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RESUMO

O Jardim Botanico do IAC tem como objetivo conservar as espécies nativas do Estado de Sao Paulo, oferecendo areas para a
preservacao in situ, ex situ e in vitro, além de cdmaras com baixa temperatura, ja que a crioconservagdo se transformou também
em alternativa interessante para a conservagdo de recursos genéticos. Realizaram-se testes de crioconservacdo em sementes
recalcitrantes de trés espécies de Amaryllidaceae: Hippeastrum papilio (HP), Hippeastrum glaucescens (HG) e Zephyranthes
robusta (ZR). No delineamento experimental, foram estabelecidas quatro repeti¢des de 25 sementes cada, em 4 tratamentos:
T1: -196°C sem protetor; T2: -196°C com o protetor PVS2; T3: -196°C com o agente protetor de alginato de sodio; T4: semea-
dura direta sem nenhum tratamento a frio (testemunha). As porcentagens de germinagéo obtidas foram: T1: 98%, 70% e 80%,
respectivamente para ZR, HP e HG. T2: - 93%, 68% e 21%, respectivamente. T3: - 1%, 0% e 8% respectivamente; T4: 99%,
72% e 88%, respectivamente. A partir dos resultados, pode-se observar que os agentes protetores ndo foram necessarios para a
conservagdo das sementes nas condi¢cdes do ensaio, uma vez que as taxas de germinagio foram melhores sem PVS2 ou alginato
de sddio. Observou-se também que a crioconservagdo sem agentes protetores, propiciou a germinagao mais rapida do que a por
testemunha para as trés espécies testadas. Verificou-se uma provavel quebra de dorméncia da semente de ZR, pois, houve uma
aceleracao no processo de germinacdo de cerca de dois dias. Esta observacdo merece maior aprofundamento.

Palavras-chave: Nitrogénio liquido, conservacdo, sementes, recursos genéticos.

ABSTRACTS
Crioconservation of Amaryllidaceae Species

The TAC Botanical Garden has as objective to conserve native species of the State of Sdo Paulo, and it has preservation areas
for in situ, ex situ and in vitro, beyond chambers with low temperature once the crioconservation has become an interesting
alternative for the conservation of genetic resources. The Amaryllidaceae family presents plants of high ornamental value and
great commercial appeal and, for these reasons, it has been object of attention for the conservation of its natural diversity. An
experiment with 3 species of recalcitrant seeds of Amaryllidaceae was carried through: Hippeastrum papilio (HP), Hippesatrum
glaucescens (HG) and the Zephyrantes robusta (ZR), being 4 treatments with four repetitions of 25 seeds each. The treatments
were: T1. -1960C without protector; T2. -1960C with the protector PVS2. T3. -1960C with the protector agent sodium algina-
te; T4. seeds sown directly with no cold treatment (control). The obtained data are: T1 - ZR, HP and HG showed 98%, 70% and
80% of germination, respectively. T2 - 93%, 68% and 21%, respectively. T3 - 1%, 0% and 8%, respectively. Finally, T4 - 99%,
72% and 88%, respectively. The results prove that the protective agents are not necessary for these species, once germination
rates were better without PVS2 or sodium alginate. It was also observed that the crioconservation, without protector agent,
showed the seed germination earlier than the control, then it is possible to imagine that a break of seed dormancy occurred. This
concept must be confirmed.
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1. INTRODUCAO

1.1. Crioconservacao

A crioconservacdo é uma alternativa eficiente e pratica
para a conservagdo de germoplasma em longo prazo, espe-
cialmente em se tratando de espécies que apresentam se-
mentes recalcitrantes ou intermedidrias (SANTOS, 2000).
Essa técnica se caracteriza pela conservagdo de uma estru-
tura vegetal a temperaturas ultrabaixas (-196°C a —150°C),
obtidas pela utilizacdo do nitrogénio liquido, paralisando
o metabolismo e impedindo a deterioragdo fisiologica do
material biolégico (GONZALEZ-BENITO, 1998).

(M Recebido para publicagdo em 25/1/2007 e aceito em 19/1/2009.

