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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial germinativo e caracterizar morfoanatomicamente
a estrutura foliar de plantulas de pinhdo-manso originadas de germoplasma criopreservado. Inicialmente,
as sementes foram avaliadas quanto a dessecagdo, a cada 24 horas, por até 120 horas. Posteriormente, as
sementes foram dessecadas por 0, 24 e 48 horas e avaliadas mensalmente quanto ao potencial germinativo,
antes ¢ apos armazenamento em nitrogénio liquido por imersao direta e congelamento rapido. Para caracterizar
a viabilidade das sementes que ndo germinaram apos o periodo de avaliagdo, os embrides zigdticos foram
imersos em solugdo de tetrazolio. A morfoanatomia foliar apds criopreservagdo foi caracterizada por meio de
estudos histologicos. As sementes de pinhdo-manso toleraram a dessecagao a niveis criticos ¢ a criopreservagao
com umidade em torno de 8%. A dessecag@o das sementes até valores baixos, associada a periodos prolongados
de exposigdo ao nitrogénio liquido, causa anormalidade de plantulas, danifica as células e os tecidos das folhas,
e afeta negativamente a germinagao.

Termos para indexacdo: Jatropha curcas, conservagdo ex situ, criopreservacao, dessecagdo, fisiologia de
sementes, tolerancia.

Germinative potential and leaf morphoanatomy of physic
nut seedlings from cryopreserved germplasm

Abstract — The objective of this work was to evaluate the germinative potential and the morphoanatomical
features of leaves in seedlings of physic nut from cryopreserved germplasm. Initially, seeds were evaluated
regarding desiccation every 24 hours for up to 120 hours. Then, seeds were desiccated for 0, 24, and 48
hours, and evaluated monthly as to germinative potential, before and after storage in liquid nitrogen by direct
immersion and fast freezing. To characterize the viability of seeds that did not germinate after the evaluation
period, the zygotic embryos were immersed in tetrazolium solution. Morphoanatomical features of leaves were
determined after cryopreservation by histological evaluation. Physic nut seeds tolerated desiccation to critical
levels and cryopreservation with moisture content around 8%. Seed desiccation to lower values, associated
with longer periods of exposition to liquid nitrogen, causes abnormalities in seedlings, damages leaf cells and
tissues, and affects negatively germination.

Index terms: Jatropha curcas, ex situ conservation, cryopreservation, desiccation, seed physiology, tolerance.

Introducao nas regides semiaridas, por se tratar de um arbusto
R . perene, tolerante a seca. Contudo, a auséncia de
O género  Jatropha  (Euphorbiaceae), com  (yitivares melhoradas ¢ a falta de conhecimento

distribuicio nas regides semiaridas tropicais da Africa e
das Américas, ¢ representado por mais de 170 espécies
(Webster, 1994). Entre elas, o pinhdo-manso (Jatropha
curcas L.) destaca-se por apresentar alto teor de 6leo
(30-40%) nas sementes, e conter acido palmitico,
acido oleico e acido linoleico (Berchmans & Hirata,
2008). Portanto, ha crescente interesse no cultivo da
espécie para a producdo de biodiesel, principalmente
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de aspectos fisiologicos das sementes, inclusive
quanto a conservacdo de germoplasma, dificultam o
desenvolvimento da cadeia produtiva dessa espécie
(Openshaw, 2000; Carvalho et al., 2008).

Acessos de J. curcas sao, frequentemente, mantidos
em colec¢des em campo (Heller, 1996), 0 querequer areas
extensas, mao de obra intensiva e recursos continuos.
Esses acessos estdo constantemente sob risco de
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serem perdidos, por causa de adversidades ambientais,
ataques de pragas, dificuldades de multiplicagdo e
limitacdes orcamentarias, especialmente em paises
em desenvolvimento. Além disso, o potencial dessa
espécie em disseminar pragas ¢ doengas ¢ uma
limitagdo importante no intercAmbio de germoplasma
(Engelmann, 2009).

