R -

T U B O P O L I E T I L E N O . 1 

0 0 > a 3 ( - ^ C O C O ( N r - O h - C D ' 0 ' = r 

• < - T zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA- c M C N c o - < a - - « m u r > < o r -

T E M P E R A T U R A ( ° C ) 
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Grafico N" 13zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA - Crioprotetor-2.2 Tubo polietileno imerso em nitrogenio liquido. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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De acordo com os graficos 14, 15 e 16 pode-se observar que envelope de 

aluminio foi quern apresentou melhor desempenho em reter o aumento da temperatura 

para o interior do envelope. Quanto os indices de germinacao 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 nitrogenio liquido. 
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Grafico N° 15 - Crioprotetor-3.2 Envelope de aluminio imerso em nitrogenio liquido. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

o zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
Q. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Grafico N° 16 - Crioprotetor-3.3 Envelope de aluminio imerso em nitrogenio liquido. 
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CL 
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Os graficos apresentam valores referentes ao tempo de exposicao das sementes 

ao nitrogenio liquido, desde o momento de imersao no botijao criogenico, ate a 

estabilidade da temperatura entre o nitrogenio e o material biologico imerso. 

1 2 8 



Apendices zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

F I C H A T E C N I C A U T I L I Z A D A N O TESTE DE G E R M I N A C A O - T G e T E S T E 

D E V I G O R - T V , 

TESTE D E G E R M I N A C A O 

Esp. GergelimzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA {Sesamum indicum L . ) 

Var. ( ) Serido-l ( ) CNPA-G2 ( ) CNPA-G3 

D A T A : / / - / / 

Tamanho da amostra: 200 sementes 

1. Repeticao com 50 sementes em cada placa de Petri, no total de 4 repeticoes. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

R = Z x  2 = Y 

Z = Numero de sementes; 

Y = Numero total em porcentagem; 

Contagem de Dias 

Teste de l
a

 contagem Teste final 

R.1 = ( ) x 2 = ( % ) R.1 = ( ) x 2 = ( % ) 

R . 2 = ( ) x 2 = ( % ) R . 2 = ( ) x 2 = ( %) 

R.3 - ( ) x 2 = ( % ) R.3 = ( ) x 2 = ( %) 

R . 4 = ( ) x 2 = ( %) R . 4 = ( ) x 2 = ( % ) 

R total = ( % ) R total = ( % ) 

TESTE D E V I G O R 

2. Numero de piantulas com maior vigor, desenho esquematico da plantula media 

(Hipocotilo + Raiz). 

R.1 = ( ) - ( cm) 

R . 2 = ( ) - ( cm) 

R.3 = ( ) - ( cm) 

R . 4 = ( ) - ( cm) 

R total = ( cm) 

R 

129 



Apendices 

DAPOS COLETADOS NOS TESTES PE GERMINACAO (TG) E TESTE DE VIGOR 

(TV). 

Cultivar: GERGELIMzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA {Sesamum indicum L.) 

Variedade: Serido - 1 

Periodos de armazenagem: 0 , 5 , 30 e 60 dias 

Crioprotetores: Sem Crioprotetor, Crioprotetor I - Tubo polietileno, Crioprotetor 2 - Envelope 

de aluminio e Crioprotetor 3 - Amido de milho. 

Temperatura de descongelamento : Temperatura Ambiente e Banho Termostatizado (40°C). 

GERMINACAO 

T.ARMAZEN. 0 5 30 60 

SEM T . A T . A T . A T . A 

CRIOPROT. 96 95 95 97 70 70 69 68 64 70 66 70 80 86 82 86 

B . T B . T B . T B . T 

98 98 97 99 72 70 70 73 76 74 64 60 72 70 74 76 

CRIOP. 1 T . A T . A T . A T . A 

90 93 92 93 82 80 80 80 84 84 82 76 96 92 96 90 

B . T B . T B . T B . T 

95 95 97 96 70 70 65 65 70 70 66 62 80 76 74 78 

CRIOP. 2 T . A T . A T . A T . A 

93 93 90 92 83 85 84 84 86 88 82 88 78 82 74 80 

B . T B . T B . T B . T 

93 93 94 92 75 70 60 60 74 72 60 60 86 88 90 88 

CRIOP. 3 T . A T . A T . A T . A 

88 88 90 86 35 | 30 30 30 34 26 28 28 62 50 54 50 

B . T B . T B . T B . T 

88 88 94 90 35 30 30 20 38 32 24 20 78 62 60 60 

VIGOR 

SEM CRIOP T . A T . A T . A T . A 

50 50 52 56 20 20 20 22 14 20 22 16 50 62 46 50 

B . T B . T B . T B . T 

60 60 62 58 50 50 40 45 52 56 40 44 40 46 50 44 

CRIOP . 1 T . A T . A T . A T . A 

53 54 56 61 30 30 35 35 30 28 34 26 70 56 70 60 

B . T B . T B . T B . T 

58 58 58 57 20 20 30 20 18 24 30 20 52 48 50 50 

CRIOP . 2 T . A T . A T . A T . A 

48 48 48 47 31 39 50 50 30 58 48 44 38 44 44 40 

B . T B . T B . T B . T 

52 52 50 54 25 25 20 22 26 24 20 22 50 46 44 40 

CRIOP. 3 T . A T . A T . A T . A 

42 40 38 40 15 19 20 20 10 10 10 10 24 20 22 24 

B . T B . T B . T B . T 

43 43 43 42 10 10 20 20 16 12 12 20 24 20 30 26 

130 



^ Apendices 

PAPOS COLETAPOS NOS TESTES DE GERMINACAO ( T O E TESTE PE VIGOR 

(TV). 

