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RESUMO

CAETANO, Graciene de Souza Santos, Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia Goiano- campus Rio Verde, maio de 2012. Higroscopicidade e
criopreservacdo de sementes de caju-de-arvore-do-cerrado. Orientadora: Dr.

Juliana de Fatima Sales.

O caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) possui porte arboreo, tem
potencial alimenticio e medicinal. Sua exploragdo ¢é extrativista e as plantagdes
comerciais sdo praticamente inexistentes. O armazenamento de sementes ¢ uma
preocupacdo crescente nos programas de melhoramento genético de plantas e tem
grande importancia na preservacdo do material genético. As condi¢des de umidade
relativa e de temperatura durante o armazenamento, em que as sementes alcancardao o
equilibrio higroscopico especifico, determinardo a manutencdo de sua qualidade
fisioldgica por maior ou menor tempo. O objetivo deste trabalho foi estudar o equilibrio
higroscopico e determinar as isotermas de dessor¢do de sementes de caju-de-arvore-do-
cerrado para diversas condigdes de temperatura e atividades de dgua, bem como avaliar
a possibilidade de criopreservacdo por diferentes tempos de armazenamento,
verificando também o método mais adequado para o descongelamento das sementes. O
teor de agua de equilibrio das sementes foi determinado pelo método estatico-
gravimétrico para temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C e atividades de 4gua para cada
temperatura entre 0,12 a 0,89 (decimal). O teor de 4gua de equilibrio decresce com o
aumento da temperatura para uma dada atividade de agua a semelhanga dos produtos
higroscopicos. Aos dados experimentais foram ajustados diversos modelos

matematicos. O modelo de Chung-Pfost ¢ o que descreve melhor a higroscopicidade das



Xii

sementes de caju-de-arvore-do-cerrado. Foi avaliado também o efeito do
armazenamento das sementes de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum
Rizz.) em nitrogénio liquido por 2, 4 e 6 meses a (-196°C) submetidas ao
descongelamento rapido (banho maria a 37°C durante dez minutos) e descongelamento
lento (temperatura ambiente a 26°C+ 2°C por um periodo de 2 horas). Sementes de caju
com 7% de umidade sem criopreservac¢ao foram utilizadas como testemunhas. Antes e
apds o armazenamento das sementes, foram realizadas as avaliagdes de porcentagem de
germinagdo, indice de velocidade de germinacdo (IVG), porcentagem de plantulas
normais. As sementes de caju-de-arvore-do-cerrado apos a criopreservagao por 6 meses,
mantiveram elevadas taxas de germinacdo, acima de 75%. O descongelamento lento
proporcionou maiores porcentagens de germinacdo e velocidade de germinagdo das

sementes.

Palavras-chave: Isotermas de dessor¢do; Armazenamento; Anacardium othonianum

Rizz.



ABSTRACT

CAETANO, Graciene de Souza Santos, Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia Goiano- campus Rio Verde, maio de 2012. Hygroscopicity and
cryopreservation savannah cashew-tree seeds. Adviser: Dr.?. Juliana de Fatima Sales.

The savannah cashew-tree (Anacardium othonianum Rizz.) is arboreal and has
medicinal and food potential. Its exploration is extractive and commercial plantations
are practically inexistent. The seed storage has great concern in breeding programs for
plants and is important in the preservation of genetic material. The conditions of
humidity and temperature during storage, where the seeds reach the specific
hygroscopic equilibrium, require the maintenance of physiological quality for more or
less time. The aim of this study was to evaluate and determine the equilibrium moisture
sorption isotherms of seeds from savannah cashew-tree at various conditions of
temperature and water activities, as well as evaluating the possibility of their
cryopreservation in different storage times, and to verify the most appropriate method
for thawing the seeds. The equilibrium water content of the seeds was determined by
gravimetric-static method at temperatures of 25, 30, 35 and 40 °C and water activity for
each temperature range from 0.12 to 0.89 (decimal). The equilibrium water content
decreases with increasing temperature for a given water activity like the hygroscopic
products. Experimental data were fitted to various mathematical models. The Chung-
Pfost model is what the best describes the hygroscopicity of the seeds from savannah
cashew-tree. It was also evaluated the effect of seed storage of savannah cashew-tree
(Anacardium othonianum Rizz) in nitrogen liquid for 2, 4 and 6 months (196°C). The
seeds were slowly thawed at room temperature (26°C+2°C) for a period of 2 hour

period or fast thawing in a water bath at 37°C for 10 minutes cashew seeds with 7%
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moisture without cryopreservation were used as control. Before and after seed storage,
evaluations were made of germination percentage, speed germination index (GSI),
percentage of normal seedlings. The seeds from savannah cashew-tree after
cryopreservation for 6 months, had high germination rates above75%. The slow thawing

yielded higher percentages of germination and germination index of seeds.

Keywords: Desorption isotherms; Stored; Anacardium othonianum Rizz.



INTRODUCAO GERAL

1.1 O bioma cerrado

O cerrado  brasileiro possui localizagdo  geografica  privilegiada,
predominantemente no Planalto Central (Meira Neto & Saporetti Junior 2002), abrange
varios estados ¢ o Distrito Federal, ¢ tem aproximadamente dois milhdes de km?,
formado por grande biodiversidade de fauna e flora (Avidos & Ferreira 2003).

A vegetacdo do cerrado ¢ a mais ameacada no pais por causa dos avangos da
fronteira agricola (Junqueira et al. 2007). O ritmo acelerado da acdo antropica nas
ultimas décadas tem ocasionado a perda do material vegetal nativo e praticamente
desconhecido cientificamente (Vieira & Martins 2000).

Sao inumeras as espécies da flora que merecem atencdo especial, como plantas
medicinais e frutiferas que geralmente sdo utilizadas pela populacdo como fonte de
alimento, no tratamento de muitas doencas infecciosas como maldria, infec¢des

bacterianas e fungicas (Alves et al. 2000).

1.2 A fruticultura

A fruticultura se destaca como uma das atividades que apresenta maior retorno
econdmico e social (Alves 2002). Nos ultimos anos, 6rgdos de pesquisa, ensino,
protecao ambiental e extensao rural t€ém estudado e divulgado o potencial de utilizagao
das espécies do cerrado, além de investir na conscientizagdo dos agricultores quanto a
importancia de preserva-las e utiliza-las de forma racional e sustentdvel. H4 um

mercado crescente para os frutos nativos, porém pouco explorado.



Todo o aproveitamento desses frutos ¢ feito de forma extrativista. Varias
espécies nativas estdo sendo estudadas atualmente, e a maioria delas se encontra em
estado silvestre. E muito importante a domesticagdo destas fruteiras para cultivo em
pomares comerciais, evitando seu desaparecimento do meio natural (Ribeiro &
Rodrigues 2006).

O Brasil ¢ considerado o terceiro produtor mundial de frutas, sendo que o caju
(Anacardium occidentale L.) esta entre as principais fruteiras cultivadas (Alves 2002,
Melo 2002). Diferenciando dos demais paises produtores pelo aproveitamento industrial
do pseudofruto (pedinculo carnoso), cujo potencial econémico ¢ grande, em razio de
inimeras possibilidades de utilizacao (suco, polpa, aguardente, rapadura, doces) (Barros
2002). Sua utilizagdo principal ¢ para a producdo de castanha, considerada o fruto
verdadeiro, que ¢ comercializado no mercado internacional de nozes comestiveis
(Barros 2002).

O cerrado apresenta mais de 50 espécies de diferentes familias que produzem
frutos comestiveis, consumidos pelas populacdes locais e pela fauna silvestre, ou
processadas na forma de sucos, licores, sorvetes, geleias e doces (Silva et al. 2008).

Os frutos sdo comercializados em grande parte nas feiras livres e mercados
publicos da regido de ocorréncia das espécies (Gusmao et al. 2006). A maioria apresenta
elevados teores de agucares, proteinas, vitaminas e sais minerais, além de sabor
caracteristico inigualavel (Silva et al. 2008). Cem gramas de sementes de baru (Dipteryx
alata Vog.), por exemplo, fornecem 617 calorias e 26% de proteina. Em 100 gramas de
polpa de pequi (Caryocar brasiliense Camb.), contém 20 mil miligramas de vitamina A.
Em 100 gramas de polpa de Buriti (Mauritia flexuosa L.) contém 158 miligramas de
calcio (Silva 2001) e em 100 gramas de castanha de caju-de-arvore-do-cerrado
(Anacardium othonianum Rizz.) contém 15 miligramas de calcio, 0,65 miligramas de
zinco ¢ 0,26 miligramas de ferro (Silva et al. 2008).

Apesar do grande potencial econdmico das plantas do cerrado, dados sobre o
cultivo e producdo destas espécies, frutiferas e medicinais nativas ainda sdo escassos,

entre elas destacando o caju-de-arvore-do-cerrado.

1.3Caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.)

A familia Anacardiaceaec compreende cerca de 60 a 74 géneros e 400 a 600

espécies de arvores e arbustos (Agostini-Costa et al. 2006). Das 21 espécies descritas



pela taxonomia tipoldgica no género Anacardium, 18 sdao encontradas no Brasil (Paiva
et al. 2003). O principal centro de diversidade do género Anacardium ¢é a regido
Amazobnica, com um centro secundario de diversidade nos cerrados, especificamente no
Planalto Central (Paiva et al. 2003).

O Anacardium othonianum Rizz., nativo do cerrado brasileiro, destaca entre
essas espécies pela importancia econdmica para a regido (Cavalcanti Junior & Chaves
2001, Silva et al. 2001). Apresenta varios nomes populares como caju-de-arvore-do-
cerrado, cajuzinho e cajui (Agostini-Costa et al. 2006). A espécie possui
comportamento ortodoxo quanto ao armazenamento das sementes (Lima et al. 2012).

Possui porte arboreo que pode medir entre 3 a 4 metros de altura, por 3 a 4
metros de diametro de copa, e tronco de 20 a 40 centimetros de diametro (Naves 1999).
As folhas e cascas do cajueiro possuem esteroides, flavonoides, fendis, taninos, gomas,
resinas, material corante, saponinas (Fujita 2008). O caju-de-arvore-do cerrado floresce
e frutifica entre junho e outubro; sdo produzidos entre 200 e 600 frutos por planta, cujo
peso varia entre 5 e 10 gramas e sdo colhidos entre setembro e outubro a partir do
segundo ou terceiro ano. As flores sdo polinizadas por abelhas e vespas (Mendonga et
al. 1998). A espécie tolera bem os periodos de secas e os solos pobres (pH 4,5-6,5),
caracteristicos do cerrado.