Para fins de conservacdo e viabilidade, as sementes
podem ser classificadas como recalcitrantes, ortodoxas
ou intermediarias e podem ser conservadas ex situ, sob
temperatura de -20°C, e por criopreservacao (-196°C),
0 que diminui a niveis minimos o metabolismo das
sementes ¢ evita a deterioragdo do material bioldgico
(Roberts, 1973; Hoekstra et al., 2001).

Diversas técnicas vém sendo utilizadas para a
criopreservagao de diferentes partes vegetativas, como
embrides somaticos e zigoticos, meristemas, calos
e gemas. Porém, as sementes sdo mais adequadas
para fins de conservacdo de uma espécie, por serem
sistemas mais organizados. Entretanto, seu elevado
teor de umidade dificulta a criopreservacao, pois pode
haver morte instantanea do material ao ser submetido
ao nitrogénio liquido. Estudos sobre a relagdo entre os
teores de umidade e o tempo de armazenamento, em
diferentes espécies, mostram que ndo ha um valor de
umidade especifico determinante, mas um intervalo de
valores aceitaveis para o congelamento. Esse intervalo
varia em cada espécie; contudo, recomenda-se, para
sementes, conteudos de umidade abaixo de 10%
(Roberts, 1973; Kermode & Finch-Savage, 2002).

No Brasil, a auséncia de cultivares geneticamente
melhoradas tem sido um dos fatores que dificultam a
expansdo na cadeia produtiva do pinhdo-manso, para a
producdo de biodiesel (Saturnino et al., 2005). Tem-se
buscado desenvolver cultivares adaptadas as diversas
condi¢des edafoclimaticas, com alta produtividade e
qualidade de 6leo. Nesse sentido, a disponibilidade
de germoplasma conservado para subsidiar programas
de melhoramento genético é um fator condicionante
para a expansdao do setor. No entanto, sdo escassos
os trabalhos a respeito do comportamento fisiologico
das sementes de pinhdo-manso sob condi¢des de
conservacao, ¢ ndo ha conhecimento de estudos sobre
sua tolerancia a criopreservagao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
germinativo e caracterizar morfoanatomicamente a
estrutura foliar de plantulas de pinhdo-manso originadas
de germoplasma criopreservado.

Material e Métodos

Os frutos de pinhdo-manso avaliados foram colhidos
no Municipio de Janatba, MG. A colheita dos frutos
foi realizada a partir de amostra composta de plantas
adultas que apresentavam frutos secos e deiscentes, de
coloragdo marrom escura. Apds a coleta ¢ a extragdo
manual das sementes, em laboratorio, avaliou-se o
teor de agua inicial, pelo método adaptado de estufa a
105+3°C por 24 horas (Regras para analise de sementes,
2009), tendo-se utilizado trés repeticdes com cinco
sementes cada uma.

Apos a avaliacdo do teor inicial de agua, foram
determinados a curva de dessecagcdo das sementes
e o efeito imediato desta sobre a germinacdo das
sementes. Para obtencdo da curva de dessecagdo, foram
coletadas amostras de sementes apos 0, 24, 48, 72, 96
e 120 horas de permanéncia sobre silica-gel, analisadas
quanto ao teor de agua e germinacdo. Em seguida, o
tegumento foi removido e os endospermas foram
esterilizados em camara de fluxo laminar, por imersdo
do material em etanol a 70% por 1 min, seguido de
15 min em solugdo de hipoclorito de sodio (alvejante
comercial a 50%, com 2,0 a 2,5% de cloro ativo) e
triplice lavagem em 4agua destilada e autoclavada.
As sementes foram colocadas para germinar em meio
de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), e o pH do
meio foi ajustado para 5,7+0,1 antes da autoclavagem.
Para germinagdo, as sementes foram mantidas em
sala de crescimento com temperatura de 25+2°C, sob
fotoperiodo de 16 horas com radiagdo luminosa de
30 mmol m2s'.