Atualmente, muitas cole¢des estdo se perdendo devido
a falta de recursos financeiros, pois seu custo de manuten-
cdo, tanto in situ quanto in vitro, ¢ elevado. A crioconser-
vagdo, quando comparada as outras formas de conservacao,
¢ mais barata e de mais facil controle, além de ndo estar
sujeita a pragas e doengas, como acontece na conservagao
em campo. Assim, se o nitrogénio liquido for mantido em
nivel adequado, a amostra permanece conservada (EN-
GELMANN, 1991).

Para a conservacdo de sementes, ¢ necessario o conhe-
cimento prévio de algumas caracteristicas. A identificagdo
correta de seu comportamento em relagdo a armazenagem
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faz-se necessaria para a escolha da estratégia adequada na
conservacdo, sendo o teor de dgua das sementes um fator
critico nessa identificagdo. (FONSECA, 2003). Antes da
crioconservagao, as sementes ortodoxas eram as Unicas que
podiam ser conservadas durante longo prazo nos bancos de
germoplasma. Sementes que tém comportamento ortodoxo
sdo as que toleram a desidratac@o a teores de a4gua entre 2%
e 5% de umidade sem qualquer dano, e, além disso, podem
ser armazenadas em baixas temperaturas, o que aumenta
seu periodo de conservagdo, sem que percam a viabilida-
de. Ja as sementes recalcitrantes ndo toleram a dessecacao
(no caso de redugdo de umidade, perdem a viabilidade),
devendo, assim, ser armazenadas com alto grau de umida-
de, o que dificulta sua conservagdo. No entanto, mesmo em
condi¢des umidas, essas sementes tém curta longevidade,
que varia de poucas semanas a alguns meses. (ROBERTS,
1973).

Convém salientar que a crioconservacdo ainda precisa
ser estudada para muitas espécies, incluindo as ornamen-
tais, cujos protocolos disponiveis se concentram em banana
e citros, segundo SANTOS (2000). Em muitas espécies de
plantas ornamentais observam-se sementes intermediarias,
tolerantes a desidratacdo em niveis relativamente baixos,
mas que sdo danificadas por temperaturas abaixo de zero
quando secas (ELLIS et al., 1990). Ha, também, espécies
recalcitrantes nas quais ndo € possivel a desidratacdo a ni-
veis de umidade suficientemente baixos, que possibilite seu
armazenamento em temperaturas negativas. Nesse caso,
mesmo com o avango das técnicas de conservagdo para
uso imediato em BAGs (Bancos Ativos de Germoplasma),

verifica-se que essas espécies ainda sdo muito sensiveis ao
congelamento (SANTOS, 2000). Outra dificuldade comum
aos BAGs ¢ a manutengdo de genotipos distintos em um
unico local, ja que, por serem submetidos a estresse fisiolo-
gico — especialmente os exoticos —, perdem seu vigor natu-
ral ou morrem suas plantas (SANTOS, 2000).

No método da crioconservacgdo — a temperatura de -196
°C —todos os processos metabdlicos, como respiracao e ati-
vidades enzimaticas, sdo inativos. H4 um pequeno risco,
que pode ser contornado, de danos cumulativos, resultantes
da atividade de radicais livres induzidos por radiagdo back-
ground. Em geral, no material armazenado por crioconser-
vagdo, ndo ha mudancas significativas em fun¢@o do tempo
(ASHWOOD-SMITH, 1985); nesse processo, os proble-
mas associados a manutencdo de culturas sdo eliminados.
O tnico dispéndio necessario ¢ com o reabastecimento de
nitrogénio liquido.

Apesar das vantagens da crioconservagdo, existem pro-
blemas decorrentes da complexidade técnica e biolodgica do
processo de congelamento e descongelamento, ja que sdo
verificadas reagdes diferentes de cada espécie, o que exige
o desenvolvimento de procedimentos especificos para cada
tipo de cultura. No entanto, esse método ainda é mais ade-
quado do que o crescimento lento provocado por grande
elenco de sistemas de cultura, como, por exemplo, a téc-
nica de manuten¢do in vitro sob baixa temperatura e em
meio de cultura minimo (com baixos teores de nutrientes).
Acredita-se que, com o avango dos conhecimentos sobre
esse tema, novos e melhores métodos, mais generalizados,
surgirdo (TORRES; CALDAS & BUSO, 1998).

