UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE

CENTRO DE TECNOLOGIA E RECURSOS NATURA

UNIDADE ACADEMICA DE ENGENHARIA AGRicoLA {
" COPEAG - COORD. DE POS-GRADUAGAO EM ENG. AG;RicoLA

PROGRAMA _
DE POS- GRADUA(;AO
f EM ENGENHARIA AGRiCOLA

CRIOCONSERVAGAO DE SEMENTES DE IPE AMARELO
(Tabebuia chrysotrica (Mart. ex. DC.) Standl.) E DE
IPE ROSA (Tabebuia heptaphylla (Vellozo) Toledo

~ " NUBENIA DE LIMA TRESENA




UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
‘ ' COORDENACAO DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA AGRICOLA

DISSERTACAO

AREA DE CONCENTRACAO EM PROCESSAMENTO E
ARMAZENAMENTO DE PRODUTOS AGRICOLAS

CRIOCONSERVACAO DE SEMENTES DE IPE AMARELO
(Tabebuia chrysotrica (Mart. ex. DC.) Standl.) E DE
IPE ROSA (Tabebuia heptaphylla (Vellozo) Toledo)

Nubénia de Lima Tresena

Campina Grande — Paraiba
JULHO - 2004



Nubénia de Lima Tresena

CRIOCONSERVACAO DE SEMENTES DE IPE AMARELO
(Tabebuia crysotrica (Mart. ex. D. C) Standl.) E SEMENTES DE IPE
ROSA (Tabebuia heptaphylla (vellozo) Toledo).

Dissertagcido apresentada ao curso de Pos-
Graduacdao em Engenharia Agricola do Centro
de Ciéncias e Tecnologia da Universidade
Federal de Campina Grande, em cumprimento
as exigéncias para obtencdo do grau de
Mestre.

Area de concentracio: Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas

Orientadores:
Prof. Dr. Mario Eduardo Rangel Moreira

Cavalcanti Mata
Prof. Dra. Maria Elita Martins Duarte

CAMPINA GRANDE -PB
JULHO - 2004

ii



Dados Internacionais de Catalogacdo na
Publicagdo

(Biblioteca da Central -UFCG)

T796¢
Tresena, Nubénia de Lima.
Crioconservagdo de sementes de ipé amarelo (Tabebuia
crysotrica (Mart. Ex. D. C.) Stand].) e sementes de ipé

rosa (Tabebuia heptaphylla (vellozo) Toledo. / Nubénia
de Lima Tresena. -- Campina Grande, 2004.

Dissertag@o (Mestrado em Engenharia Agricola) —
Universidade Federal de Campina Grande, Centro de
Ciéncias e Tecnologia.

Referéncias.

Orientadores: Prof. Dr. Mério Eduardo Rangel Moreira
Cavalcanti Mata, Prof*. Dr*. Maria Elita Martins Duarte.

1. Crioconservagao. 2. Ipé amarelo. 3. Ipé rosa. 4.
Conteudo de agua limite. 1. Titulo.

CDU-631.53.02(043)




UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAD E PESQUISA

CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
COORDENACAD DE POS-GRADUACAD EM ENGENHAKIA AGRICOLA

PARECER FINAL DO JULCAMENTO DA DISSERT: ACAQ DA MESTRANDA

NUBENIA DE LIMA TRESENA

CRIOCONSERVACAD DE SEMENTES DE IPE AMARELO (Tubebuin
chrysefrica (Mart, Ex. D.C.) Standl) E IPE ROSA (Tabebuia heptaphylla
(Vellozo) Toledo)

BANCA EXAMINADORA PARECER

Mervin E’M@udq APLOVAD O

Tir, M W}(@ Fduards RM.Cavalcanti Mata-Orientador

%ﬁ“& APROYRDD

Nra Maria Klits Duarte Braga-Orientadora

he Ao VADD

/4?%’01/@0

JULHO - 2004

COPEAG - COORDENACAD DU POS-GRADUACAC EM ENGENHARIA AGRICOLA
Wk s Vpluse, BRE Cinepos L UROG, Bloos ONL 17 Asdar, Clalya Postal 10087, CRF 5100970, CAMPINA GRANDE,
15, ]51{ \\Jl lum (Un&i) 5l(I.1{355, Fax (Oxx83) 310-1185, L-mail: copeagi@deag.ufpl.br, http/fwww.deag.ufph.bri~copeag