Aos 30 dias apds a semeadura, a germinagdo foi
avaliada a cada trés dias, e os resultados finais foram
expressos em percentagem. Juntamente com o teste
de germinagdo, foi avaliado o indice de velocidade
de germinacdo (IVG). Para estimar o IVG, utilizou-se a
equacdo de Edmond & Drapala (1958):

IVG=N,G, + N,G, +..+ N,G,) / (G1 + G2 +...+ Gn),

em que: Gy, G, ...G, equivale ao nimero de sementes
germinadas no dia da observagdo, ¢ N;, N,...N, é o
numero de dias apds a semeadura.

Utilizou-se o delineamento experimental inteira-
mente casualizado, com seis tratamentos (umidades
das sementes) e quatro repeticdes. Cada parcela foi
constituida por 20 sementes. Os resultados obtidos
foram submetidos a analise de variancia, ¢ as médias
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foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Apoés a determinagdo da curva de dessecagdo, as
sementes foram divididas em sublotes e depositadas
sobre silica-gel para dessecacdo por 0, 24 e 48 horas.
A testemunha e as sementes dessecadas foram
avaliadas quanto ao poder germinativo antes ¢ apds
armazenamento em nitrogénio liquido (+NL). Para
o congelamento, as sementes foram acondicionadas
em envelopes aluminizados trifoliolados
(polietileno-aluminio-polietileno) e expostas ao
nitrogénio liquido, por imersdo direta e congelamento
rapido. As sementes ficaram armazenadas por até
90 dias, e foram feitas avaliagdes mensais aos 0, 60
e 90 dias de armazenamento. O descongelamento
das sementes foi realizado a temperatura ambiente
(25+2°C) por 16 horas. Tanto a desinfestacdo superficial
quanto a composicao do meio de cultura usado para a
germinacdo das sementes seguiram o mesmo protocolo
usado anteriormente.

Foram avaliados mensalmente a percentagem de
germinagdo, a altura das plantulas, o nimero de raizes
e a percentagem de plantulas anormais. Considerou-se
como germinagao a protusdo da radicula acompanhada
por curvatura geotropica. Para avaliar a viabilidade
das sementes que nao germinaram apos o periodo de
avaliacdo, as sementes foram cortadas, ¢ os embrides
zigoticos foram imersos em solu¢dao de tetrazolio a
0,75% e mantidos no escuro a 40°C, por 24 horas.

As anormalidades nas plantulas apos o congelamento
das sementes foram avaliadas por meio de cortes
anatomicos nas folhas, de acordo com metodologia
adaptada de Pacheco et al. (1998). Para tanto, o material
vegetal foi imerso em solugdo fixadora Karnovsky,
composta de paraformaldeido a 4%, glutaraldeido a
2,5% e tampao cacodilato de sodio a 0,05 mol L', sob
vacuo, por 24 horas. Em seguida, as amostras foram
desidratadas em série alcodlica crescente, infiltradas e
incluidas em historresina (Leica). Cortes transversais
foram obtidos em microtomo rotatério e corados com
azul de toluidina. Os resultados foram registrados
em fotomicroscopio Zeiss, modelo Axioskop (Carl
Zeiss Company, Oberkochen, Baden-Wiirttemberg,
Alemanha), acoplado a um sistema digital de captura
de imagens ImagePro (Media Cybernetics, 2001).

Na criopreservacdo, utilizou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3x4, com trés tempos de dessecagdo (0, 24
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e 48 horas) e quatro periodos de criopreservagdo (0,
30, 60 e 90 dias). Os resultados foram submetidos a
analise de regressdo com uso do programa estatistico
Sanest (Zonta & Machado, 1984). Os dados expressos
em percentagem (x) foram transformados para arc sen
(x/100)*, e os dados da variavel numero de raizes
foram transformados para (x + 0,5)%°. Os resultados da
variavel altura nao foram transformados.