Figura 1. A. Zephyranthes robusta. B. Hippeastrum papilio. C. Hippeastrum glaucescens
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1.2. As espécies de Amaryllidaceae

O objeto de estudo deste experimento sdo trés espécies
bulbosas nativas brasileiras, da familia Amaryllidaceae:
Zephyranthes robusta, Hippeastrum papilio e Hippeastrum
glaucescens.

Os lirios da chuva (Zephyranthes robusta) (figura 1A),
nomeados assim por causa de sua tendéncia de abrir as flo-
res apos a chuva, sdo originarios do Brasil, principalmente
da regido Sul; s@o plantas perenes, de pequeno porte, que
florescem em diversas estagdes. Entre as bulbosas, sdo as
de mais facil cultivo, sendo, muitas vezes, usadas em pai-
sagismo de jardins. Crescem a pleno sol e florescem muito
bem no verao, sendo rusticos e de facil cuidado. Sua haste
tem aproximadamente 30 cm e a largura da flor varia entre
7 e 8 cm (PEIXOTO, 2008).

Os amarilis ou agucenas, pertencentes a familia Ama-
ryllidaceae, sdo espécies bulbosas endémicas da grande
Bacia Amazonica. Seu bulbo ¢ importante produto flori-
cola no mercado mundial, contudo, as hastes florais tém
menor expressdo econdmica. As variedades cultivadas sdo
normalmente tetraploides, fruto de cruzamentos iniciados
na Europa no século 19, envolvendo diversas espécies bo-
tanicas (TOMBOLATO, 2004). O Hippeastrum papilio
(figura 1B), também conhecido fora do Brasil como “but-
terfly amaryllis”, € originario do Rio Grande do Sul. As
hastes florais medem cerca de 50 cm e, normalmente, na
extremidade abrem-se 2 flores, cada uma medindo cerca
de 15 cm de didmetro. Suas flores possuem listras em um

degradé de cores do centro para fora, com o fundo branco-
esverdeado; seu florescimento se inicia no més de junho,
preferencialmente em solo do tipo arenoso. Ao contrrio
dos outros amarilis, este ndo perde suas folhas, que perma-
necem sempre verdes. O Hippeastrum glaucescens (figura
1C) ¢ um dos mais comuns no Brasil, com flores averme-
lhadas, rosadas, esbranquicadas ou esverdeadas com uma
reticulagdo avermelhada na parte superior das tépalas; suas
flores medem cerca de 15 cm e se abrem aos pares em has-
tes de 50 cm de altura; floresce no inverno € o melhor solo
para seu cultivo ¢ do tipo pedregoso (PEIXOTO, 2008).

A colegdo do Jardim Botanico do Instituto Agrondémico
— JBIAC — ¢ provavelmente uma das mais completas do
Pais e ali ha também preocupagdo com a perpetuacdo das
espécies com potencial ornamental, como ¢ o caso das es-
pécies da familia Amaryllidaceae, cujos hibridos, conheci-
dos internacionalmente como “amaryllis” sdo importantes
variedades no comércio mundial. Para isso, a crioconserva-
¢do pode ser uma ferramenta importante, € por esse motivo
estabeleceu-se este experimento.

2. MATERIAL E METODOS

Foram usados acessos de trés espécies de Amaryllida-
ceae: Hippeastrum papilio (HP), Hippeastrum glauces-
cens (HG) e Zephyranthes robusta (ZR). As sementes de
HP e ZR foram obtidas a partir de plantas cultivadas na
cole¢do do JBIAC; ja as sementes de HG foram colhidas

Figura 2. Placa de Petri contendo uma camada de algoddo umedecido sobre a qual foi observada a germinagdo de
sementes de Hippeastrum glaucescens.
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em populacdo natural no Pico das Cabras (Campinas, SP).
Realizaram-se quatro tratamentos para as espécies de Ama-
ryllidaceae:

1 - crioconservagdo a -1960C sem protetor;

2 - crioconservacdo a -1960C com protetor de alginato
(0,25 ml de alginato de sédio a 1% durante 20 minutos
em solugdo de cloreto de calcio 0,1 Mol — CaCl2 = 2,19
2/100ml);

3 - crioconservagdo a -1960C com protetor PVS2 (30 ml de
glicerol, 15 ml de etilenoglicol, 13,69 g de sacarose, 40ml
de agua destilada para 100 ml de solugdo);

4 — testemunha.