A Deus,

A meu pai Adalberto Tresena, a minha irmd Niubia Verdnica de
Lima Tresena e aos meus sobrinhos Filipe e Déborah por todo
apoio e amor ¢ em especial a minha mde Maﬁa das Neves de
Lima Tresena por suas oragcdes e compreensdo acerca de minha
auséncia. Por sempre ter acreditado em mim e em meu potencial,

sem ela este trabalho ndo seria possivel.,

Dedico este trabalho

v




- AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Campina Grande, que proporcionou a realizagéo
dessa pés-graduagfo em Engenharia Agricola como também aos meus orientadores Dr.
Mério Fduardo R. M. Cavalcanti Mata e Dra. Maria Elita Martins Duarte pelo apoio, na

elaboracfio deste trabatho.

A todos os professores, funcionarios ¢ alunos que fazem parte do
Laboratério de Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas do Departamento

de Engenharia Agricola da Universidade Federal de Campina Grande

A secretaria do DEAg/UFCG, na pessoa de Rivanilda Diniz Sobreiro de

Almeida, por sua presteza e constante ajuda.

Aos amigos que fiz durante o desenvolvimento deste trabatho: Elvira,
Maria, Ranilda, Diniz, Acdcio, Joaquim, Ednalva, Bartolomeu, Nilene, Silvana, Luciano,
Jeane, Marcelo, Sckaymenn, Yvson, Grangeiro, sheila entre outros em que dividimos

momentos de dificuldades e de companheirismo.
Ao Centro Nacional de Pesquisa de Algodiio Embrapa/CNPA-Campina
Grande, PB pela realizacfio de parte deste trabalho em especial a Mario Brito do

Nascimento que nunca se negou a ajudar-me ¢ por sua amizade sempre que precisel.

A Rogério Leandro por todo seu carinho, paciéncia, apoio € atengio

incondicional que foram imprescindiveis, minha eterna gratidio.

A Ailton Melo de Moraes, por sua imensa generosidade e disponibilidade

sempre que precisel. Ailton, meu muito obrigada.

v



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS
RESUMO
ABSTRACT

1 —INTRODUCAO ..o,

2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA...........

........................................................

........................................................

2.1 Descri¢iio Geral, Importincia e Origem da Espécie..........ccooovie

201 I8
2.1.2 Ipé amarelo ....coocoviiiviicnniinn
2.1.3 IpErosa v

........................................................

.......................................................

......................................................

2.2 Qualidade Fisiologica das Sementes ...........ccovvmniviiniincninnns

2.2.1 Germinacio € VIgoT...ccvvvvvvicnens
2.2.2 Contetdo de agua........ccoovvennns
2.2.3 Crioconservacio ... .o,

3-MATERIAL E METODOS

.......................................................

.....................................................

.......................................................

3.1 Contetdo de dgua limite para CrioCONSEIVACHD . ..vririviciniinenisinnianes

3.2 Teste de germinacfo .....ccoovmvenenenes
3.3 Teste de VIgOT . oo
3.4 Crioconservaciio das sementes ..........
3.5 Analise dos dados estatiSticos ...........

4~ RESULTADOS E DISCUSSAO ..........

.....................................................

.....................................................

...................................................

....................................................

.......................................................

4.1 Conteddo de agua limite para crioconservaglo ...,

4.2 Crioconservago .....cocecvinvecinninens

§_CONCLUSOES ..o

6 ~ REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

.......................................................

........................................................