Resultados e Discussao

A germinagao das sementes de pinhdo-manso ocorreu
a partir do terceiro dia apds a inoculagdo in vitro,
seguida de crescente aumento na germinacao apds a
semeadura e de estabilidade apo6s 21 dias de avaliagao
(Figura 1). A dessecacdo das sementes de J. curcas
ndo influenciou significativamente a percentagem de
germinacdo (Tabela 1). O lote de sementes mantido por
120 horas sob silica-gel apresentou 2,4% de umidade,
e ndo foi observada diferenga significativa quanto a
percentagem de germinacao (76,2%), em comparacao
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Figura 1. Germinacdo de sementes de pinhdo-manso
(Jatropha curcas), de acordo com o tempo de germinagao e
teor de umidade da semente.

Tabela 1. Germinacao e indice de velocidade de germinacao
(IVG), em fun¢do do teor de umidade em sementes de
pinhdo-manso®.

Teor de umidade (%) Germinacao (%) IVG (dias)
83 88,7a 20,3a
6,4 78,7a 22,2bc
5,9 77,5a 23,5¢
4.4 75,0a 21,1ab
32 82,5a 21,5ab
2,4 76,2a 20,0a

(WMédias seguidas de letras iguais, dentro de cada variavel, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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ao lote testemunha (88,7%) (umidade inicial, sem
dessecacdo). De acordo com Black et al. (2002), a
tolerancia das sementes a dessecagdo pode ser definida
como a capacidade de recuperar as fung¢des bioldgicas
apos desidratacao.

O tempo necessario para determinado lote de
sementes germinar depende da espécie avaliada e das
condi¢des ambientais nas quais se encontra (Ferreira
& Borghetti, 2004). Neste trabalho, maior velocidade
de germinagdo ocorreu entre o vigésimo e o vigésimo
terceiro dia. O lote de sementes com umidade de
5,9% apresentou o maior tempo para estabilizar
a germinagdo, enquanto os lotes com umidade de
8,3 e 2,4% apresentaram a maior velocidade de
germinacao (Tabela 1). Carvalho & Miiller (1998)
também verificaram aumento do tempo requerido
para germinag¢do das sementes de pupunha (Bactris
gasipaes Kunth) a medida que ocorreu a dessecagao.

As curvas de germinagdo apresentaram padrao
sigmoide, o que pode ser explicado pela estabilidade
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das sementes germinadas ap6s dessecacdo (Figura 1).
Entretanto, de maneira geral, a dessecagdo das
sementes causou retardamento no inicio da
germinacdo, o que ¢ indicacdo de que as sementes
de pinhdo-manso toleram até 2,4% de umidade e
apresentam comportamento de sementes ortodoxas.
A umidade inicial do lote de sementes de
pinhdo-manso foi de 8,3% e, na auséncia de dessecacao,
nao foi observado efeito significativo dos periodos de
criopreservagdo sobre a percentagem de germinagio
(Figura 2). Esse efeito tornou-se evidente a partir
da dessecagdo das sementes por 24 horas (6,4% de
umidade). Quanto ao lote de sementes dessecadas por
48 horas (5,9% de umidade), observou-se queda na
percentagem de germinagao de 81,9 para 37%, entre os
periodos de criopreservacdo. Isto ¢ uma indicagdo de
que a dessecacdo das sementes, associada a periodos
prolongados (90 dias) em nitrogénio liquido, afeta

negativamente sua sobrevivéncia.
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Figura 2. Efeito do periodo de criopreservagao (0, 30, 60 e 90 dias) e de dessecacdo das sementes (0, 24 e 48 horas) de
pinhdo-manso (Jatropha curcas) sobre a percentagem de germinagdo (A) e de plantulas anormais (B), a altura (cm) das