As sementes foram colocadas em recipientes contendo
os crioconservadores de forma que todas ficassem reco-
bertas; em seguida, foram embaladas em papel aluminio e
submetidas a congelamento rapido com nitrogénio liquido
(-196° C), no qual foram mantidas por no minimo 24 horas.
Ap0ds esse periodo, foram retiradas dos tambores e descon-
geladas rapidamente. Em cada tratamento, foi analisada
uma amostra de 25 sementes em 4 repeticdes.

A germinacao foi realizada em placas de Petri contendo
uma camada de algoddo umedecido; essas foram mantidas
em camara de cultivo tipo BOD, com temperatura constante
de 25°C (figura 2). O efeito da crioconservagdo na qualida-
de das sementes foi avaliado pela contagem das sementes
germinadas a cada 2 dias. Os dados foram transformados
em arc sen (Vx/100) e submetidos a andlise de variéncia,
com as médias dos fatores qualitativos comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir dos resultados obtidos (tabela 1), observa-se

que a crioconservagdo de sementes de espécies de Ama-
ryllidaceae ¢ viavel, uma vez que as taxas de germinacao

das sementes crioconservadas foram equivalentes as do
método de testemunha. Para HP, a germinacdo das semen-
tes da testemunha foi de 72%, das crioconservadas sem
protetor 70%, e com o protetor alginato de sddio 68%, esta-
tisticamente iguais; para HG, a germinacdo da testemunha
foi de 97% e da crioconservada sem protetor 88%, estatis-
ticamente diferentes; por fim, para ZR, a germinagdo da
testemunha foi de 100%, da crioconservada sem protetor
99% e do tratamento com alginato de sodio 95 %, estatis-
ticamente iguais. O uso de PVS2 provou a morte da quase
totalidade das sementes para as duas espécies de Hippeas-
trum, com germinagdo de 1% das sementes de ZR e 2% de
HG, e afetou sensivelmente a germinag¢do de HP, que caiu
para 15%, o unico tratamento estatisticamente diferenciado
quando comparado aos outros dois e a testemunha.

Pelos dados obtidos no experimento, observa-se que
os crioprotetores ndo foram eficientes para a conservagio
de sementes dessas trés espécies de Amaryllidaceae, com
excecdo do HP, cujas sementes tratadas com alginato de
sodio apresentaram uma porcentagem de germinacao esta-
tisticamente igual ao tratamento sem agente protetor. Esses
tratamentos com alginato de sddio foram inadequados para
todas as espécies testadas, reduzindo significativamente as
taxas de germinacgdo. Nos tratamentos com PVS2, também
houve queda na taxa de germinacdo, porém menos signifi-
cativa do que naqueles.

A crioconservagdo sem agente protetor, mostrou a ger-
minac¢do mais rapida do que a testemunha para as trés espé-
cies testadas. Pelos dados colhidos a cada dois dias, consta-
tou-se uma possivel quebra de dorméncia da semente para
ZR, pois houve uma acelera¢io no processo de germinacao
de cerca de dois dias. Por tratar-se de uma espécie cujas
sementes apresentam alto poder germinativo e em curto
espago de tempo, essa observacdo merece maior aprofun-
damento.

Tabela 1. Médias de porcentagens e médias transformadas em arc sen Vx/100 da germinacio de sementes das espécies
Zephyranthes robusta (ZR), Hippeastrum glaucescens (HG) e Hippeastrum papilio (HP) submetidas a trés tratamentos

de crioconservagao.

Espécie

Tratamento ZR HG HP

arc sen arc sen % arc sen %

Vx/100 \x/100 Vx/100
-196°C 1,5707 100 a 1,0774 88D 0,7766 70 a
"196°C + Alginato de sodio 1,2523 95b 0,3718 36 ¢ 0,7538 68 a
196°C + PVS2 0,01007 0,02 2d 0,1511 15 b
testemunha 1,4288 99 ab 1,3984 97 a 0,8124 73 a
Dms 0,2965 0,3054 0,2073
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4. CONCLUSAO

A crioconservagdo ¢ uma técnica que pode ser
aplicada com sucesso para a conservagao em longo prazo
de sementes das espécies de Amaryllidaceae testadas; po-
rém, o uso das substancias crioprotetoras alginato de sodio
e PVS2 ndo alterou a germinacdo das sementes, em relago
as ndo tratadas.
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