Assim, como ocorre no caju (Anacardium occidentale L.), no Anacardium
othonianum Rizz. também existe uma enorme variagdo na forma do pseudofruto ¢ do
fruto, no sabor e no rendimento (Silva et al. 2001, Paiva et al. 2003).

O fruto do cajueiro ¢ uma drupa reniforme (castanha), rica em proteina,
calorias, carboidratos, fosforo e ferro, contém aproximadamente 46,5% de lipideos
(Gallina et al. 1993), é consumida principalmente quando torrada (Silva et al. 2001). O
pseudofruto, a parte carnosa do caju ¢ de coloracdo amarelada e avermelhada (Brandao
et al. 1992), rico em vitamina C, fibras e compostos fenolicos (Agostini-Costa et al.
2005). Apresenta de 2 a 4 cm de comprimento por 2 a 3 cm de didmetro e peso entre 5 a
12 g, e o0 aproveitamento alimentar ¢ na forma de polpa, suco, licor e doces.

Resultados de trabalhos desenvolvidos pela Embrapa e por outras institui¢des
de pesquisa relatam que além do potencial vitaminico presente no pseudofruto, os
compostos fendlicos conferem potencial antioxidante a polpa do fruto. Esta propriedade
biologica estd associada a prevencdo de doencas cronico-degenerativas, como

problemas cardiovasculares, cancer ¢ diabetes (Agostini-Costa et al. 2005).



A exploracao dos frutos de caju-de-arvore-do-cerrado ¢ feita via extrativismo,
sendo poucas as informagdes sobre sua biologia e manejo indispensdveis para o uso e
producdo sustentavel dessa fruteira. Existem os riscos associados ao extrativismo de
produtos naturais, quando a oferta do produto ¢ inferior a demanda do mercado, além do
aspecto negativo da sazonalidade da produgdo dos frutos. Para assegurar maior
quantidade e qualidade na producdo de frutos, uma alternativa viavel ¢ implantagdao de
cultivo dessa espécie. O wuso sustentdvel pode contribuir na conservagdo da
biodiversidade do bioma cerrado, podendo ser valorizado como produto que contribui
para a conservagao da natureza (Sano et al. 2004).

O caju-de-arvore-do-cerrado ¢ bastante produtivo e a propagagdao ¢
predominantemente por meio de sementes (Barros 1995, Cavalcanti Junior & Chaves
2001, Silva et al. 2001). O uso de espécies nativas em programas de reflorestamento
requer a producdo continua de um grande nimero de mudas que no presente momento
nao sao disponiveis. Em condi¢des naturais ou de viveiros, a germinagao desta espécie €
irregular e lenta e suas sementes perdem rapidamente o poder germinativo (Barros

1995, Cavalcanti Junior & chaves 2001, Silva et al. 2001).

1.4 Armazenamento de Sementes

A exploracao comercial e a incorporacao de espécies nativas em programas de
recuperagdo de areas degradadas dependem de um sistema eficiente de produgdo de
mudas, cujo sucesso ¢ influenciado diretamente pela qualidade da semente (Costa
2009).

Para muitas espécies nativas, a produgdo de sementes ¢ irregular, podendo ser
escassa em determinados anos e abundante em outros (Carneiro & Aguiar 1993). Desse
modo, o armazenamento de sementes ¢ uma forma de regular sua disponibilidade para
fins de reflorestamento e plantios comerciais, além de preservar a maneira mais simples,
viavel e econdmica de preservar a variabilidade genética vegetal (Van Slageren 2003).
Entretanto, para a maioria das espécies nativas, o conhecimento das condi¢des ideais
para manutencdo da qualidade das sementes ao longo do armazenamento ¢ limitado ou
inexistente, em virtude da grande diversidade de espécies da flora brasileira (Carvalho

et al. 2006).



Considerando o armazenamento de sementes, ha espécies que podem ser
desidratadas e posteriormente armazenadas a baixas temperaturas (Medeiros &
Cavallari 1992). Roberts (1973), definiu o termo ortodoxo para sementes capazes de
manter sua viabilidade apds serem desidratadas e expostas a baixas temperaturas e
recalcitrantes para aquelas que ndo suportam a desidratagdo e exposicdo a baixas
temperaturas. O baixo teor de umidade em semente ortodoxa ¢ uma das caracteristicas
que lhes confere grande viabilidade (Fowler 2000). Esse mecanismo pelo qual as
sementes toleram a secagem e ao congelamento, acontece por vdrios fatores
fisiologicos, sendo que um deles é a ag¢do das proteinas LEA ¢ oligossacarideos
(sacarose, estaquiose) considerados substancias protetoras.

A deterioragdo de sementes ¢ um processo degenerativo e continuo. As
condi¢cdes ambientais ¢ de manejo, podem influenciar na redugcdo da qualidade
fisioloégica das sementes e intensificacdo do fenomeno da deterioragdo (Marcos Filho
2005). Segundo Gémez-Campo (2002), € possivel conservar sementes durante longos
periodos de tempo através da dessecacdo e manutencao em baixa temperatura.

Como a deterioragdo de sementes ¢ um processo degenerativo, diversas
técnicas sdo com frequéncia, estudadas em busca de melhores condigdes de
armazenamento, sendo que a principal técnica de conservagdo de sementes durante o
armazenamento ¢, ainda, a reducdo do seu metabolismo, seja através da remocdo da
agua ou da diminui¢do da temperatura do ambiente de armazenamento (Kohama et al.
2006).

O conhecimento da tolerancia a perda de umidade pelas sementes ¢ informagao
essencial no estabelecimento de métodos para conservacdo e armazenamento (Andrade
et al. 2005). De acordo com Carvalho & Nakagawa (2000), varios autores atribuem a
umidade relativa influéncia direta na respiragdo das sementes, sendo esse o fator mais
importante que influencia na manutengdo da qualidade fisioldégica durante o
armazenamento. Dessa forma, para varias espécies, a conservagdo ocorre com niveis
baixos de umidade. Entretanto, existem espécies cuja viabilidade e vigor sdo perdidos
com a desidratacdo, interferindo sobremaneira no armazenamento em condig¢des secas.

A redugdo do teor de 4gua imediatamente ap6s a colheita também € um aspecto
importante quando as sementes apresentam teor de d4gua inadequado ao armazenamento.
De maneira geral a secagem pode ampliar a longevidade das sementes, reduzindo as
reacdes metabdlicas e dificultando a agdo de microrganismos e insetos prejudiciais a sua

conservagao (Carvalho & Nakagawa 2000, Villela & Peres 2004).



O armazenamento ¢ a técnica mais segura ¢ eficiente para manutengdo da
qualidade tecnoldgica e fisiologica dos produtos vegetais. Seu principio se baseia na
manipulacdo dos fatores intrinsecos e/ou extrinsecos. Dentre eles, destaca-se a
composi¢ao quimica, qualidade fisioldgica inicial (viabilidade e vigor), teor de agua das
sementes, embalagem de acondicionamento, temperatura ¢ umidade relativa do ar do
ambiente de armazenamento e periodo de armazenamento desejado (Wetzel et al. 2003).

Visto que sdo poucos os estudos com espécies do cerrado, torna se necessario o
conhecimento da germinacdo e de técnicas que viabilizem a conservagdo das sementes,
pois estas perdem seu poder germinativo quando armazenadas por um periodo maior de
tempo. No entanto, nem sempre ¢ possivel realizar o plantio das sementes logo apds a
colheita, tornando necessdrio armazena-las para uso posterior. Além do mais, estas
espécies podem ser usadas para subsidiar programas de reintroducdo de mudas e

conservagao das frutiferas do cerrado em areas de reflorestamento e pesquisas.

1.5Higroscopicidade

Durante o armazenamento das sementes, acontecem mudangas fisicas, quimicas
e microbioldgicas, que podem ocasionar em perdas na qualidade. Para a correta
realizagdo das operagdes de secagem e de armazenagem, torna-se necessario o
conhecimento das relagdes existentes entre a temperatura e a umidade relativa do ar e o
teor de agua desejavel para a boa conservacao do produto.

Como todo material higroscopico, as sementes de caju-de-arvore-do-cerrado
tem a propriedade de realizar trocas de dgua sob a forma de vapor com o ambiente que
as envolve, convergindo, constantemente para uma relacdo de equilibrio entre seu teor
de agua e as condi¢des do ambiente de armazenamento. O equilibrio higroscépico ¢
atingido quando a pressdo parcial de vapor de 4gua no produto, iguala-se com a pressao
parcial de vapor de 4gua do ar que o envolve a uma mesma temperatura (Aragjo et al.
2005).

A disponibilidade de 4gua em materiais biologicos, tais como graos e frutos, é
indicada pela atividade de agua (Aw) ou pelo teor de agua de equilibrio com a
temperatura ¢ umidade relativa do ar ambiente. A atividade de dgua e a umidade
relativa, quando atingido o equilibrio dindmico, sdo numericamente iguais (Brooker et

al. 1992).



A relacao entre o teor de agua de um determinado produto e a umidade relativa
de equilibrio para uma temperatura especifica pode ser expressa por meio de equacdes
matematicas, cujas representagdes graficas sdo denominadas isotermas ou curvas de
equilibrio higroscopico (Corréa et al. 2005). Numerosos sdo os modelos capazes de
predizer uma isoterma (Resende et al. 2006). A utilizagdao de equacdes matematicas para
estimar o teor de 4gua de equilibrio higroscopico apresenta a vantagem de predi¢dao de
valores de atividade de agua do produto, em condicdes ambientais de dificil
determinagdo experimental.

Os modelos matematicos diferem na sua base tedrica ou empirica e na
quantidade de parametros envolvidos (Mulet et al. 2002). Os principais critérios
utilizados para seleciond-los sdo o grau de ajuste aos dados experimentais e a
simplicidade do modelo (Furmaniak et al. 2007).

Para Hall (1980), as curvas de equilibrio higroscopico sdo importantes para
definir os limites de desidratacao do produto, estimar as mudancas do teor de agua sob
determinada condi¢do de temperatura e umidade relativa do ambiente e para definir os
teores de dgua adequados ao inicio de atividade de microrganismos que podem provocar
a deterioragdo do produto.

As curvas de equilibrio higroscopico podem ser obtidas experimentalmente por
meio dos métodos dinamico e estatico. No método dinamico, a semente € submetida a
fluxos de ar sob condi¢des controladas e fixas de temperatura e umidade relativa até que
seja atingido o equilibrio. No método estatico, o equilibrio higroscopico entre o produto
e o ar ambiente sob condi¢des controladas, ¢ atingido sem movimentacao do ar (Wang
& Brennan 1991, Jayas & Mazza 1993, Chen 2000).

