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APRESENTAÇÃO

A obra “Ensaio nas Ciências Agrárias e Ambientais” surgiu da necessidade de 
reunir e divulgar as mais recentes e exitosas experiências obtidas por pesquisadores, 
acadêmicos e extensionistas brasileiros quanto à temática. Nos volumes 7 e 8, 
pretendemos informar, promover reflexões e avanços no conhecimento com um 
compilado de artigos que exploram temas enriquecedores e que utilizam de diferentes 
e inovadoras abordagens. 

O Brasil, em sua imensidão territorial, é capaz de nos proporcionar grandes 
riquezas, seja como um dos maiores produtores e exportadores de produtos agrícolas, 
seja como detentor de uma grande e importante biodiversidade. Ainda, apesar das 
Ciências Agrárias e Ciências Ambientais apresentarem suas singularidades, elas 
podem (e devem) caminhar juntas para que possamos assegurar um futuro próspero 
e com ações alinhadas ao desenvolvimento sustentável. Portanto, experiências que 
potencializem essa sinergia precisam ser encorajadas na atualidade.

No volume 7, foram escolhidos trabalhos que apresentam panoramas e 
experiências que buscam a eficiência na produção agropecuária. Muitos destes 
resultados possuem potencial para serem prontamente aplicáveis aos mais diferentes 
sistemas produtivos. 

Na sequência, no volume 8, são apresentados estudos de caso, projetos, e 
vivências voltadas a questões ambientais, inclusive no tocante à transferência do 
saber. Ressalta-se que também são exploradas experiências nos mais variados 
biomas e regiões brasileiras e que, apesar de trazerem consigo uma abordagem local, 
são capazes de sensibilizar, educar e encorajar a execução de novas ações.

Agradecemos aos autores vinculados a diferentes instituições de ensino, pesquisa 
e extensão, pelo empenho em apresentar ao grande público as especialidades com 
que trabalham em sua melhor forma. Esperamos, portanto, que esta obra possa ser 
um referencial para a consulta e que as informações aqui publicadas sejam úteis aos 
profissionais atuantes nas Ciências Agrárias e Ambientais.

Carlos Antônio dos Santos
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ARMAZENAMENTO NO NITROGÊNIO LÍQUIDO DE 
SEMENTES DE JABUTICABA: TEOR DE ÁGUA E 

CONDUTIVIDADE ELÉTRICA 

CAPÍTULO 21

Patricia Alvarez Cabanez
Universidade Federal do Espírito Santo 

Alegre - ES
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Universidade Federal de Lavras 
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RESUMO: A criopreservação ou crioconservação 
utiliza baixas temperaturas do nitrogênio líquido 
para preservação de materiais biológicos 
em que todos os processos metabólicos são 
essencialmente paralisados. Objetivou-se 
estudar o efeito do crioprotetor e diferentes 
formas de descongelamento de sementes 

de jabuticaba criopreservadas por 18 dias. O 
delineamento experimental foi o inteiramente 
casualizado (DIC), com quatro repetições, em 
esquema de parcelas subdivididas. Na parcela 
foi avaliado o uso do crioprotetor (solução 
de 0,3M de sacarose e sem uso de solução 
crioprotetora) e nas subparcelas os quatro 
métodos de descongelamento (em geladeira, 
descongelamento lento, gradativo e em banho-
maria). Observaram-se maiores valores da 
condutividade elétrica para as sementes 
que não foram tratadas com sacarose 0,3M 
nos dois tempos de medição estudados e 
maior teor de água para as sementes não 
tratadas com sacarose. Conclui-se que o uso 
da sacarose como crioprotetor proporcionou 
menores valores de condutividade elétrica e 
teor de água nas sementes de jabuticaba e os 
métodos de descongelamento não interferem 
na condutividade elétrica, mas sim no teor de 
água, podendo-se optar por descongelamento 
em geladeira. 
PALAVRAS-CHAVE: Plinia sp., conservação, 
recalcitrante. 