........................................................

vi

21
22
24
24
25
26
27

27
28

41

42




LISTA DE FIGURAS

FIGURAS ) : Pagina
1 Arvore de Ipé Amarelo 6
2 Arvore de Ipé Rosa 8
3 Sementes de [pé Amarelo 21
4 Sementes de Ipé Rosa 21
5 Recipientes criogénicos 27
6 Dessecador para secagem de sementes de Ipé 23
7 Recipiente para umedecimento das sementes 24
8 Germinador para as sementes 24

9 Crioconservaciio de sementes em botijdes criogénicos 25

vii




LISTA DE TABELAS

TABELA -

Lh

Valores do desdobramento da interacio umidade versus
temperatura para varidvel viabilidade das duas espécies de Ipé
(amarelo e rosa) crioconservadas pelo periodo de cinco dias ......

Andlise de varidncia da viabilidade das sementes de duas
espécies de Ipé, apds a crioconservagfio em nitrogénio Hquido a
=196 2C, por ¢INCo QAS ..o

Valores médios da viabilidade das sementes de duas espécies de
Ipé, apds a crioconservagio em nitrogénio liquido a 196 °C,
POT CINEO GHAS 1vevevrieerire e et r et es ena e sre e ne e s st sn e s e s vasaeas

Valores médios da germinagio e vigor do desdobramento da
interacfio Variedade versus Contetido de Agua para a varidvel

viabilidade das sementes de duas espéeies de Ipt -

crioconservadas por cinco dias.

Valores médios da germinaco e vigor do desdobramento da
interagio Espécie versus Temperatura para a varidvel
Viabilidade das sementes de duas espécies de Ipé
crioconservadas por cinco dias.

Valores médios da germinagBo e vigor segundo o
desdobramento da interagho Conteddo de Agua versus
Temperatura para a variavel Viabilidade das sementes de duas
espécies de Ip€ crioconservadas por cineo dias ...

Valores médios da germinagfio e vigor do desdobramento da
interagdo Periodo versus Temperatura de Crioconservagio para
a varidvel Viabilidade das sementes com Contetdos de Agua de
4% e 6% de ba. para o Ipé Amarelo € o Ipé Rosa,
respectivamente, submetidas a crioconservaciio em vapor (-
170°C) e imersfio (-196°C) por quatro periodos (0, 30, 60 ¢ 90
GHAS) cverreeerre e e

Andlise de varidncia da viabilidade das sementes de duas
espécies de Ipé, crioconservadas no vapor (-176°C) e na imersio

Valores médios da crioconservacio sobre a viabilidade das
sementes de duas espécies de Ipé, crioconservadas no vapor (-
176°C) e na imersdo (-196°C) em nitrogénio liquido durante G,
30, 60 € 90 dIAS ..oveeiiiirie ettt e e rens

Pagina

28

29

30

32

35

37

38

40




RESUMO

A utilizacfo descontrolada dos recursos naturais tem provocado consegiiéncias negativas,
comprometendo o potencial genético de muitas espécies. A regifio do Trépico Semi - Arido do
Nordeste brasileiro apresenta um elevado indice de desertificagfio e em conseqiiéncia disso vérias
espécies encontram-se praticamente extintas principalmente aquelas de alto valor econdmico que
possui madeira resistente utilizada em construges e também na medicina popular. Entre elas
destaca-se o Ipé, que praticamente desapareceu dessa regifio. A semente de ipé apresenta uma baixa
longevidade natural o que tem se constituido um grande obsticulo em programas de
reflorestamento e de preservagio da espéeie em bancos de germoplasma. A Crioconservagio
consisie em submeter as sementes a femperaturas criogénicas enire ~140 e 196 °C com o objetivo
de preservar a sua qualidade fisiolégica, por tempo indeterminado. Contudo, nem todas as espécies
toleramn a crioconservagiio, o que evidencia a necessidade de pesquisas constantes no
desenvolvimento de protocolos que viabilizem as técnicas de crioconservaciio das espéeies. Em
razio disso, o presente trabalho teve como objetivo: 1) determinar o Contefido de Agua Limite para
Crioconservacio (CALC) das sementes de Ipé e 2) estudar a qualidade fisiolégica de duas espéeies
de Ipé (Rosa e Amarelo} submetidas a 2 técnicas de crioconservagio (a) imersio em NoL a ~196
°C: (b) conservaciio em vapor do NoL 170 °C e 4 periodo de armazenagem {0, 30, 60 e 90 dias). O
delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado sendo que, para a determinagéio do
CALC foi utilizado o esquema fatorial 2 (Variedades) x 5 {Conteddos de dgua) com 4 repetigdes de
100 sementes ¢ a crioconservacio com esquema fatorial 2 (Variedades) x 2 (Temperaturas de
crioconservacio) x 3 (Periodos de armazenagem) com 4 repeticBes de 100 sementes. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de varifincia e as médias dos fatores foram comparados entre si
utilizando-se o teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para esta finalidade utilizou-se o programa
computacional ASSISTAT 6.5. De acordo com os dados obtidos concluiu-se que: {a} O Contetido
de Agua Limite para Crioconservagio - CALC foi de 4% b.u. para o Ipé Amarelo e 6% b.u. para o
Ipé Rosa; (b) os dois métodos de crioconservacfo, ou seja, tanto a imersfo em nitrogénio liguido -
196 °C como o vapor do nitrogénio a —176 °C se mostraram eficazes para a conservagio desse