A composicdo quimica do produto influencia diretamente no processo de
sor¢do de agua. Segundo Brooker et al. (1992), produtos com elevado teor de oleo
adsorvem menor quantidade de d4gua do ambiente que aqueles com alto teor de amido.
Além disso, a cultivar, o grau de maturidade e as condicdes fisicas e sanitarias, bem
como a maneira pela qual o equilibrio foi obtido (adsor¢do ou dessor¢do), também sao
determinantes para o estabelecimento do teor de agua de equilibrio de produtos

higroscopicos (Chen 2000, Fan et al. 2000).



1.6 Criopreservacao de Sementes

O armazenamento em baixas temperaturas, incluindo a criopreservagdo em
nitrogénio liquido, tem se revelado um método eficiente e pratico para a manutengao da
qualidade fisiologica de sementes e material vegetal armazenado. A criopreservagdo ¢é
definida por Medeiros & Cavallari (1992) e Coelho (2006), como sendo a preservagao
de materiais biologicos a temperaturas entre -160 e -196°C, em nitrogénio liquido, em
que todos os processos metabdlicos sdo essencialmente paralisados e mantidos em
estado latente, proporcionando a preservacao dos materiais por tempo indeterminado.

Outros autores acrescentam que a criopreservagdo ¢ um método
potencialmente estudado para reduzir a taxa de deterioragdo aumentando assim o tempo
de armazenamento das sementes, assegurando a preservacdo das fontes genéticas da
planta, além de reduzir os custos ¢ a perda da viabilidade (Stanwood & Bass 1981,
Stanwood 1985).

E importante ressaltar que a criopreservagio nio deve ser considerada como
um método que ira substituir os métodos tradicionais de conservagao ex situ, entretanto,
¢ uma alternativa a mais para incrementar as formas de conservagdo de germoplasma ja
existentes (Carvalho 2006). A escolha por determinado método de conservacdo ira
depender do periodo de conservagdo desejavel, das espécies a serem conservadas, da
parte da planta a ser preservada e dos recursos financeiros disponiveis (Carvalho 2006).
Podem ser criopreservados dpices e gemas, embrides somaticos e zigdticos, células
emsuspensdo, eixos embrionarios e até protoplastos, ou seja, células desprovidas da
parede celular. As sementes sdo mais adequadas para fins de conservacao de uma
espécie por serem sistemas mais organizados (Towill 2002).

Na ultima década, o avango significativo nas pesquisas utilizando as técnicas
de criopreservacdo de sementes, resultou em protocolos de conservagdo para cerca de
100 espécies. A maioria envolveu sementes de espécies de clima temperado e frio e
pouco foi realizado com as espécies de clima tropical e subtropical (Wetzel et al. 2003).

Essa técnica ¢ eficiente e pratica para a conservacao de recursos fitogenéticos
durante varios anos, especialmente em se tratando de espécies que apresentam sementes
recalcitrantes ou intermediarias (Santos 2000), germoplasmas raros ou mesmo espécies
ameagadas de extingdo (Gonzaga et al. 2003). Segundo Henshaw et al. (1980) embora
seja possivel crioarmazenar varias partes da planta, os sistemas organizados, como

sementes e embrides, sdo os mais adequados para a conservagao de recursos genéticos.



Inimeros trabalhos tém sido realizados com o intuito de verificar a tolerancia
do material a crioconservacdo. Isso porque, os Unicos estados fisicos existentes em
temperaturas abaixo de -130°C ¢ o cristalino e o vitreo. No estado cristalino, sdo
formados cristais de gelo que podem danificar a membrana celular. Portanto, para que a
crioconservacao seja bem-sucedida, ¢ necessario que o material seja desidratado para a
obtencdo do estado vitreo, em que a 4gua se encontra em altissima viscosidade, com as
propriedades mecanicas de um sélido (Santos 2001). Em geral, sistemas biologicos
tolerantes a dessecacdo tém a habilidade de formar o estado vitreo.

A vitrificacdo é o processo através do qual a dgua sofre uma transi¢do da fase
liquida para o estado solido amorfo e meta-estavel (Fahy et al. 1984; Franks 1982,
Santos 2001). Nesse processo ndo envolve mudangas quimicas, mas apenas mudangas
fisicas na viscosidade do liquido. No entanto, ndo ha formac¢do de uma estrutura
cristalina que possa danificar a estrutura celular durante a exposi¢do em temperaturas
sub-zero (Duarte 2009).

A formagdo do estado vitreo tem muitos efeitos benéficos para a célula
desidratada como: limitacdo da perda de agua, limitacdo da cristalizacdo de sais e
proteinas no citoplasma, prote¢do contra mudancas no pH a medida que a agua ¢
removida, e prevencao de colapso celular durante extensiva perda de agua (Koster
1991).

A vitrificacdo do citoplasma pode ser obtida experimentalmente por meio da
desidratag@o dos tecidos para um teor de umidade em que ndo exista agua livre para a
cristalizacdo antes de armazenar em nitrogénio liquido. Desse modo, a solucao celular
se torna muito concentrada e pode passar pela transi¢do de vitrificagio quando uma
velocidade de congelamento apropriada ¢ utilizada, e a formacdo de gelo durante a
exposicao a -196°C ¢ evitada (Santos 2001).

De acordo com Vieira (2000), a desidratacdo pode ser obtida pela evaporagao
da 4gua ou por tratamento com uma solucdo altamente concentrada de crioprotetores
quimicos (solu¢do de vitrificacdo) como o dimetilsulféxido (DMSO), metanol, glicerol,
etileno glicol, propileno glicol, dentre outros.

Mais recentemente, t€ém sido utilizados agliicares como a sacarose, trealose e
glucose, como substancias crioprotetoras porque eles ndo apresentam toxicidade as
células vegetais mesmo quando se acumulam em grande quantidade no citoplasma. Em
comparagdo com os crioprotetores tradicionais, esses agucares mostram alta eficiéncia

na estabilizacdo das membranas celulares durante o congelamento. De modo
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semelhante, grande quantidade de acticares como sacarose, trealose e oligossacarideos
(rafinose e estaquiose) acumulam em estruturas que sdo tolerantes a intensa
desidratacao (Santos 2001).

Os materiais vegetais normalmente utilizados (calos, embrides zigoticos e
somaticos, gemas apicais ¢ laterais, sementes) apresentam altos teores de d4gua em suas
células, necessitando que sejam removidos antes da imersdo no nitrogénio liquido. A
desidratacdo ndo ¢ um processo simples, porque a agua exerce funcdes biologicas
fundamentais nas células (Carvalho 2006).

Viérios autores descrevem que o percentual de teor de agua das sementes € o
fator mais critico (Coelho & Cavalcanti Mata 2005). Este teor de agua deve ser baixo o
suficiente para evitar a formagao de cristais de gelo, mas ndo tdo baixo que cause injuria
por desidratacdo excessiva (Santos 2001), como o rompimento das membranas,
concentragdo de solutos no citoplasma a niveis toxicos e desnaturacdo de acidos
nucleicos ¢ membranas. Os teores muito altos provocam morte instantanea da semente
durante o processo de congelamento e/ou descongelamento (Carvalho 2006).

De acordo com Carvalho (2006), sementes ortodoxas podem ter seu teor de

agua reduzido e serem colocadas diretamente em nitrogénio liquido. Stanwood (1980) e

Kermode & Finch-Savage (2002), definem que o teor de umidade das sementes apds a

secagem e para serem submetidas a criopreservagdo devem estar abaixo de 10%, sendo
mais viavel entre 4 ¢ 7%.

A capacidade dos tecidos vegetais sobreviverem a temperaturas sub-zero
depende da sua tolerancia ndo apenas a temperatura do Nitrogénio liquido (-196°C),
mas também a dessecacdo. Muitas espécies apresentam limites nessas tolerancias (Chin
et al. 1989), tornando necessario o conhecimento do grau de tolerdncia a secagem
associado com a resposta dos tecidos ao congelamento.

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

O principal desafio para os criobiologistas na definigdo de um protocolo de

criopreservacdo de determinado material de origem biologica tem sido evitar a
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formagdo de cristais de gelo (Carvalho 2006). Esses cristais causam ruptura mecanica,
tanto da estrutura citoplasmatica quanto da membrana celular, em virtude da expansao
da agua congelada, resultando na desagregacdo e morte celular (Salomao 2002, Taiz &
Zeiger 2004).

De acordo com Santos (2000), o método de descongelamento a temperatura
ambiente se torna questionavel, existe a possibilidade do recongelamento durante este
periodo. Molina et al. (2006), recomenda utilizar o descongelamento rapido em banho-
maria a temperatura de 37°C a 40°C por 5 minutos . Segundo Santos (2000), métodos
mais rapidos de descongelamento evitam a formacdo dos cristais de gelo no meio
intracelular, ndo ha tempo suficiente para que ocorra a fusao de micro-cristais formados
no congelamento ou a formacdo de cristais novos pela liberacdo de 4gua pela de-
vitrificag¢do. J& Towill (2002), afirma que sementes ortodoxas podem ser descongeladas
lentamente a temperatura ambiente sem nenhum efeito prejudicial as mesmas.
Geralmente, a viabilidade do material, apds a criopreservagdo, ¢ medida pelo
crescimento em meio de cultivo adequado (Efendi 2003).

Buscando avaliar o sucesso da crioconservagdo, varios pesquisadores tem
realizado estudos, a exemplo de Gonzaga et al. (2003) que estudaram as sementes de
aroeira (Astronium urundeuva Engl.) e Baratna (Schinapsis brasiliensis Engl). Os
autores concluiram que a crioconservacao foi eficiente.

A crioconservacdo também foi bem sucedida em sementes de pau-ferro
(Caesalpinia férrea Mart.) (Lacerda et al. 2002), amarelinho (Apuléia leiocarpa)
(Salomao et al. 2002), urucum (Bixa orellana L.) (Corlett 2004) e pdlen de orquidea
(Dendrobium sena Red e D. mini W/RL) (Carvalho 2006). Diversos protocolos de
crioconservacdo ja foram desenvolvidos para espécies de plantas de propagagdo
vegetativa, gramineas, ornamentais, frutiferas tropicais e temperadas, leguminosas e
oleaginosas, medicinais e aromaticas (Santos 2000).