Cultivar: GERGELIMzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA {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 milho. 

Temperatura de descongelamento : Temperatura Ambiente e Banho Termostatizado (40°C). 

GERMINACAO 

T.ARMAZEN. 0 5 30 60 

SEM T . A T . A T . A T . A 

CRIOPROT. 97 97 98 96 70 70 60 65 70 74 78 72 92 96 92 86 

B .T B . T B . T B . T 

96 97 98 98 80 80 65 60 82 80 64 62 78 90 82 88 

CRIOP. 1 T . A T . A T . A T . A 

95 95 95 94 80 90 85 85 88 90 82 80 96 92 90 90 

B . T B . T. B . T B . T 

96 96 94 98 70 75 75 70 76 74 74 72 94 90 90 86 

CRIOP. 2 T . A T . 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 92 90 94 80 85 90 90 84 88 90 86 96 90 96 94 

CRIOP. 3 T . A T . A T . A T . A 

90 88 89 93 45 40 50 55 44 40 54 56 80 84 88 90 

B . T B . T B . T B . T 

92 90 91 95 78 60 60 65 78 64 66 62 84 86 82 80 

VIGOR 

SEM CRIOP T . A T . A T . A T . A 

65 65 64 65 40 40 30 20 40 38 30 20 64 58 58 64 

B . T B . T B . T B . T 

67 65 69 67 30 40 25 30 32 40 24 26 36 60 46 50 

CRIOP . 1 T . A T . A T . A T . A 

62 60 60 64 55 50 60 50 56 50 60 50 64 70 48 56 

B . T B . T B . T B . T 

63 63 62 64 50 58 40 30 50 58 40 48 75 66 66 60 

CRIOP. 2 T . A T . A T . A T . A 

60 60 62 58 40 40 40 25 46 50 44 30 72 74 70 70 

B . T B . T B . T B . 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 10 20 30 34 48 50 40 

B . T B . T B . T B . T 

63 61 60 68 30 30 20 25 32 24 26 40 26 38 34 36 
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DADOS COLETAPOS NOS TESTES PE GERMINACAO (TG) E TESTE DE VIGOR 

Cultivar: GERGELIMzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA {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 aluminio e Crioprotetor 3 - Amido de milho. 

Temperatura de descongelamento : Temperatura Ambiente e Banho Termostatizado (40°C). 

GERMINACAO 

T.ARMAZEN. 0 5 30 60 

SEM 

CRIOPROT. 

T . A T . A T . A T . A SEM 

CRIOPROT. 96 95 95 97 85 85 85 jzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 80 88 82 90 90 96 96 92 94 

SEM 

CRIOPROT. 

B . T B . T B . T B . T 

SEM 

CRIOPROT. 

91 193 90 94 60 60 70 75 68 74 66 70 96 94 96 90 

CRIOP. 1 T . A T . A T . A T . A CRIOP. 1 

94 94 93 95 90 95 95 90zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 196 96 94 [92 96 90 94 94 

CRIOP. 1 

B . T B . T B . T B . T 

CRIOP. 1 

91 91 90 91 90 95 90 92 94 94 90 j 90 98 92 90 88 

CRIOP. 2 T . A T . A T . A T . A CRIOP. 2 

90 88 90 92 95 95 95 95 96 94 96 96 96 94 94 90 

CRIOP. 2 

B . T B . T B . T B . T 

CRIOP. 2 

91 90 90 93 93 90 93 95 96 92 94 96 96 94 98 94 

CRIOP. 3 T . A T . A T . A T . A CRIOP. 3 

88 83 88 93 48 1 60 50 50 48 56 50 54 76 78 74 74 

CRIOP. 3 

B . T B . T B . T B . T 

CRIOP. 3 

90 88 88 96 60 65 65 65 68 64 62 68 86 82 80 |84 

VIGOR 

SEM CRIOP T . A T . A T . A T . A SEM CRIOP 

63 62 61 66 45 45 50 50 46 50 52 40 74 72 70 70 

SEM CRIOP 

B . T B . T B . T B . T 

SEM CRIOP 

60 63 57 60 41 43 45 60 46 60 54 40 76 74 76 72 

CRIOP . 1 T . A T . A T . A T . A CRIOP . 1 

62 62 60 64 40 40 50 55 50 56 58 44 76 78 74 76 

CRIOP . 1 

B . T B . T B . T B . T 

CRIOP . 1 

62 58 58 62 62 61 63 63 66 72 62 60 72 70 68 68 

CRIOP . 2 T . A T . A T . A T . A CRIOP . 2 

60 60 60 60 60 65 65 60 64 66 70 60 78 76 74 76 

CRIOP . 2 

B . T B . T B . T B . T 

CRIOP . 2 

59 59 57 61 70 62 60 58 70 66 60 ] 62 70 68 66 68 

CRIOP. 3 T . A T . A T . A T . A CRIOP. 3 

58 58 57 59 20 20 20 25 24 18 14 20 42 32 50 40 

CRIOP. 3 

B . T B . T B . T B . T 

CRIOP. 3 

60 60 58 62 30 20 25 25 30 20 26 22 40 46 42 50 
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