material biolégico.

PALAVRAS -CHAVE: crioconservacio, ipé amarelo, ipé rosa, conteiido de Agua limite
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ABSTRACT

The uncontrolled utilization of the natural resources has provoked negative consequences,
committing the genetic potential of many species. The Semi-Arid Tropic region of the Brazilian
Northeast presents a big desert index and, consequently to the action of the autropia, many species
are almost extinct, mainly those which have a great economic value and that possess resistant wood
that is used in constructions and in the popular medicine. Among them, the Ipé€, which almost
disappeared from this region, stands out. Their seeds present a little longevity, what has become a
big obstacle in programs of reforestation and preservation of the species in germoplasm banks. The
cryoconservation consists in submitting the seeds to cryogenics temperatures between ~ 140 and ~
196 °C to preserve the physiological quality of the seeds for an uncertain time. However, all the
species don’t tolerate the cryoconservation. This evidences the need of constant researches on the
development of protocols that make possible the techniques of cryoconservation of the species. In
reason of that, this work had as objectives: 1) to determine the Limit Water Content for the
Cryoconservation {ILLWCC) of the Ipé seeds and 2) to study the physiclogical quality of two species
of Ipé (pink and yellow), that were submitted to 2 cryoconservation techniques (a) immersion in
N.L at — 196°C; (b) conservation in N;L vapor — 170°C and 3 storages periods (0, 30, 60 and 90
days). The used statistic delineation was entirely casual. The factorial scheme 2 (varieties) x 5 (wet
content), with 4 repetitions of 100 seeds and the cryoconservation with factorial scheme 2
(varieties) x 2 (cryoconservation temperatures) x 3 (storage periods) with 4 repetitions of 100 seeds
were used to the LWCC determination. The obtained data were submitted to the variance analysis
and the factors averages were compared to each other. Turkey's test, at 5% of probability and the
operational program ASSISTAT 6.5 were utilized. According to the obtained data, it can be
concluded that: (a) The Limit Water Content, for the cryoconservation (LWCC), was 4% w.b fo the
vellow [pé and 6% w.b to the pink Ipé. (b) Both methods of cryoconservation, so much the
immersion in liquid nitrogen as the seeds which were submitted to the nitrogen vapor at — 176°C

were effective for the conservation of this biological material.

KEY-WORDS: cryoconservation, yellow Ipé, pink Ipé€, limit water content



Introducéo

1. INTRODUCAO

(O conhecimento da biologia de plantas nativas ¢ de fundamental importéncia,
uma vez que vérias destas espécies s@io potencialmente aptas a recuperagfo de dreas
degradadas e programas de conservagio (MONTEIRO & RAMOS, 1997). Estudos sobre a
reproduciio de espécies vegetais s80, portanto, essenciais para atender as necessidades
econdmicas, sociais e ambientais, fundamentais para garantiv o desenvolvimento
sustentado, principalmente em paises como o Brasil, cuyja rica biodiversidade vem sendo
explorada sem manejo adequado (GOMES & FERNANDES, 2002).