Viérios sdo os fatores que influenciam a crioconservacdo de sementes, dentre
eles: a desidratagdo, o congelamento e descongelamento. Ambos estdo relacionados a
formagao de cristais de gelo no meio intracelular (Santos 2000). O descongelamento
pode ser feito de modo lento a temperatura ambiente ou rapidamente utilizando um
banho-maria a 37 ou 40°C (Bajaj 1995, Carvalho 2006).

Stanwood & Roos (1979), ao submeter sementes de hortalicas e de flores a

imersdo em nitrogénio liquido por 7, 30 e 180 dias, verificaram que ndo ocorreu efeito
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prejudicial a germinagdo e ao vigor das sementes e apontaram o nitrogénio liquido
como meio promissor a conservacao de sementes a longo prazo.

Salomao (2002) e Wetzel et al. (2003) descreveram o comportamento de
sementes de espécies tropicais quanto ao armazenamento em condigdes criogénicas a —
20°C e ao nitrogénio liquido (—196°C), e concluiram que a criopreservagao pode ser
uma alternativa promissora para a conservagdo de varias espécies do bioma cerrado.
Salomao (2002), ao estudar 66 espécies tropicais verificou que apenas seis apresentaram
diminui¢ao significativa no seu poder germinativo ap6s imersao no nitrogénio liquido.

Wetzel et al. (2003), estudando o armazenamento a —20 e a —196°C, de
sementes de 13 espécies do cerrado, verificou diminui¢cdo significativa no poder
germinativo de apenas uma espécie. Os mesmos autores consideram que a
criopreservacdo de sementes pode ser considerada uma maneira de se preservar a
biodiversidade dessas espécies no pais.

Silva et al (2012), avaliaram sementes de quina (Strychnos pseudoquina A. St.
Hil.), submetidas a criopreservacao por periodos de 2, 4 e 6 meses e obtiveram taxas de
germinacdo acima de 80%, confirmando a viabilidade dessa técnica de armazenamento

para espécies nativas.
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OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivos:

- Estudar o equilibrio higroscopico e determinar as isotermas de dessor¢ao de sementes
de caju-de-arvore-do-cerrado para diversas condigdes de temperatura e atividades de

agua;

- Avaliar a possibilidade de criopreservar sementes de caju-de-arvore-do-cerrado por
diferentes tempos de armazenamento, verificando também o método mais adequado

para o descongelamento das sementes.



CAPITULO 1

HIGROSCOPICIDADE DE SEMENTES DE CAJU-DE-ARVORE-DO-

CERRADO (Anacardium othonianum Rizz.)

RESUMO - Dentre as espécies de caju existentes no Brasil, destaca-se no Estado de
Goias o caju-de-arvore-do-cerrado, onde estudos para melhor conservagdo e exploragao
de uma espécie nativa dependem de conhecimentos técnicos a respeito da sua
propagagdo, fundamentais para a definicdo de tecnologia de explora¢do racional.
Objetivou-se neste trabalho, determinar as isotermas de dessor¢ao de sementes de caju-
de-arvore-do-cerrado para diversas condi¢des de temperatura e atividades de agua e
ajustar diferentes modelos matematicos aos dados experimentais, selecionando aquele
que melhor representa o fendmeno. A higroscopicidade foi determinada pelo método
estatico-gravimétrico para temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C e atividades de agua entre
0,12 a 0,89 (decimal). Observou-se que o teor de agua de equilibrio decresce com o
aumento da temperatura para uma mesma atividade de dgua a semelhanga dos produtos
higroscopicos. O modelo de Chung-Pfost obteve o maior coeficiente de determinagao e
menores valores do erro médio relativo, erro médio estimado e Qui-quadrado, sendo
selecionado para predi¢do do equilibrio higroscopico das sementes de caju-de-arvore-

do-cerrado.

PALAVRAS-CHAVE: Isotermas de dessor¢ao; Equilibrio higroscopico; Frutas nativas

do cerrado.

HIGROSCOPICITY OF THE SEEDS FROM SAVANNAH CASHEW-TREE

(Anacardium othonianum, Rizz.)

ABSTRACT — Among the species of existing cashew fruit in Brazil, stands in Goias
State the savannah cashew-tree, where studies to better conservation and exploration in
a native species depending of technical knowledge about its propagation, essential to
definition of rational exploration technology. The objective of this work was to
determine the desorption isotherms of the seeds from savannah cashew-tree in different
conditions of temperature and water activity and adjust different mathematical models

to experimental data, by selecting one that best represents the phenomenon. The
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higroscopicity was determined by gravity static method at temperatures of 25, 30, 35
and 40°C and water activity between 0.12 to 0.89. It was noted that the equilibrium
water content decrease with temperature increase for the same water activity similarly to
hygroscopic products. The Chung—Pfost model has the highest coefficient of
determination and the lowest values of relative average error, medium error estimated
and chi square test, being selected to prediction of moisture equilibrium content of seeds

from savannah cashew-tree.

KEYWORDS: Desorption isotherms; Moisture equilibrium content; Native fruits of

savannah.
INTRODUCAO

A paisagem do cerrado estd sendo modificada de modo acelerado, com o
desmatamento de grandes areas para a produgcdo de monoculturas (Oliveira & Rocha
2008), comprometendo a sustentabilidade do bioma e colocando muitas espécies
animais e vegetais em risco de extingdo, principalmente as fruteiras nativas (Mendonga
et al. 1998).

Os frutos nativos possuem importancia econOmica e social, muitos sao
comercializados e consumidos “in natura” ou beneficiados pelas industrias caseiras
(Silva et al. 1994). Por causa das propriedades funcionais, valor nutricional, teores de
vitaminas do complexo B, carotenoides (Almeida 1998), aliados ao potencial para
agregar valor e conservar a biodiversidade deste bioma, tem aumentado o interesse por
esses frutos (Rocha et al. 2011).

A exploragdo de uma espécie nativa depende de conhecimentos técnicos a
respeito da sua propagacao, fundamentais para a definicdo de tecnologia de exploracdo
racional. O cerrado brasileiro possui uma flora muito abundante, com diversas espécies
que merecem atencdo especial, a exemplo das plantas medicinais e frutiferas (Caramori
et al. 2004, Brasil 2002).

Dentre elas, destaca-se no Estado de Goids, o caju-de-arvore-do-cerrado
(Anacardium othonianum Rizz.), arvore mediana de 3 a 6 m de altura e tronco de 20 a
40 cm de diametro (Naves 1999). O fruto é uma drupa reniforme (castanha) que contém
cerca de 46,5% de lipideos (Gallina et al. 1993), e pode ser consumida quando tostada

(Silva et al. 2001). O pseudofruto carnoso, suculento, em forma de pera, de coloragdo
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que varia do amarelo ao vermelho (Brandao et al. 1992), ¢ rico em vitamina C, fibras e
compostos fenolicos (Agostini-Costa et al. 2005).

O armazenamento de sementes constitui importante estratégia para a
conservagdo genética “ex situ” de espécies vegetais, atendendo objetivos como a
conservagao, o melhoramento ou a propagagao. As condicdes de umidade relativa e de
temperatura durante o armazenamento, onde as sementes alcancardo o equilibrio
higroscopico especifico, determinardo a manutencdo de sua qualidade fisioldgica por
maior ou menor tempo. A umidade relativa e a temperatura sdo os fatores ambientais
que tém sido estudados com maior frequéncia na conservacdo de sementes florestais
(Borges et al. 2009).

De acordo com Hall (1980), as curvas de equilibrio higroscopico sio
importantes para definir limites de desidratacdo do produto, estimar as mudangas do
teor de agua sob determinada condi¢do de temperatura e umidade relativa do ambiente e
para definir os teores de agua adequados ao inicio de atividade de microrganismos que
podem provocar a deterioracao do produto.

A relagdo entre o teor de dgua de equilibrio e a umidade relativa de equilibrio,
também designada por atividade da dgua, constitui fator essencial nos projetos e estudos
de sistemas de secagem, manuseio, armazenagem, embalagem e transporte € na
modelagem da longevidade das sementes (Aragjo et al. 2001).

O controle do teor de agua em algumas etapas, que vao da colheita ao
beneficiamento da améndoa da castanha, ¢ de fundamental importancia, principalmente
quando a castanha ¢ comercializada como semente ou como matéria-prima para o
processamento industrial, servindo inclusive, para avaliar a qualidade fisico-quimica
(Cavalcanti Junior & Rossetti 2004).

Segundo Brooker et al. (1992), produtos com elevado teor de d6leo adsorvem
menor quantidade de 4gua do ambiente que aqueles com alto teor de amido. Além disso,
a cultivar, o grau de maturidade e as condigdes fisicas e sanitarias, bem como a maneira
pela qual o equilibrio foi obtido (adsor¢do ou dessor¢dao), também sdo determinantes
para o estabelecimento do teor de agua de equilibrio de produtos higroscopicos (Chen
2000, Fan et al. 2000).

A relagdo entre o teor de 4gua de um determinado produto e a umidade relativa
de equilibrio para uma temperatura especifica pode ser expressa por meio de equagdes
matematicas denominadas isotermas ou curvas de equilibrio higroscépico (Corréa et al.

2005a).
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Diversos autores determinaram as isotermas de sorcdo para varios produtos
vegetais tais como: pedunculo seco de caju (Anacardium occidentale L.), (Alcantara et
al. 2009), amido de inhame (Dioscorea alata L.) (Oliveira et al. 2009, Nunes et al.
2009) e casca do maracuja (Passiflora edulis Sims) (Oliveira et al. 2006).

Diante da importancia do conhecimento da higroscopicidade, objetivou-se neste
trabalho determinar as isotermas de dessorcdo de sementes de caju-de-arvore-do-
cerrado para diversas condigdes de temperatura e atividades de agua, bem como ajustar
diferentes modelos matematicos aos dados experimentais, selecionando aquele que

melhor representa o fendmeno.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas sementes de caju-de-arvore-do-
cerrado colhidas de varias plantas matrizes em setembro de 2010, na Fazenda
Gameleira, Municipio de Montes Claros de Goids, com coordenadas geograficas
latitude (S) — 16° 06’ 20°’; longitude (W) - 51° 17° 11°.

Apoés a coleta manual dos frutos, realizou-se a despolpa para obtencdo das
sementes, quando se verificou que o teor de agua destas se situava em 17,54% (b.s.)
determinado pelo método gravimétrico em estufa a 105+1°C, durante 24 horas, em trés
repeti¢des (Brasil 2009).