plantas (C) e o numero de raizes por planta (D).
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O contetdo de umidade das sementes ¢ um dos
principais fatores que controlam a criopreservagao
(Hoekstra et al., 2001; Walters et al., 2004). Para
sementes ortodoxas, recomenda-se conteudos de
umidade abaixo de 10%; porém, o intervalo de
umidade favoravel para o congelamento difere
entre as espécies. Sementes de mamona (Ricinus
communis L.) foram danificadas e tiveram sua
viabilidade reduzida quando criopreservadas com
mais de 12% de umidade; no entanto, ndo houve
reducdo na germinabilidade das sementes com
teores de dgua entre 4 e 10%, que foram mais
adequados a criopreservacao (Almeida et al., 2002).
Castro et al. (2001) determinaram que o intervalo de
umidade favoravel a criopreservagdo em sementes
de urucum (Bixa orellana L.) situa-se entre 6 e 12%,
em virtude de que esses teores ndo terem alterado
significativamente a viabilidade das sementes, que
apresentaram percentual de germinagao de 87%.

De acordo com Crane et al. (2003) e Volk et al.
(2006), sementes com conteudos elevados de 6leo sdo
mais suscetiveis a injlrias ¢ danos fisicos causados
por exposigdes a baixas temperaturas. Segundo
os autores, baixas temperaturas podem cristalizar
lipideos durante a conservagdo das sementes.
Portanto, no momento do congelamento, espera-se
que ocorra interagdo entre os teores de umidade e de
6leo das sementes, quanto a viabilidade, embora as
razdes dessa interacdo ainda ndo sejam conhecidas.

Em relagdo ao periodo de criopreservagao,
Almeida et al. (2002) ndao observaram redugdo
da viabilidade de sementes de mamona
criopreservadas por 60 dias. Goldfarb et al. (2010),
ao analisar sementes de pinhao-manso sem levar em
consideracao seu teor de umidade, relataram que as
sementes, apds 90 dias de exposi¢ao ao nitrogénio
liquido, mantiveram percentual de germinagao
estavel, como observado em Prunus avium L. por
Chmielarz (2009). Batista (2000) verificou aumento
na percentagem de germinacdo de sementes de
gergelim (Sesamum indicum L.) imersas em
nitrogénio liquido. Entretanto, em algumas espécies
de leguminosas ocorre reducdo na viabilidade de
sementes criopreservadas por periodos prolongados
(Almeida et al., 2000).

A percentagem de germinacdo apresentou
melhores resultados quando as sementes foram
criopreservadas com sua umidade inicial, com
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média de 70%. Teores de umidade abaixo de 8%
diminuiram a sobrevivéncia das sementes, o que
indica que elas podem ser criopreservadas com a
umidade inicial de quando sao colhidas (em torno de
8-9%), e que ¢ possivel a obtengdo de sementes com
elevada qualidade apos 90 dias de criopreservacao.
Almeida et al. (2002), em estudos com R. communis,
concluiram que as sementes de mamona podem ser
criopreservadas com a umidade de colheita.

Nas plantulas provenientes de sementes expostas
ao nitrogénio liquido com umidade de 8,3%,
ndo foram observados efeitos dos periodos de
criopreservacao sobre a percentagem de plantulas
com anormalidades (Figura 2). Apesar do baixo
coeficiente de determinacdo (R?=0,59) das sementes
com umidade de 8,3%, houve crescimento linear na
percentagem de plantulas anormais, com o aumento
do tempo de exposi¢do ao nitrogénio liquido, com
média de 40,6%, apds 90 dias de armazenamento.
Esse aumento expressivo também foi evidenciado
no lote de sementes com umidade de 6,9%, o qual,
ao final de 90 dias de criopreservagdo, apresentou
média de 39,7% de anormalidade. Almeida et al.
(2000) observaram que sementes com elevado teor
de 6leo sao mais suscetiveis a injaria e a danos fisicos
causados pela exposicdo a baixas temperaturas.