Devido as devastagGes arboreas, ocorridas em paises em desenvolvimento,
diversas entidades nacionais e internacionais criaram programas de modo a recompor as
dreas desmatadas mediante as agbes de reflorestamento (DANIDA, 1998; WHITMORE,
1994; MILLER et al,, 1995). No entanto, de acordo com NOGUEIRA et al. (1986) essa
devastacio florestal para a extracfio de madeira, visa o atendimento das necessidades do
pais e da expansio da agricultura, observando urn comprometimento do potencial genético

de muitas espécies.

Tal fato tem sido observado no trépico semi-drido do nordeste brasileiro, que
se caracteriza por apresentar areas extremamente criticas, onde os aspectos edafo-
climaticos (semi-aridez) associados com elementos da natureza politica, econdmica e

social, contribuem para a redugio do seu potencial biologico.

Segundo LOPES & MINEIRO (1995) a micro regifio dos cariris velhos € a que
sofre 0 maior indice de desertificacio do nosso pais, pondo em risco a extingfo de vérias
espéeies vegetais, principalmente, as que possuem madeiras resistentes usadas na
construgfio civil e na fabricagiio de modveis, bem como na medicina popular. Neste
contexto, tem-se constatado que vérias espécies nativas, praticamente desapareceram nessa

regidio, entre as quais se destaca o Ipé (Tabebuia, sp.).

Para dar suporte aos processos de reflorestamento de areas degradadas, a
conservagdo de sementes e outros métodos ex sifu tem sido essenciais para contribuir com

a preservagfio da biodiversidade de muitas espécies nativas, de alto valor madeireiro, ou
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outras caracteristicas que estdo vulnerdveis nos diferentes tipos de florestas tropicais (FAO,

1989;)

A conservagdo da biodiversidade agricola tem como objetivo principal
resguardar o patrimbnio genético atualmente existente, e assegurar para o futuro, a
possibilidade de alternativas e solugBes para problemas. que a agricultura possa vir a
enfrentar referente as pragas, enfermidades e secas, diminui¢co da produtividade, entre
outras. Alé o momento o banco de sementes tem sido essencial para conseguir esse
objetivo, entretanto, diante das dificuldades e problemas existentes para conservar essa
biodiversidade, novas tecnologias devem ser investigadas para melhorar o seu

funcionamento (BONNER, 1990).

De acordo com Solbrig, citado por MALUF et al. (2000) durante o ciclo de
vida de uma planta, um dos estadios mais delicados é o que envolve a germinagio das
sementes, devendo ocorrer em certas €épocas do ano. Segundo o mesmo autor, existem
restrigdes quanto a data de semeadura e, muitas vezes € necessario o armazenamento das
sementes por longos periodos. Desta forma, o estudo do armazenamento, longevidade ¢
germinacio das sementes de espécies nativas ¢ de suma importincia para implantagio
definitiva dos programas de recuperagfio de 4reas com vegetagiio degradada ou mesmo,

para dar suporte ao paisagismo urbano.

Levando-se em conta gue ¢ objetivo basico do armazenamento é manter o nivel
da qualidade fisiologica das sementes, devem-se considerar os fatores que afetam a
longevidade durante o periodo de armazenamento, bem como as meihores condiges para

tal procedimento (PEREZ et al., 1999).

No Brasil, a predominfincia de temperaturas do ar elevadas e umidades
relativas do ar também elevadas, sdo condigfes desfavordveis para a manutengfo da
qualidade fisiolégica de muitas espécies de sementes, sendo 0 armazenamento a baixas
temperaturas uma das alternativas vidveis na conservaciio das sementes de espécies

arbdreas.

A cada 3,5 °C de decréscimo de temperatura aumenta o dobro no potencial de

armazenamento, no intervalo de 0 a 45°C. J4 para a umidade o potencial de
2
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armazenamento dobra a cada 1% de decréscimo, na faixa de 4 a 14% base timida
(DANIDA, 1998). No caso das sementes ortodoxas tem-se o exemplo das sementes do

género Tabebuia onde as melhores condig@es de armazenamento € o clima frio e seco.