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Pos-Colheita de Produtos
Vegetais do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — IF Goiano -
Campus Rio Verde, localizado no municipio de Rio Verde - GO.

Para obten¢do do teor de 4gua de equilibrio higroscopico de sementes de caju foi
utilizado o método estatico-gravimétrico. A dessor¢ao do produto em camada delgada
foi realizada para diferentes condigdes controladas de temperatura (25, 30, 35, 40°C)
fornecidas por uma camara tipo BOD, e atividades de agua entre 0,12 e 0,89 (decimal),
até que o produto atingisse seu teor de agua de equilibrio com a condi¢do do ar
especificada.

As amostras, contendo cada uma 10 g de produto, correspondentes a
aproximadamente 5 sementes de caju-de-arvore-do-cerrado, foram envolvidas por um
tecido permeavel (tipo voile) para permitir a troca de vapor de dgua e foram colocadas

no interior de dessecadores contendo solugdes salinas saturadas até alcancar o equilibrio
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higroscopico. A temperatura e a umidade relativa do ar foram monitoradas por meio de
um psicrometro instalado no interior dos dessecadores contendo as amostras.

As solucdes salinas foram utilizadas para gerar ambientes de diferentes
atividades de agua (Tabela 1): cloreto de litio (LiCl), cloreto de calcio (CaCl,), nitrato
de célcio (Ca(NOs),), cloreto de sodio (NaCl) e brometo de potéassio (KBr). Durante o
processo de dessorcdo as amostras foram pesadas, periodicamente, e o equilibrio
higroscopio foi alcancado quando a variagdo da sua massa permaneceu,
aproximadamente, invariavel durante trés pesagens consecutivas e apos foram
determinados os teores de agua de equilibrio das sementes pelo método gravimétrico em
estufa a 105£1 °C, durante 24 horas, em trés repeticdes (Brasil 2009).

Tabela 1. Atividades de dgua (decimal) estabelecidas no interior dos dessecadores para

a determinagao do equilibrio higroscopico de sementes de caju-de-arvore-do-
cerrado (Rio Verde, GO, 2012).

Sal Temperatura (°C)
25 30 35 40
LiCl 0,120 0,151 0,149 -
CaCl, 0,303 0,279 0,217 -
Ca(NOs), - 0,462 0,441 0,450
NaCl 0,740 0,740 - 0,746
KBr 0,814 0,892 - 0,791

Aos dados experimentais do teor de agua de equilibrio foram ajustados os
modelos matematicos apresentados (Tabela 2), tradicionalmente utilizados para predizer

a higroscopicidade de produtos vegetais.

Tabela 2. Modelos matematicos utilizados para predizer a higroscopicidade de sementes
de caju-de-arvore-do-cerrado (Rio Verde, GO, 2012).

Designa¢do do modelo Modelo
Xe = exp{a-(b-T)+[c -exp(a,, )]} Sigma Copace (1)
=a-la b Sabbah (2)
Xe=a (aw /Fc)

Xe =(atbT)/[(1-a, )/a, ]* Oswin 3)



Xez[(a-awb)Jr(c-awd)]

Xe=[ exp(a-b-T)/-In(a, )]
Xe=(a-b-c-a,)/[(1a,)(Ic-a,+b-ca,)]
Xe=exp[ a-(b-T)+(ca,)]
Xe=a-b-In[-(T+c)-In(a,, ) ]

Xe=[(a-b-a,)/(1-(c-a,)-(1+(b—0)-a,)]
Xe=a-(b-T)-c-In(1-a )

Peleg
Halsey Modificado
GAB
Copace
Chung Pfost
BET Modificado

Smith
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4)
)
(6)
(7)
(8)
©)
(10)

em que,
Xe: teor de agua de equilibrio, % b.s.;
ay: atividade de agua, decimal,

T: temperatura, °C;

a, b, ¢, d : coeficientes que dependem do produto.

Para o ajuste dos modelos matematicos foi realizada a analise de regressao nao

linear, pelo método Gauss Newton, utilizando um programa estatistico. Para verificar o

grau de ajuste de cada modelo foi considerada a significancia do coeficiente de

regressdo pelo teste t, adotando o nivel de 5% de significancia, a magnitude do

coeficiente de determinagio (R?), os valores do erro médio relativo (P), do erro médio

estimado (SE), o teste de Qui-quadrado (y%) ao intervalo de confianga a 95% (P < 0,05).

Considerou-se o valor do erro médio relativo inferior a 10% como um dos critérios para

a selecdo dos modelos, de acordo com Mohapatra & Rao (2005). Os erros médios

relativos e estimados, ¢ o teste de Qui-quadrado para cada um dos modelos, foram

calculados conforme as seguintes expressoes, respectivamente:

100 ’Y—V
P:TZ—

Y

o |2l =Y

GLR

(11)

(12)
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X2:Z— (13)

em que,
Y : valor observado experimentalmente;

: valor calculado pelo modelo;

z <

: numero de observagdes experimentais;
GLR : graus de liberdade do modelo (nimero de observagdes menos o

nimero de pardmetros do modelo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios do teor de 4gua de equilibrio higroscopico das sementes de
caju-de-arvore-do-cerrado, obtidos por dessor¢do para as temperaturas de 25, 30, 35 ¢

40 °C e atividade de agua entre 0,12 e 0,89 (decimal), sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3.Valores médios do teor de agua de equilibrio (% b.s.) de sementes de caju-de-

arvore-do-cerrado, obtidos por dessor¢do, em funcao da temperatura (°C) e da
atividade de agua (decimal, + 0,03) (Rio Verde, GO, 2012).

Temperatura Atividade de agua (decimal)
(O 0,12 0,15 0,22 0,30 0,44 045 046 074 0,75 0,79 081 0,89
25 235 - - 350 - - - 580 - - 646 -
30 - 1,76 - 333 - - 387 575 - - - 6,57
35 - 1,73 235 - 350 - - - - - - -
40 - - - - - 326 - - 562 58 - -

Observa-se que para uma mesma temperatura, com o incremento da atividade de
dgua, tem-se um aumento do teor de agua de equilibrio para as sementes de caju-de-
arvore-do-cerrado (Tabela 3). Resultados semelhantes foram encontrados por Gomes et
al. (2002) em polpa de acerola (Malphighia emarginata D. C.) em p0, nas temperaturas
de 20, 25 e 30°C, ¢ por Alexandre et al. (2007) em pitanga (Eugenia uniflora L.) em po,
nas temperaturas de 10, 20, 30 e 40°C.
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Na Tabela 4, estdo apresentados os parametros dos modelos ajustados aos
valores de teor de dgua de equilibrio higroscopico para as sementes de caju-de-arvore-
do-cerrado, obtidos por dessor¢do, para diferentes condi¢cdes de temperatura e atividade
de agua.

Tabela 4. Coeficientes dos modelos ajustados aos teores de agua de equilibrio
higroscopico para as sementes de caju-de-arvore-do-cerrado, com seus
respectivos coeficientes de determinacio (R?), erros médios relativos (P),
erros médios estimados (SE), Qui - quadrado (xz) (Rio Verde, GO, 2012).

. 2 . SE )
Modelos Coeficientes R” (%) P (%) (decimal) X
a= 0,083041"°
Sigma Copace b= 0,004445" 94,20 11,182 0,701 0,202
c= 0,834361"
a= 17,41643"
Sabbah = 0,67726 96,79 7,352 0,388 0,112
c= 0,26640"
a= 3,457269
= 2,111852"
Pelleg o= 4258410 96,51 8,820 0,440 0,133
d= 0,381012
a=  2,463693"
ith ’ o 2.71 11,42 4 2
Smi b= 2030540 92,7 423 0,846 0,235
Hal a= 3,379067
alsey _ NS
Modificado D= 0010026 91,06 12,965 1,080 0,3118

c= 2,581460"
a= 4,537048"

GAB b= -0,019281" 94,58 8,992 0,447 0,129
c= 3,363186
a= 0,797808"

Copace b= 0,005577" 96,50 8,374 0,423 0,122
c= 1479701
a= 10,21071"

Chung-Pfost b= 1,79224"" 96,87 6,792 0,378 0,109
c= 15,18570"
a= 3,325754"

BET mod. 96,30 8,992 0,447 0,129

b= 8,040258"
c= 0612016
a= 4,537048"
Oswin b= -0,019281" 94,59 10,162 0,654 0,174

c= 3363186
“Significativo a 1% pelo teste t; Significativo a 5% pelo teste t; > No significativo.
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Analisando os resultados apresentados (Tabela 4), observa-se que os modelos
matematicos utilizados para descrever a higroscopicidade das sementes de caju-de-
arvore-do-cerrado apresentaram, para a maioria dos seus coeficientes, significancia de
regressao ao nivel de 1% pelo teste t. Além disso, os modelos Sabbah, Pelleg, Copace,
Chung-Pfost, BET Modificado, exibiram elevados valores do coeficiente de
determinagdo, superior a 96%, que de acordo com Madamba et al. (1996), indica uma
representacdo satisfatoria do fendmeno em estudo. De acordo com estes pesquisadores,
a utilizacdo do coeficiente de determinacdo como o unico critério de avaliagdo para a
selecdo dos modelos ndo lineares ndo constitui um bom pardmetro para representacao
do fenémeno em estudo.

Para uma andlise mais detalhada, utilizaram outros pardmetros estatisticos para
respaldar a selecao do melhor modelo, tais como o erro médio relativo inferior a 10%, e
os menores valores do erro médio estimado e Qui-quadrado. De acordo com os valores
obtidos referentes ao erro médio estimado (SE), nota-se que os modelos Sabbah,
Copace e Chung-Pfost apresentaram menores valores quando comparados aos demais.
Observa-se ainda que os valores do erro médio relativo (P) foram inferiores a 10%,
exceto para os modelos de Sigma Copace, Smith, Halsey Modificado e Oswin, que de
acordo com Mohapatra & Rao (2005), indica uma representacdo adequada do fenomeno
estudado.

Em relagio ao teste de Qui-quadrado (), os dez modelos analisados se
encontram no intervalo de confianga de 95%.

Comparando os modelos, observa-se que o de Sabbah e Chung-Pfost foram os
que melhor se ajustaram aos dados experimentais, sendo assim indicados para
descreverem o fendmeno de higroscopicidade das sementes de caju-de-arvore-do-
cerrado.

Dentre estes dois modelos, verifica-se que o de Chung-Pfost, exibiu maior
coeficiente de determinacdo (R?) e menores valores do erro médio relativo (P), do erro
médio estimado (SE) e menor magnitude dos valores de Qui-quadrado (X?), sendo
assim, o mais recomendado para predi¢do do equilibrio higroscopico de sementes de
caju-de-arvore-do-cerrado.