ABSTRACT: Cryopreservation or 
cryopreservation uses low liquid nitrogen 
temperatures for the preservation of biological 
materials in which all metabolic processes are 
essentially paralyzed. The objective of this 
study was to study the effect of cryoprotectant 
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and different forms of thawing of cryopreserved jaboticaba seeds for 18 days. The 
experimental design was completely randomized (DIC), with four replications, in a 
subdivided plot scheme. In the plot, the cryoprotectant (0.3M solution of sucrose and 
without the use of cryoprotectant solution) was evaluated and in the subplots the four 
methods of thawing (in refrigerator, slow, gradual thawing and in water bath) were 
evaluated. Higher electrical conductivity values ​​were observed for seeds that were 
not treated with 0.3M sucrose in the two measurement times studied and higher water 
content for the seeds not treated with sucrose. It is concluded that the use of sucrose 
as a cryoprotectant gave lower values ​​of electrical conductivity and water content 
in the jabuticaba seeds and the methods of thawing do not interfere in the electrical 
conductivity, but rather in the water content, being possible to opt for thawing in the 
refrigerator.
KEYWORDS: Plinia sp., conservation, recalcitrant.

1 | 	INTRODUÇÃO

A criopreservação ou crioconservação consiste no uso de baixas temperaturas 
do nitrogênio líquido, geralmente -196 ºC, para preservação de materiais biológicos. 
Todos os processos metabólicos são essencialmente paralisados, com consequente 
conservação do material vegetal por tempo indefinido e com a manutenção da 
estabilidade genética (MEDEIROS; CAVALLAR, 1992). 

A criopreservação é considerada uma técnica de armazenamento a longo 
prazo para as células, tecidos e órgãos vegetais, uma vez que permite interromper 
completamente o metabolismo celular e pode ser uma alternativa para manutenção 
da integridade genética dos recursos fitogenéticos (CARVALHO; VIDAL, 2003). Além 
do mais, requer um pequeno espaço para a instalação dos equipamentos necessários 
para a criopreservação e os custos são baixos tanto para o armazenamento dos 
materiais biológicos quanto para a proteção contra a contaminação (ALMEIDA et al., 
2002; ENGELMANN, 2011). 

Fatores como a variabilidade genética, facilidade de colheita e menor espaço 
ocupado são considerados ideais para a conservação de sementes pois esse 
armazenamento é fácil, comum e eficiente de conservação ex situ (SANTOS, 2001; LI; 
GOLDFARB et al., 2010; PENCE, 2010). Também, o tamanho reduzido das sementes 
permite que a técnica de congelamento seja realizada de forma mais eficiente, visto 
que o congelamento e desidratação são realizados de maneira mais rápida e uniforme 
em estruturas menores (CARVALHO; VIDAL, 2003). A criopreservação tem sido muito 
utilizada em bancos de germoplasma, em espécies de propagação vegetativa, com 
sementes recalcitrantes ou ameaçadas de extinção (ENGELMANN, 2011). 

O armazenamento de sementes em banco de germoplasma convencional em 
temperaturas de –20 e –196 °C (nitrogênio liquido) visa a manutenção da viabilidade 
das sementes em longo prazo (STANWOOD, 1984; SALOMÃO, 2002; WETZEL 
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et al., 2003). Temperaturas negativas fazem com que as atividades metabólicas 
sejam significativamente reduzidas, com consequente paralisação do processo de 
deterioração (LIMA et al., 2008). 

Segundo Harrington (1972), o teor de água das sementes durante o período 
de armazenamento é um dos fatores de maior influência na longevidade e um 
armazenamento adequado está relacionado à desidratação. Assim, a viabilidade 
das sementes está em função de vários fatores como teor de água da semente e 
temperatura de armazenamento (BEWLEY; BLACK, 1984). A sobrevivência dos 
tecidos vegetais à criopreservação depende da tolerância à desidratação e à baixa 
temperatura (-196 ºC) e, assim, devem-se conhecer os mecanismos bioquímicos e 
biofísicos associados com a resposta dos tecidos à desidratação e ao congelamento 
(STUSHNOFF; SEUFFERHELD, 1995).

O teor de água das sementes pode ser considerado um dos fatores mais críticos 
para realizar a criopreservação (OSPINA et al., 2000). Alto teor de água intracelular 
pode ocasionar formação de cristais de gelo, causando ruptura de membranas 
celulares, com consequente perda da semipermeabilidade e da compartimentação 
celular, ocasionando a morte celular (ENGELMANN, 1997). Nesse sentido, podem-
se utilizar substâncias crioprotetoras que podem formar ligações de hidrogênio com 
a molécula de água, reduzindo a formação de cristais de gelo e danos celulares 
(GONZALEZ, 2004).  