A classificagiio do comportamento fisioldogico das sementes baseia-se em sua
tolerncia a desidrataco e em sua resposta ao armazenamento, geralmente sob baixas
temperaturas (ROBERTS, 1973). As sementes denominadas ortodoxas podem ser secas a
baixos niveis de umidade sem que nenhum dano fisiolégico ocorra (ELLIS et al., 1990).
Essas sementes podem ser conservadas em longo prazo com batxo grau de umidade e em
temperatura abaixo de zero, em bancos de germoplasma. J4 as intermedidrias s6 podem ser
conservadas em médio prazo e as recalcitrantes em curto prazo (ROBERTS, 1973; ELLIS
et al., 1990/91). A identificacio correta da categoria a que a semente de uma espécie
pertence ¢ fundamental para o estabelecimento da metodologia de conservacio a ser

empregada no banco de germoplasma.

Segundo ALMEIDA & CAVALCANTI MATA (1997) embora algumas
sementes sejam tolerantes a dessecaghio existem sementes que podem nfo tolerar o uso de
ultra-baixas temperaturas, desta forma torna-se necessirio o estudo de protocolos que
definam as potencialidades dessas sementes a crioconservagio. De acordo com os mesmos
autores, o contetdo de agua mais adequado a crioconservacdio, também ¢ um fator a ser
investigado, pois existem relatos na literatura onde a crioconservagiio de sementes com
diferentes contetidos de agua tiveram efeitos significativos. Este fato exige que, dentro dos
protocolos de crioconservagiio de sementes, sejam realizados estudos de determinagio do

Contetdo de Agua Limite para a Crioconservagio.

Apesar da grande quantidade de bancos genéticos existentes ex sifu de espécies
agricolas, a existéncia desses bancos para espécies nativas ¢ muito pequena (YEATMAN,
1987; FAO, 1989; TOMPSET, 1994; PRANCE & SMITH, 1997). Pois segundo ASTLEY
(1991) e HEYWOQOD (1992), pouco mais de 2% das espécies nativas sfio encontradas em

bancos de sementes.

A destrui¢io ambiental pode alcangar proporgfes, onde muitas espécies podem
ser extintas, pondo em risco, para as geragdes futuras, a diversidade da vida na Terra.

Cientistas brasileiros trabalham incessantemente para resgatar a biodiversidade dos nossos
3
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campos e matas, utilizando os Bancos Genéticos onde amostras sfo congeladas em

pequenos frascos.

Desde a década de 80 tem-se estudado a possibilidade de se utilizar a
crioconservagio como alternativa aos métodos tradicionais de armazenamento de
sementes. Na crioconservacio, as sementes s3o armazenadas em temperaturas inferiores a
~130°C, mediante a sua imersio em nitrogénio liquido a —196°C. Nestas condig¢les os
processos de deterioragio e o seu metabolismo sdo detidos. Com isso assegura-se

teoricamente a conservacgio por tempo indefinido (STANWOOD, 1984).

A crioconservagiio tem se mostrado como uma das alternafivas mais
promissoras para conservar as sementes, devido sua simplicidade e eficiéncia bem como,

essa tecnologia, tem se verificado ser de baixo custo (Engelmann & Takagi, citados por
ALMEIDA & PITA VILLAMIL, 2000}

E possivel manter ou prolongar a viabilidade das sementes, quando
armazenadas em condicBes controladas de temperatura e suprimento de oxigénio. Tsto
porque ha reduciio ou interrupcio dos mecanismos deletérios 4 semente, sobre tudo,
produciio de metabdlicos essenciais, decomposi¢io de macromoléculas ¢ aciimulos de

metabolitos tdxicos (STANWOOD, 1985).

As espécies do género Tabebuia produzem grandes quantidades de sementes,
as quais sfo dispersas por anemocoria. No entanto, estas sementes, ndo apresentam
caracteristicas morfofisiolégicas que lhe confiram longevidade (KANO et al, 1978,
KAGEYAMA & MARQUES, 1981).