Houve diminuigao no tamanho das plantulas pelo
aumento no periodo de criopreservacao (Figura 2).
As plantulas provenientes do lote testemunha
apresentaram maior altura da parte aérea, com
média de 4,8 cm. As sementes com umidade de 8,3%
apresentaram, ao final de 90 dias de criopreservacao,
plantulas com média de 2,9 cm. Esse efeito também
foi obtido nas sementes com umidade de 6,4 ¢ 5,9%
(dessecadas por 24 e 48 horas, respectivamente),
que apresentaram plantulas com altura média de
2,0 e 1,9 cm, respectivamente. A redugdo na altura
das plantulas pode ser atribuida a reducdo do
metabolismo causada pela exposicdo dos materiais
vegetais a temperatura subzero. Martins et al.
(2009), ao avaliar o comportamento de sementes
de ipé-roxo (Tabebuia impetiginosa), concluiram
que as sementes sdo tolerantes ao congelamento
(-196°C) desde que o teor de agua seja de 4%.
Nessas condi¢des, as sementes, apos 240 dias de
criopreservacdo, produziram plantulas com altura
inferioras datestemunha. Rochaetal. (2009) também
observaram que o vigor, expresso pelo comprimento
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das plantulas provenientes de sementes de algodao
(Gossypium hirsutum L.) criopreservadas, reduziu-
se de 22 para 2,0 cm. Meletti et al. (2007), ao avaliar
acessos de Passiflora spp., demonstraram que
plantulas provenientes de sementes criopreservadas
por dez dias, com 20% de umidade, ndo diferiram da
testemunha quanto ao comprimento da parte aérea.

A percentagem de germinacdo de plantulas com
anormalidades manteve-se estavel nas sementes
criopreservadas por 90 dias, com umidade inicial.
Esse comportamento também foi observado na
variavel numero de raizes, que apresentou, ao
final do periodo de congelamento, trés raizes por
plantula, ndo tendo ocorrido ajustes significativos
(Figura 2). Portanto, o nimero de raizes por plantula
proveniente de semente com umidade em torno de
8% nao foi afetado pelo tempo de exposi¢cdo ao
congelamento. Contudo, nas sementes dessecadas
por 24 e 48 horas, houve redu¢do no nimero de
raizes, com média de 1,9 e 2,2 raizes por plantula,
respectivamente. Como essa redugao também foi
verificada na variavel percentagem de germinacao,
observa-se que a criopreservacdo das sementes com
umidade entre 5-6% afeta sua qualidade.

A qualidade e o numero de raizes em pinhdo-manso
também podem variar de acordo com o substrato no
qual se encontra. Nunes et al. (2008) observaram que
a maior e a menor concentra¢do de sacarose no meio
de cultura afetam a producao de raizes de plantulas
de pinhdo-manso oriundas de sementes germinadas
in vitro. Camillo et al. (2009), em trabalho com
criopreservacao de sementes de dendezeiro (Elaeis
guineensis), obtiveram taxa de germinacdo de 90%,
apos 21 dias de crioarmazenamento. Esses autores
observaram raizes primarias bem desenvolvidas e
auséncia de plantulas anormais ao final da avaliagdo, o
que mostra o potencial das técnicas de criopreservagao
na conservacdo de sementes de certos genotipos
de dendezeiro, sem comprometer sua viabilidade.
Os resultados obtidos no presente trabalho
corroboram os de Walters et al. (2004), quanto ao
limite de umidade confiavel para manutencdo da
qualidade de sementes armazenadas em nitrogénio
liquido, que pode variar entre diferentes espécies.