Na Figura 1, estdo apresentados os valores experimentais do teor de dgua de
equilibrio de sementes de caju-de-arvore-do-cerrado, obtidos por dessor¢ao, bem como

suas isotermas estimadas pelo modelo de Chung-Pfost.
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14
° 25°C
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v 35°C
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————— 40 °C estimado

Teor de agua de equilibrio (% b.s.)

O T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Atividade de agua (decimal)

“Significativo a 1% pelo teste t; " No significativo.

Figura 1- Valores experimentais de teor de 4gua de equilibrio higroscopico e isotermas
de dessorcao estimadas pelo modelo de Chung-Pfost para as sementes de
caju-de-arvore-do-cerrado, em diferentes condigdes de temperatura e
atividades de dgua (Rio Verde, GO, 2012).

Verifica-se na Figura 1, que para uma atividade de agua constante os valores de
teor de agua de equilibrio higroscopico das sementes de caju-de-arvore-do-cerrado
diminuiram com o aumento da temperatura, seguindo a mesma tendéncia da maioria dos
produtos vegetais ja estudados, tendo sido observado por Prado et al. (1999), Silva et
al. (2002), Ferreira & Pena (2003), Corréa et al. (2005), Goneli (2008), Goneli et al.
(2010) ao estudarem isotermas de dessor¢do de timaras (Phoenix dactylifera), polpa de
manga (Mangifera indica L.), farinha de pupunha (Bactris gasipaes kunth), milho (Zea
mays L.), mamona (Ricinus communis L.) e sementes de quiabo (Abelmoschus
esculentus L.), respectivamente.

As isotermas de dessorcdo das sementes de caju-de-de-arvore-do-cerrado sdao
curvas do tipo II (Figura 1), seguindo a classificacio de Brunauer (Brunauer et al.
1938), cuja forma sigmoidal ¢ utilizada principalmente em isotermas de produtos
organicos. Nunes et al. (2009), estudando o processo de sor¢cdo de 4gua para o amido de

inhame, verificaram que o modelo de Chung-Pfost, foi o que melhor se ajustou aos seus
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dados experimentais. Outros autores recomendam este modelo para descricio da
higroscopicidade de arroz (Oryza sativa) em casca (Basunia & Abe 2001), milho doce
(Zea mays L.) (Aratjo et al. 2001), trigo (Triticum spp.) (Corréa et al. 2005b), alpiste
(Phalaris canariensis L.) e paingo (Setaria italica) (Corréa et al. 2006), folha de louro
(Lauro nobilis L.) (Silva & Devilla 2005) e sementes de quiabo (Abelmoschus
esculentus L.) (Goneli et al. 2010).

CONCLUSAO

Com base nos resultados, infere-se que o teor de agua de equilibrio higroscopico
das sementes de caju-de-arvore-do-cerrado ¢ diretamente proporcional a atividade de
agua e decresce com o aumento de temperatura, para um mesmo valor de atividade de
agua. Baseando-se em parametros estatisticos, 0 modelo de Chung-Pfost ¢ o que melhor
representa a higroscopicidade das sementes de caju-de-arvore-do-cerrado, quando

comparado aos demais modelos testados.
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CAPITULO 2

CRIOPRESERVAQAO DE SEMENTES DE CAJU-DE-ARVORE-DO-
CERRADO (Anacardium othonianum Rizz.)

CRYOPRESERVATION OF SEEDS FROM SAVANNAH CASHEW-TREE

(Anacardium othonianum Rizz.)
RESUMO

O armazenamento de sementes ¢ uma preocupacdo crescente nos programas de
melhoramento genético de plantas e tem grande importdncia como forma de
preservacdo de espécies vegetais. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito do armazenamento das sementes de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium
othonianum Rizz.) em nitrogénio liquido por 2, 4 ¢ 6 meses a -196°C, submetidas ao
descongelamento rapido (banho-maria a 37°C durante dez minutos) e lento (temperatura
ambiente a 26°C+ 2°C por um periodo de 2 horas). Sementes de caju com 7% de teor de
agua sem criopreservacdo foram utilizadas como testemunhas. Antes e apds o
armazenamento das sementes, foram realizadas as avaliagdes de porcentagem de
germinagdo, indice de velocidade de germinacao (IVG) e porcentagem de plantulas
normais. Para a porcentagem de germinagdo ndo houve diferenga entre os tempos de
armazenamento, observou-se valores acima de 75%. O indice de velocidade de
germinacdo decresceu linearmente com o aumento do tempo de armazenamento. A
porcentagem de plantulas normais foi de 73% aos 3,7 meses de armazenamento. O
descongelamento lento foi mais benéfico para as sementes de caju-de-arvore-do-
cerrado, proporcionou maior porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de

germinacao.

Palavras-chave: armazenamento; germinacgdo; baixas temperaturas.

ABSTRACT

The storage of seeds is a growing concern in breeding programs for plants and is of
great importance as a means for preserving the genetic material. This study aimed to

evaluate the effect of storage Anacardium othonianum Rizz. Seeds in liquid nitrogen for
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2, 4 and 6 months at -196 °C under methods of thawing fast (water bath at 37 °C for ten
minutes) and slow (room temperature to 26 °C = 2 °C for a period of 2 hours). Cashew
seeds with 7% moisture content without cryopreservation were used as witnesses.
Before and after seed storage, evaluations were made evaluating the germination
percentage, speed germination index (GSI) and percentage of normal seedlings. For the
germination percentage there were no difference between stored times, observed values
above 75%. The speed germination index decreased linearly with increasing storage
time. The percentage of normal seedlings was 73% at 3.7 months of storage. The slow
thawing was more beneficial for seeds from cashew tree having a higher percentage of

germination and speed germination index.

keywords: storage; germination; low temperatures.

INTRODUCAO

O cerrado apresenta mais de 50 espécies de diferentes familias que produzem
frutos comestiveis, consumidos pelas populagdes locais (SILVA et al., 2008), e
comercializados nas feiras livres e mercados publicos da regido de ocorréncia das
espécies (GUSMAO et al., 2006). Esses frutos apresentam elevados teores de agticares,
proteinas, vitaminas e sais minerais, além de sabor exotico (SILVA et al., 2008).

Considerado o terceiro produtor mundial de frutas, o Brasil se diferencia dos
demais paises produtores de caju (Anacardium occidentale L.) pelo aproveitamento
industrial do pseudofruto (pedinculo carnoso) (MELO, 2002). Dentre as espécies de
caju existentes no pais, destaca-se no Estado de Goias, o Anacardium othonianum Ri 39
conhecido como caju-de-arvore-do-cerrado, planta arborea com 3 a 6 m de altuia «
tronco de 20 a 40 cm de diametro (NAVES, 1999), cujo fruto ¢ uma drupa reniforme
(castanha) e o pseudofruto a parte carnosa do caju.

A espécie possui sementes classificadas como ortodoxas (LIMA et al., 2012).
Considerando que a propagacao de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum
Rizz.), ¢ predominantemente por meio de sementes, 0 armazenamento representa a
maneira mais simples, viavel e econdmica de conservar a variabilidade genética vegetal,
ex situ, por meio do estabelecimento de bancos de germoplasma (VAN SLAGEREN,
2003).
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As sementes podem ser conservadas ex Situ por criopreservagao (entre -160°C e
-196°C), que diminui a niveis minimos o metabolismo das sementes e evita a
deterioracdo do material bioldgico, proporcionando a conservagdo dos recursos
fitogenéticos a longo prazo, assegurando a preservagdo das fontes genéticas da planta,
além de reduzir os custos e a perda da viabilidade (MEDEIROS e CAVALLARI, 1992;
HOEKSTRA et al., 2001).

Na ultima década, o avanco significativo nas pesquisas utilizando as técnicas de
criopreservacdo de sementes, resultou em protocolos de conservacao para cerca de 100
espécies. Entretanto, a maioria envolveu sementes de espécies de clima temperado e
frio, e poucas pesquisas foram realizadas com as espécies de clima tropical e
subtropical. Wetzel et al. (2003), consideram que a criopreservacdo de sementes pode
ser considerada uma maneira de preservar a biodiversidade das espécies nativas.

Segundo Santos (2000), a criopreservagdo ¢ eficiente e pratica para a
conservagao de material vegetal a longo prazo, especialmente em se tratando de
espécies que apresentam sementes recalcitrantes ou intermedidrias. Em virtude da
sensibilidade dessas sementes a dessecacdo e ao congelamento, sdo utilizados os
explantes para a criopreservagao ¢ posterior cultivo in vitro.

Diversos autores tém descrito que o percentual de teor de dgua das sementes € o
grande desafio na determina¢do de um protocolo de criopreservacdo (COELHO e
CAVALCANTI MATA, 2005). O teor de agua da semente ¢ o fator mais critico, se
este teor for muito alto, ocorre morte instantanea da semente durante o processo de
congelamento e/ou descongelamento. O baixo teor de umidade das sementes ortodoxas
¢ uma das caracteristicas que lhes confere grande viabilidade quando crioarmazenadas
(FOWLER, 2000).

Em um banco de germoplasma a baixas temperaturas, ndo somente 0 processo
de criopreservacdo deve ser levado em consideragdo como também o método de
descongelamento das sementes, pois quanto mais rapido ocorrer o descongelamento das
sementes, melhor a preservacdo de suas caracteristicas fisioldgicas. Portanto, o0 método
de descongelamento a temperatura ambiente se torna questionavel, uma vez que existe a
possibilidade do recongelamento durante este periodo. Molina et al. (2006),
recomendam o descongelamento em banho-maria a temperatura de 37°C a 40°C por
aproximadamente 5 minutos. Entretanto, Towill (2002), afirma que sementes ortodoxas
podem ser descongeladas lentamente a temperatura ambiente sem nenhum efeito

prejudicial.
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O objetivo deste trabalho foi estudar a possibilidade de criopreservar sementes
de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes
tempos de armazenamento, verificando também o método mais adequado para o

descongelamento.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes de caju-de-arvore-do-cerrado, coletadas de frutos a
partir de varias plantas matrizes, em setembro de 2010, na fazenda Gameleira no
Municipio de Montes Claros de Goias-GO com coordenadas geograficas latitude (S) —
16° 06° 20°’; longitude (W) - 51° 17 11°.