A perda de viabilidade durante a criopreservação pode ocorrer devido aos 
processos de congelamento e descongelamento do material vegetal e, portanto, a 
velocidade com que esses processos ocorrem devem ser adequadas para garantir 
a integridade do material quando exposto ao nitrogênio líquido. E, também, devem 
ser desenvolvidos procedimentos específicos para cada tipo de cultura agrícola 
(ASHWOOD-SMITH, 1985). Assim, objetivou-se com este trabalho estudar o efeito 
do crioprotetor e diferentes formas de descongelamento de sementes de jabuticaba 
criopreservadas por 18 dias.

2 | 	METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no Laboratório de Análise de Sementes no Centro 
de Ciências Agrárias e Engenharias da Universidade Federal do Espírito Santo 
(CCAE-UFES), localizado em Alegre, sul do Espírito Santo, nas coordernadas 20º45’ 
S e 41º29’ W. 

As sementes de jabuticaba foram obtidas de um pomar no Instituto Federal 
do Espírito Santo – Campus Alegre, localizado em Alegre, Sul do Espírito Santo, 
coordernadas 20º 45’ 50” S e 41º 27’ 25” W. Os frutos foram colhidos no estádio de 
maturação completa (coloração preto-arroxeada), em ramos dispostos radialmente na 
porção mediana da copa de plantas adultas de jabuticabeira (Plinia cauliflora (DC) 
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Berg).
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), com quatro 

repetições, em esquema de parcelas subdivididas. Na parcela foi avaliado o uso do 
crioprotetor (solução de 0,3 M de sacarose e sem uso de solução crioprotetora) e nas 
subparcelas os quatro métodos de descongelamento (em geladeira, descongelamento 
lento, gradativo e em banho-maria). O material permaneceu armazenado por 18 dias. 

Para a extração das sementes, os frutos foram pressionados contra uma 
superfície plana e firme de uma bancada e a mucilagem foi retirada manualmente, 
por meio de fricção em peneira de malha fina, acrescentando-se cal virgem. Após a 
remoção da mucilagem, as sementes foram lavadas em água corrente e dispostas 
em papel-toalha, onde permaneceram durante 12 horas, à sombra, para retirada do 
excesso de umidade.

Para o uso do crioprotetor, a solução de 0,3 M de sacarose consistiu na imersão 
das sementes durante três horas em temperatura ambiente de laboratório (25 ± 3 ºC). 
As sementes foram posteriormente distribuídas em bandejas mantidas em laboratório 
durante 12 h para secagem. 

Para criopreservação, as sementes foram embaladas em papel alumínio e 
acondicionadas dentro de um tubo cilíndrico de alumínio devidamente identificados. 
Os tubos foram colocados dentro do botijão contendo nitrogênio líquido à -196 ºC, 
onde permaneceram armazenados por 18 dias. Decorrido o tempo de criopreservação, 
os tubos cilíndricos de alumínio contendo as sementes foram retirados do botijão de 
criopreservação e as sementes foram descongeladas. 

Para estudar o efeito do tipo de descongelamento sobre as sementes 
criopreservadas, estas foram descongeladas utilizando-se quatro métodos:

•	 descongelamento em geladeira - consistiu no descongelamento à tempera-
tura de 6 ºC durante quatro horas; 

•	 descongelamento lento - consistiu no descongelamento à temperatura de 25 
± 3 ºC durante duas horas; 

•	 descongelamento gradativo - consistiu na exposição das sementes às tem-
peraturas de -196; -20; -6; 6 e 25 ºC com intervalo de 1 hora e 30 minutos 
para cada temperatura, de acordo com a metodologia proposta por Almeida 
et al. (2002) e modificações;

•	 descongelamento em banho-maria - consistiu no descongelamento das se-
mentes a uma temperatura controlada de 30 ºC por 20 minutos. 

Após o descongelamento, as sementes foram avaliadas quanto ao teor de água 
na semente e condutividade elétrica. O teor de água da semente foi determinado em 
estufa a 105 ± 3 °C, durante 24 horas (BRASIL, 2009), utilizando-se quatro repetições 
para cada tratamento e os resultados foram expressos em porcentagem média para 
cada tratamento. A condutividade elétrica foi realizada com quatro repetições de 20 
sementes, com massas conhecidas, imersas em 75 mL de água destilada e mantidas 
em incubadora BOD, a 25 °C, por 12 e 24 horas (VIDIGAL et al., 2008). Após esse 
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período, a condutividade elétrica de cada solução foi determinada em condutivímetro 
modelo EC-1382, e os resultados expressos em µS cm-1 g-1 de sementes. 

Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo 
teste de Tukey, em nível de 5% de probabilidade, utilizando o programa estatístico R 
(TEAM, 2017).

3 | 	RESULTADOS 

A condutividade elétrica medida após 12 e 24 h pode ser observada na Tabela 1. 
Observaram-se maiores valores da condutividade elétrica para as sementes que não 
foram tratadas com sacarose 0,3M nos dois tempos de medição estudados. 

Na medição após 12 h observou-se maior valor no descongelamento em 
geladeira que não diferiu do lento e gradativo para o uso da sacarose como crioprotetor, 
entretanto, não se observou diferença na condutividade elétrica nas sementes não 
tratadas com sacarose.

Na medição da condutividade elétrica após 24 h não se observou diferença 
estatística entre as formas de descongelamento das sementes estudadas com o uso 
da sacarose 0,3M. Nas sementes sem o uso do crioprotetor, a condutividade elétrica 
após 24 h observou-se menor valor no descongelamento em geladeira. 

Formas de descongelamento
Em geladeira Lento Gradativo Banho-maria

Crioprotetor Condutividade elétrica – 12 h (µS cm-1 g-1)
Sem uso de sacarose 31,06aA 30,23aA 30,37aA 32,76aA

Sacarose 0,3M 27,92bA 25,34bAB 25,16bAB 24,50bB
Condutividade elétrica – 24 h (µS cm-1 g-1)

Sem uso de sacarose 42,87aB 56,15aA 53,53aA 55,24aA
Sacarose 0,3M 45,70aA 44,92bA 46,82bA 46,14bA

Tabela 1 – Condutividade elétrica das sementes de jabuticaba (µS cm-1 g-1) medida após 12 e 
24 h obtida aos 18 dias após o armazenamento das sementes em nitrogênio líquido. 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si, em nível de 
5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

A porcentagem do teor de água pode ser observada nas Tabelas 2 e 3. Observou-
se maior teor de água para as sementes não tratadas com sacarose (Tabela 2) e não 
há diferença estatística entre as formas de descongelamento das sementes (Tabela 
3).

Crioprotetor Teor de água (%)
Sem o uso da sacarose 50,83a

Sacarose 0,3M 49,85b

Tabela 2 – Teor de água (%) das sementes de jabuticaba obtido aos 18 dias após o 
armazenamento das sementes em nitrogênio líquido em função do uso de crioprotetor. 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não diferem entre si, em nível de 5% de probabilidade, 



Ensaios nas Ciências Agrárias e Ambientais 7 Capítulo 21 195

pelo teste de Tukey.

Formas de descongelamento Teor de água (%)
Em geladeira 49,42b

Lento 49,67b
Gradativo 51,63a

Banho-maria 50,64ab

Tabela 3 – Teor de água (%) das sementes de jabuticaba obtido aos 18 dias após o 
armazenamento das sementes em nitrogênio líquido em função da forma de descongelamento 

das sementes.
Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não diferem entre si, em nível de 5% de probabilidade, 

pelo teste de Tukey.

4 | 	DISCUSSÃO

A crioproteção é realizada através da exposição do material vegetal a soluções 
contendo substâncias crioprotetoras, que visam reduzir o ponto de congelamento 
e a formação de cristais de gelo intracelular no material criopreservado (SANTOS; 
SALOMÃO, 2010). Além disso, os crioprotetores também protegem o material biológico 
das injúrias ocasionadas pela desidratação (CARVALHO, 2006). Várias substâncias 
podem ser usadas como crioprotetoras, como: dimetilsulfóxidos (DMSO), etileno glicol, 
metanol, glicerol, propileno glicol e alguns açúcares (sacarose, trealose e glucose) 
(FULLER; PAYNTER, 2004; FELIZARDO et al., 2007).