Na avaliagdao da viabilidade dos embrides, os
padrdes de coloracdo observados variaram de
vermelho intenso, em regides danificadas, a branco,
nas regides mortas (Figura 3). A inviabilidade dos
embrides pode ser atribuida a incidéncia de injuria

nos tecidos da semente causada pela exposicdo
a temperatura extrema. Steponkus (1984) e
Walters et al. (2004) relataram que os danos mais
significativos causados pelo congelamento estdao
relacionados ao deficit hidrico. Essas injurias, em
geral, sdo alteragdes na semipermeabilidade ou no
rompimento da membrana plasmatica. Chandel etal.
(1995), ao avaliar a tolerancia a dessecacao, seguida
de imersao em nitrogénio liquido, em sementes de
cacau (Theobroma cacao L.), observaram redugao
nasua viabilidade. Essa reducao foi comprovada por
estudos ultraestruturais, que indicaram rompimento
das membranas celulares durante a dessecacdo e o
congelamento das sementes.

Nas plantulas que apresentaram anormalidades,
observou-se diferentes padroes de desenvolvimento.
A analise histoldgica indicou anormalidade externa
e interna. As folhas normais (Figura 3) apresentaram
mesofilo dorsiventral com parénquima pali¢adico
voltado para a face adaxial e parénquima lacunoso
para a face abaxial da folha, o qual apresentou
cé¢lulas isodiamétricas com paredes retas. Nessas
folhas, ¢ possivel observar feixes vasculares
com organizagdo colateral, nervura principal
proeminente e feixe vascular diferenciado.
A epiderme apresenta células com formato tabular
e paredes retas. Nao foi possivel fazer a distingao
entre os dois tipos de parénquima clorofiliano,
nas folhas com anormalidades. O mesofilo dessas
folhas apresenta-se desorganizado com células em
formato irregular e paredes sinuosas, o que torna
impossivel a visualizacdo de feixes vasculares
organizados.

Morfologicamente, as plantulas com germinagao
anormal apresentaram caracteristicas como:
cotilédones que permaneceram aderidos e
atrofiados, tendo dificultado o crescimento
do epicotilo; cotilédones que permaneceram
aclorofilados; plantulas que desenvolveram apenas
o hipocotilo; e formacdo de calos na face adaxial
dos cotilédones e na base do hipocotilo, que se
multiplicaram e romperam a epiderme adaxial
da folha (Figura 3). A formacdo de calos foi a
anormalidade observada com maior frequéncia
nas folhas das plantulas provenientes de sementes
criopreservadas. Em  algumas folhas com
anormalidades, ndo foi possivel distinguir nervura
principal e invaginag¢des da epiderme em dire¢do
ao mesofilo indiferenciado.
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Figura 3. Efeito da dessecacdo e da criopreservacdo nas sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas). A, danos fisicos
no embrido criopreservado (barra = 1 cm); B, embrido invidvel apds exposi¢do ao nitrogénio liquido (barra = 1 cm);
C, germinagdo com emissdo da radicula com curvatura geotropica positiva (barra= 1 cm); D, sec¢do transversal de folha normal
de plantula proveniente de semente criopreservada (barra = 100 um) — Fl, floema; X1, xilema; Pp, parénquima pali¢adico;
Pl, parénquima lacunoso; Ab, face abaxial e face adaxial (seta); E, plantula normal (barra = 1 cm); F, plantula anormal
(barra = 1 c¢cm); G, secgdo transversal de folha anormal (barra = 200 um) — Ca, calo; Fvi, feixe vascular indiferenciado;
Cpi, células com parede irregular; H, Sec¢@o transversal de folha anormal (barra = 200 pm) — Ad, face adaxial.
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Conclusoes

1. Sementes de pinhdo-manso sdo tolerantes a
dessecagdo ¢ mantém sua viabilidade mesmo com teor
de agua reduzido abaixo de valores criticos.

2. Sementes de pinhdo-manso mantém sua
viabilidade elevada quando criopreservadas com
umidade em torno de 8%, sem necessidade de maior
dessecagao.

3. A dessecagdo das sementes de pinhdo-manso,
associada a periodos prolongados de exposicao a
nitrogénio liquido, afeta negativamente a viabilidade
das sementes, danifica células e tecidos foliares e causa
anormalidade de plantulas.
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