Apos a coleta os frutos foram encaminhados ao Laboratério de Sementes do
Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano Campus Rio Verde-GO
para despolpa manual e obten¢ao das sementes. Estas foram tratadas com fungicida
Vitavax-Thiram® [Ingrediente Ativo (carboxina + tiram): 200 + 200 g/L), na dosagem
de 300 mL de fungicida diluido em 500 mL de agua destilada para 100 kg de sementes,
a fim de evitar a contaminacdo por fungos. Posteriormente foi determinado o teor de
agua inicial (umidade de colheita) das sementes, utilizando o método padrao da estufa a
105 + 3°C, que se baseia no processo de extragdo de dgua do produto durante a sua
permanéncia por 24 horas na estufa, segundo as regras para andlise de sementes
(BRASIL, 2009).

Apoés a determinagdo do teor de 4gua inicial (15%), as sementes fc 41
submetidas ao processo de secagem para que esse teor de dgua fosse reduzido a 7%. De
acordo com Stanwood (1984), o teor de 4gua das sementes apOs a secagem para serem
armazenadas em nitrogénio liquido e terem o potencial fisiologico preservado deve estar
entre 4 e 7%. No processo de secagem, as sementes foram colocadas em contato direto
sobre uma camada uniforme de 1 kg de silica gel em bandejas com 35x30x8cm de
tamanho, caracterizando assim como secagem rapida. O céalculo da massa das sementes
foi obtido com o acompanhamento da perda de massa das sementes a cada hora no
inicio da secagem até se manter constante. A massa final da amostra, correspondente ao
teor de agua desejado (7%) foi calculada por meio da equacio de CROMARTY et al.
(1985).

Antes do armazenamento criogénico, as sementes correspondentes ao tratamento

controle foram submetidas a testes de germinagao e vigor (porcentagem de germinagao,
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indice de velocidade de germinacao e porcentagem de plantulas normais) segundo as
regras para analises de sementes (BRASIL, 2009).

Para criopreservacao, foram utilizados trés lotes de sementes com teor de dgua
de 7%. Cada lote separado por tempo de armazenamento, foi embalado em papel
aluminio e acondicionado dentro de um tubo cilindrico de aluminio (canister),
totalizando trés canisteres devidamente identificados, que foram colocados dentro do
botijdo contendo nitrogénio liquido a -196°C, e ficaram armazenados pelos periodos de
2, 4 e 6 meses, respectivamente.

Decorrido cada um dos trés tempos de criopreservacdo, o canister contendo as
sementes correspondentes ao periodo de armazenamento estudado, foi retirado do
botijdo crioprotetor e as sementes foram descongeladas. Para estudar o efeito do tipo de
descongelamento sobre a germinagdo das sementes criopreservadas, apds cada tempo de
criopreservacao, estas foram descongeladas através de dois métodos: descongelamento
lento, a temperatura ambiente de 26°C+ 2°C por 2 horas; e descongelamento rapido, em
banho-maria a 37°C por 10 minutos. As sementes criopreservadas passaram pelos
mesmos testes citados anteriormente para as sementes controle.

Para o teste de germinagdo, foram utilizadas quatro repeti¢des de 25 sementes,
distribuidas uniformemente sobre duas folhas de papel germitest, cobertas pela terceira
folha e dispostas na forma de rolo. O substrato foi umedecido com agua destilada em
quantidade equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco. As sementes foram
mantidas em germinador tipo “Mangelsdorf”, regulado a temperatura constante de 30°C.
A germinacao foi avaliada a partir do terceiro dia apos a semeadura, registrando o
nimero de sementes com protrusdo da radicula até completa estabilizacdo, e a
porcentagem de plantulas normais correspondeu a propor¢do do numero de sementes
que produziram plantulas classificadas como normais até o 30° dia de avaliagdo. Os
resultados foram expressos em porcentagem de germinagdo e porcentagem de plantulas
normais.

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi determinado registrando
diariamente o nuimero de sementes germinadas até o ultimo dia de germinagdo,
calculado pela féormula proposta por MAGUIRE (1962).

Utilizou-se o delineamento inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 4 x 2 (4
periodos de conservagdo: 0, 2, 4 e 6 meses x 2 tipos de descongelamento: lento e
rapido), com quatro repeti¢des de 25 sementes. Os dados foram submetidos a testes de

normalidade e homogeneidade de variancia, em que os dados de porcentagem foram
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transformados em arcsenvx e submetidos a andlise de regressio ao nivel de 5% de

probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes ao percentual de germinagdo de sementes de caju-de-
arvore-do-cerrado ap6s serem criopreservadas por 2, 4 e 6 meses, estdo apresentados na

figura 1.
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Figura 1. Porcentagem de germinacdo das sementes de caju-de-arvore-do-cerrado
armazenadas em nitrogénio liquido por 2, 4 ¢ 6 meses, submetidas ao
descongelamento rapido e lento.

Pode-se observar que o comportamento germinativo das sementes de caju-de-
arvore-do-cerrado armazenadas em nitrogénio liquido foi igual aos observados para as
sementes nao expostas a temperatura criogénica em todos os tempos estudados (Figura
1), evidenciando que o periodo de armazenamento nao influenciou a qualidade
fisiologica das sementes.

Verificou-se diferenca apenas para os tipos de descongelamento. A maior

porcentagem de germinagdo foi encontrada nas sementes submetidas ao
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descongelamento lento, atingindo 80%, enquanto no descongelamento rapido foi de
aproximadamente 76% de germinacao.

As taxas de germinacdo das sementes armazenadas por até 6 meses, mantiveram
constantes, sendo superior a 75%. Isso indica que a dessecagdo ¢ a criopreservagdo nao
prejudicaram a qualidade fisioldgica das sementes e o objetivo do armazenamento foi
atingido, mantendo a viabilidade das sementes pelos periodos avaliados.

Silva et al. (2012), crioarmazenaram sementes de quina (Strychnos pseudoquina
A. St. Hil.), com teores de dgua de 6% e 7%, durante 2, 4 e 6 meses, e observaram que
as sementes com 7% de teor de agua tiveram taxas de germinac¢do mais elevadas,
correspondentes a 80%.

Segundo Vieira et al. (2002), a deterioracdio da semente ¢ um processo
inevitavel, porém a redu¢do do seu teor de 4gua, da temperatura e umidade relativa do
ar do ambiente de armazenamento da semente fazem com que ocorra reducdo do
metabolismo.

As temperaturas criogénicas proporcionam reducdo da atividade metabdlica e
paralisacdo da deterioragdo bioldgica. Ocorre a preservacdo das estruturas fisicas e
bioquimicas das sementes e consequentemente proporciona bons resultados de
germinagao € vigor.

Os resultados obtidos indicam que as sementes de caju-de-arvore-do-cerrado
podem ser desidratadas a 7% de umidade, mantendo sua viabilidade, corroborando com
Hoekstra et al. ( 2001) e Walters et al. (2004), ao recomendarem que os contetidos de
umidade para sementes ortodoxas devem estar abaixo de 10%. Stanwood (1980),
recomenda que o teor de umidade das sementes apds a secagem e para serem
submetidas a criopreservagdo devem estar entre 4 e 7%.

Os efeitos da criopreservagdo em termos de porcentagem de germinagdo variam
muito entre as espécies de plantas. Existe também uma variagdo intraespecifica entre as
espécies em relacdo a tolerdncia a criopreservagdo, que esta relacionada com a
tolerancia das sementes a dessecagao.

Silva et al. (2011), observaram que as sementes de pinhdao manso (Jatropha
curcas L.) com 5,9% de umidade criopreservadas, tiveram a porcentagem de
germinacdo reduzida de 81,9% para 37%, entre os periodos de 0 a 3 meses de
armazenamento, indicando que a sobrevivéncia dessas sementes foi negativamente
afetada. De acordo com Crane et al. (2003) e Volk et al. (2006), sementes com

conteudos elevados de 6leo sdo mais susceptiveis a injurias e danos fisicos causados por
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exposicoes a baixas temperaturas. Segundo os autores, baixas temperaturas podem
cristalizar lipideos durante a conservacdo das sementes, o que ndo ocorreu neste
trabalho.

Ja Goldfarb et al. (2010), ao analisar sementes de pinhdo-manso (Jatropha
curcas L.), com 8% de umidade aos trés meses de exposi¢do ao nitrogénio liquido,
verificaram que ndo houve diferenga entre a porcentagem de germinacdo das sementes
controle e daquelas crioconservadas, cujo percentual de germinagdo foi de 63%. Essas
diferencas observadas entre cultivares, podem ocorrer por causa da composi¢do quimica
e/ou pela sensibilidade das sementes aos danos fisicos e ao frio.

O intervalo de umidade favordvel para o congelamento difere entre as espécies.
Sementes de mamona (Ricinus communis L.) com teores de agua entre 4 e 10%,
tiveram sua germinabilidade mais favoravel quando foram criopreservadas por 30 dias
(ALMEIDA et al., 2002), sendo os teores de agua mais adequados entre 4 ¢ 8%.
Tresena et al. (2009), estudaram a crioconservagdo de sementes de ipé rosa (Tabebuia
heptahylla) com 8% de umidade durante 1, 2 ¢ 3 meses de armazenamento e
observaram que a porcentagem de germinacao se manteve em 92%. Rocha et al. (2009),
estudaram os periodos de 5, 30, 60, e 90 dias de crioarmazenamento de sementes de
algodao (Gossypium hirsutum L.), ¢ constataram que, com o aumento do periodo de
permanéncia das sementes expostas as temperaturas criogéncias, a germinacao € o vigor
também aumentaram, em razdo dessa temperatura promover quebra de dorméncia pela
ac¢ao do frio.

Wetzel et al. (2003), estudando o armazenamento de sementes de 13 espécies de
cerrado a —20°C e a —196°C, verificaram diminuicdo significativa no poder germinativo
de apenas uma espécie. Lima et al. (2012), verificaram que sementes de caju-de-arvore-
do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.), com teor de agua de 20% e 16,8%
mantiveram sua viabilidade quando armazenadas a temperatura de 18°C, por até 12
meses.

Os resultados apresentados na Figura 2, indicam que as sementes de caju-de-
arvore-do-cerrado tiveram elevadas porcentagens de plantulas normais, acima de 73%.
Por se tratar de espécie nativa, em que a maioria apresenta grande dificuldade de
germinagdo e producdo de plantulas normais, esse valor é considerado bastante

satisfatorio.
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Figura 2. Porcentagem de plantulas normais das sementes de caju-de-arvore-do-cerrado
armazenadas por 2, 4 e 6 meses e submetidas ao descongelamento rapido e
lento.