A ação dos açúcares como crioprotetores pode ser explicada através de duas 
hipóteses: funcionam como agentes osmóticos externos que removem o excesso 
de água intracelular por fluxo osmótico (DUMET et al., 1993) e/ou podem substituir 
a água removida das biomoléculas de modo a manter as estruturas hidrofílicas em 
sua conformação hidratada, mesmo após a água ter sido removida (CROWE et al., 
1984). Assim, o menor teor de água observado nas sementes de jabuticaba com o 
uso do crioprotetor pode ser devido à remoção do excesso de água intracelular pela 
sacarose. Essa desidratação das sementes permite uma redução do conteúdo de 
água nas células evitando os danos físicos causados por cristais de gelo durante o 
congelamento (SAKAI et al., 1990).  

A deterioração das sementes durante o armazenamento pode ser avaliada 
pela germinação e vigor, sendo que é primeiramente expresso por uma redução do 
vigor com consequente perda de viabilidade (BERNAL-LUGO; LEOPOLD, 1992). A 
avaliação do vigor pode ser realizada através do teste de condutividade elétrica, que 
visa avaliar a qualidade das sementes indiretamente por meio da determinação da 
quantidade de lixiviados na solução de embebição das sementes (VIEIRA et al., 2002). 

Possivelmente, o uso da sacarose como crioprotetor nas sementes de jabuticaba 
possibilitou uma redução dos danos celulares que são causados pelo congelamento 
ao nitrogênio líquido das estruturas celulares, uma vez que foram observados menor 
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lixiviação de eletrótilos. Segundo Vieira (1994), menor condutividade elétrica consiste 
em menor possibilidade de dano na membrana celular e, consequentemente, redução 
da lixiviação de eletrólitos.

O crioprotetor pode ter ocasionado uma redução dos efeitos da formação de 
cristais de gelo na semente no processo de congelamento no nitrogênio líquido. Porém, 
mesmo com essa redução, as sementes armazenadas com alto teor de água são 
suscetíveis aos danos ocasionados por temperaturas negativas, como observado na 
criopreservação com uso do nitrogênio líquido, que promove a formação de cristais de 
gelo nos tecidos, com consequente perda da viabilidade das sementes (GONZALEZ, 
2004; MOTTA et al., 2014). 

Os crioprotetores podem ser classificados em intracelulares e extracelulares. 
Os intracelulares ou permeáveis são aqueles que retiram água da célula durante o 
congelamento e os extracelulares ou impermeáveis recobrem a superfície celular 
e estabilizam a membrana, minimizando os danos causados pelo congelamento 
(FULLER; PAYNTER, 2004; FELIZARDO et al., 2007). 

Para realizar a criopreservação de sementes deve-se estabelecer o protocolo para 
cada espécie visto que vários fatores influenciam no processo como as propriedades 
físicas e químicas das sementes e o seu teor de água ideal para o armazenamento, 
além das taxas apropriadas de congelamento e descongelamento (STANWOOD; 
ROSS, 1979). 

O descongelamento do material vegetal criopreservado é de fundamental 
importância. No congelamento podem ser formados cristais de gelo que provocam 
danos às estruturas celulares das sementes e, portanto, o descongelamento deve 
ser feito de forma adequada para evitar esses problemas (CARVALHO; VIDAL, 2003; 
GOLDFARB, 2008).

A velocidade de congelamento e descongelamento pode afetar a viabilidade 
das sementes devido à ocorrência dos danos físicos e, portanto, deve ser adequada 
para garantir a integridade do material vegetal quando submetido ao nitrogênio 
líquido (LOPES et al., 2013). E, para cada espécie vegetal deve-se ter padrões e 
especificações para a criopreservação, considerando-se a determinação do teor de 
água ideal e as taxas apropriadas de congelamento e descongelamento do material 
biológico (SALOMÃO et al., 2002).

O descongelamento pode ser realizado de maneira rápida ou lenta, sendo que 
há autores que afirmam que o descongelamento lento pode provocar danos menores 
às células comparado ao rápido uma vez que nas células vegetais a desplasmólise 
rápida pode levar à morte (WANG et al., 1999) e outros autores afirmam que quanto 
maior o tempo de descongelamento, melhor a preservação de suas características 
fisiológicas (MOLINA et al., 2006). 
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5 | 	CONCLUSÃO

O uso da sacarose como crioprotetor proporcionou menores valores de 
condutividade elétrica e teor de água nas sementes de jabuticaba e os métodos de 
descongelamento não interferem na condutividade elétrica, mas sim no teor de água, 
podendo-se optar por descongelamento em geladeira. 
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