Para a porcentagem de plantulas normais ndo houve diferenga entre os tipos de
descongelamento utilizados, para todos os tempos avaliados, provavelmente, pelos
valores obtidos de plantulas normais serem altos. Os valores correspondentes ao
descongelamento lento sdo expressos pela linha horizontal pontilhada, e corresponde a
média dos valores de plantulas normais para todos os tempos de armazenamento. A eles
ndo se ajustou nenhum modelo matematico que explicasse o comportamento dos dados
de plantulas normais.

Para o descongelamento rapido ajustou-se o modelo quadratico para explicar o
comportamento dos valores de plantulas normais.

Houve diferenga para porcentagem de plantulas normais apenas entre os tempos
de armazenamento.

Observou-se que, para as sementes submetidas ao descongelamento rapido,
houve decréscimo da porcentagem de plantulas normais desde o periodo inicial até 3,7
meses de armazenamento, quando atingiu o ponto de minimo (Figura 2). A partir desse

periodo de armazenamento houve pequeno acréscimo da porcentagem de plantulas
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normais. Esses resultados indicam que para obter maior porcentagem de germinacao,
maior velocidade de germinacdo e maior porcentagem de plantulas normais,
recomenda-se o armazenamento das sementes de caju-de-arvore-do-cerrado em
nitrogénio liquido por até 3,5 meses. Entretanto, para o descongelamento lento ndo
existe diferenca na  porcentagem de plantulas normais entre os tempos de
armazenamento.

A redugdo do teor de agua para 7%, ndo prejudicou a capacidade das sementes
de caju-de-arvore-do-cerrado em produzir plantulas normais e a capacidade germinativa
nao foi afetada durante o armazenamento por seis meses. A qualidade fisiologica dessas
sementes foi preservada sob armazenamento em nitrogénio liquido, confirmando o alto
vigor e indicando que haviam atingido a maturidade fisioldgica quando foram colhidas.

A espécie tolerou a secagem e a baixa temperatura no nitrogénio liquido. Nao
houve efeito prejudicial da temperatura ultrabaixa sobre a producdo de plantulas
normais, ndo demonstrando perda na qualidade fisioldgica para o descongelamento
lento. Os melhores resultados foram obtidos até 3,5 meses de armazenamento,
indicando alto vigor das sementes, elevada capacidade de emergéncia e possibilidade de
uniformidade no desenvolvimento de plantas em condi¢gdes adversas de campo ou em
condicdes de viveiro.

Esse comportamento pode estar relacionado com o possivel teor de 4gua 6timo
para a reducdo da temperatura, ou seja, com o teor de dgua disponivel para prevenir os
danos por dessecacdo, mas em quantidade baixa o suficiente para prevenir os danos por
cristalizacdo da dgua durante o congelamento.

Os resultados de desenvolvimento de plantulas normais obtidos por Hellmann et
al. (2006), em sementes de pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.), confirmam a
importancia de reduzir a temperatura, para manutencao da viabilidade dessa espécie,
conforme mostrado por (BARBEDO et al., 2002). Estas sementes ndo perderam a
capacidade germinativa e de desenvolver plantulas normais mesmo apds seis meses de
armazenamento em camara fria principalmente quando acondicionadas em embalagens
permeavel ou semipermeavel (BARBEDO et al., 2002).

Os resultados obtidos por Kohama et al. (2006), em sementes de grumixameira
(Eugenia brasiliensis Lam.) indicam que, desde que mantidas sob baixa temperatura
(7°C), ¢é possivel armazenamento por, no minimo, seis meses, com 60% das sementes
podendo produzir plantulas normais e por at¢ nove meses com cerca de 30% das

sementes podendo ainda iniciar a germinagao, € 20% produzir plantulas normais.
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Moura et al. (2006), obtiveram indices elevados (acima de 85%) de emergéncia
para plantulas de maracuja amarelo (Passiflora edulis flavicarpa) e maracuja roxo
(Passiflora edulis), quando as sementes foram conservadas em nitrogénio liquido.

Os resultados obtidos referentes ao indice de velocidade de germinagdo para as
sementes de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.), revelaram
diferenca tanto entre os tempos de armazenamento quanto entre os tipos de
descongelamento utilizados (Figura 3). Entretanto, observa-se altos valores da
velocidade de germinagdo. O vigor das sementes, expresso pela velocidade de
germinagdo, diminuiu linearmente com o aumento do tempo de criopreservagao,
comportamento verificado para os dois tipos de descongelamento, mas as maiores
redugdes foram verificadas para o descongelamento rapido. E importante ressaltar que
mesmo com esse decréscimo da velocidade de germinagdo, ao final dos seis meses o

indice ainda pode ser considerado elevado, quando comparado a outras espécies.
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Figura 3. Indice de velocidade de germinagdo das sementes de caju-de-arvore-do-
cerrado armazenadas por 2, 4 ¢ 6 meses em nitrogénio liquido e submetidas
ao descongelamento rapido e lento.

O melhor resultado para o indice foi verificado para sementes nao

criopreservadas, sugerindo que pela auséncia de congelamento e descongelamento das
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sementes, nao houve danos causados pela formacdo de cristais de gelo e nao foi
necessario reparos no sistema de membranas. Assim que as sementes foram embebidas
estavam aptas a iniciar o processo germinativo, proporcionando maior velocidade de
germinagdo. Em contraste, para as sementes criopreservadas pode ter danos fisicos pelo
processo de congelamento ou de descongelamento, sendo o principal problema relatado
a formacao de cristais de gelo intracelular, indicando que com o aumento do tempo de
imersdo das sementes em nitrogénio liquido, aumenta também o tempo necessario para
ativacdo do metabolismo e, consequentemente a recuperacdo das sementes para a
germinagdo se torna mais lenta, proporcionando um IVG menor.

Entre os tipos de descongelamento, a maior velocidade de germinagdo
corresponde ao descongelamento lento. Pode-se inferir que esse tipo de
descongelamento tenha influenciado para preservar a qualidade fisiologica das sementes
de caju-de-arvore-do-cerrado, em razdo do tempo suficiente para ocorrer os reparos das
membranas celulares. Coelho (2006), constatou em trabalho com sementes de algodao
(Gossypium hirsutum L.), que nas temperaturas de -170 e -196°C, o método de
descongelamento a temperatura ambiente (lento), produziu maiores valores para o
vigor.

Com o armazenamento em temperatura subzero, as sementes tendem a
estabilizar seu metabolismo e até mesmo entrar em quiescéncia. Somente apos o
descongelamento ela comeca a reativar a parte fisiologica, principalmente suas
membranas. Isso, explica o fato de sementes com menor tempo de armazenamento
recuperar mais rapido este processo de reativacao fisiologica proporcionando maior
velocidade de germinacao.

A menor velocidade de germinacao foi observada para as sementes armazenadas
por seis meses, submetidas ao descongelamento rapido. Pode-se inferir que esse tipo de
descongelamento ndo proporcionou o tempo necessario para os reparos das membranas
das células, e pode ocorrer mudancas fisioldgicas na estrutura da semente durante a
exposi¢do a temperaturas ultrabaixas.

Baixos teores de umidade tornam o material bioldgico mais favoravel ao
congelamento, evitando a formagdo de cristais de gelo que causam danos ao tecido. Esta
¢ uma hipotese a ser considerada para explicar a preservacdo da qualidade fisioldgica
das sementes utilizadas.

As condigdes ambientais em que as sementes de caju-de-arvore-do-cerrado

(Anacardium othonianum Rizz.), foram armazenadas proporcionaram rapida velocidade
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de germinacdo, confirmando o alto vigor e viabilidade dessas sementes depois de
armazenadas a -196°C por até seis meses.

A diversidade de resposta entre as diferentes espécies de plantas, ou mesmo
entre diferentes tecidos de uma mesma espécie, dificulta a generalizagdo e o
desenvolvimento de um protocolo de criopreservacao de carater universal.

Diante do grande potencial do caju-de-arvore-do-cerrado, estudos sobre o
comportamento dos fatores envolvidos na germinacdo de sementes se tornam
fundamentais para subsidios de pesquisas que visem a conservagdo € otimizagdo no
manuseio da espécie tanto para reflorestamento quanto para pesquisas.

De acordo com Black et al. (2002), a tolerancia das sementes a dessecacao pode
ser definida como a capacidade de recuperar as funcdes bioldgicas apos desidratacao.
Os resultados obtidos nesse trabalho permitem classificar as sementes de caju-de-
arvore-do-cerrado como ortodoxas, confirmando resultados obtidos por Lima et al.
(2012) para a mesma espécie.

Este trabalho ¢ um passo preliminar no desenvolvimento de protocolo de
criopreservacdo de sementes de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum
Rizz.), que pelo nimero reduzido das plantas, ¢ dificil a obtencdo de sementes,
dificultando a propagacao da espécie e consequentes estudos. Os resultados acrescentam
informagdes novas sobre a fisiologia da germinagdo de sementes de caju-de-arvore-do-
cerrado e permitem inferir que € possivel conserva-las em condi¢des criogénicas,

contribuindo para manter a variabilidade genética de espécies do cerrado.

CONCLUSOES

As sementes de caju-de-arvore-do-cerrado apds a criopreservacdo por seis
meses, mantiveram elevadas taxas de germinagdo, acima de 75% .

O descongelamento lento proporcionou maiores porcentagens de germinagao e
velocidade de germinacao das sementes.

A criopreservagdo pode ser uma alternativa promissora para a conservagao €X

situ de varias espécies do bioma cerrado, entre elas o Anacardium othonianum Rizz.
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CONCLUSAO GERAL

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

O teor de 4dgua de equilibrio higroscopico das sementes de caju-de-arvore-do-cerrado ¢
diretamente proporcional a atividade de dgua e decresce com o aumento de temperatura,
para um mesmo valor de umidade relativa de equilibrio. O modelo de Chung-Pfost ¢
recomendado para representar a higroscopicidade das sementes de caju-de-arvore-do-
cerrado, sendo que sua utilizacdo gera informagdes referentes ao armazenamento
adequado e a tomada de decisdo sobre medidas preventivas para a manutengdo da

qualidade do produto.

O método de criopreservagdo utilizado neste experimento foi eficiente para as
caracteristicas avaliadas e manteve a qualidade fisiologica das sementes de Anacardium
othonianum Rizz, sendo que a criopreservagdo ¢ uma ferramenta para os melhoristas,
no que tange ao armazenamento de sementes, visando produ¢do de mudas ou como

banco de germoplasma.
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