A curta viabilidade de sementes de Ipé pode ser atribuida ao maior teor de
lipidios que os compostos amildceos e protéicos, em sua composicio quimica (FREITAS,
1978). Segundo HARRINGTON (1972) devido a instabilidade quimica dos lipidios as

sementes lipidicas se deterioram mais rapidamente que aquelas amildceas ou protéicas.

Ainda em relagio ao contetudo de lipidios, VERTUCCI (1989), ressalta que

sementes ricas em lipidios parecem ser mais susceptiveis a crioconservagfo, se bem que
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ndo estd clara a existéneia de uma correlaglo entre as sensibilidades das sementes 2

crioconservagiio com seu contefido de lipidios (IRIONDO et al. 1992),

A crioconservagdo, além de apresentar a vantagem de baixos custos de
manutengio, suspende o envelhecimento do material bioldgico (Ospina citado por
ALMEIDA & PITA VILLAMIL, 2000). Por esta razfo a crioconservacio ¢ indicada para
reduzir o risco da perda genética, mantendo o estado fisiolégico das sementes

(ENGELMANN, 2000).

Varios estudos tém mostrado a possibilidade de submeter as sementes em
nitrogénio liquido sem que estas sejam danificadas (Stanwood; Pita Villamil & Perez Ruiz;
Ospina citados por ALMEIDA & VILLAMIL, 2000). A literatura se refere também as
sementes submetidas a zero absoluto, sem que estas sofram qualquer dano (Becquered &
Lipman citade por STANWOOD, 1987). Entretanto, para se fazer da crioconservagio de
sementes uma técenica rotineira de laboratorio, deve-se avaliar a susceptibilidade de danos
que pode vir a causar nas sementes quando exposta em nitrogénio liquido
(ENGELMANN, 2000 LU et al., 2000; NORMAH et al., 2000; QUAT & DANIEL,
2000; NINO et al., 2600).

Assim, com base no exposto, o presente trabalho teve como objetivo:

% Determinar o Contetido de Agua Limite para Crioconservagio (CALC) das

sementes de ipé amarelo e ipé rosa.

» Estudar a qualidade fisiologica das 2 espécies de Ipé (amarelo e rosa) submetidas a
2 temperaturas de criopreservacfio ¢ 3 periodos de armazenagem
. Congelamento
- Imersio NoL a~196°C
- No Vapor do Nala— 170°C
¢ Periodo de armazenagem
- testemunha
- 30 dias
- 60 dias
- 90 dias
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Apds cada periodo de crioconservagiio as sementes de ipé amarelo e rosa eram
descongeladas em temperatura ambiente (23 a 25°C) durante 3 horas e ap6s esse periodo

eram submetidas aos testes de germinagdo e vigor.

3.5. Analise dos dados estatisticos

Para a determinagfo do conteudo limite para a crioconservagdo (CALC) foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado. Sendo para determinagdo do CALC o
esquema fatorial utilizado foi 2 (Variedades) x 5 (Contetidos de dgua) com 4 repetigdes de
100 sementes ¢ na crioconservagio o esquema fatorial 2 (Variedades) x 2 (Temperaturas -

de crioconservagio) x 3 ( Periodos de armazenagem) com 4 repeticses de 100 sementes.

Os dados obtidos foram submetidos 4 analise de varidncia e a comparacfio entre
médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa
computacional Assistat (SILVA, 1996).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Contetido de 4gua limite para crioconservacio (CALC)

A viabilidade das espécies de Ipé Amarelo e Ipé Rosa depois de submetidas
aos contetidos de agua descritos € as temperaturas, ambiente (+ 25°C) e imersdo (-196°C),
encontra-se na Tabela 1. Observa-se nessa tabela que para a espécie amarela, os melhores
indices de germinagfio e vigor (1* contagem e matéria seca) sdo verificados quando seu
contetdo de dgua encontra-se a 4% b.u., havendo uma maior germinacio dessa espécie na

temperatura ambiente em relagfio 4 imersfo.

Ainda em relagfio 4 viabilidade dessa espécie observa-se um decréscimo tanto
na germinagiio como no vigor (1* contagem e matéria seca) 4 medida que se aumenta o
contetdo de dgua, imdicando que hd 12% b.u. nfo se observou nenhuma germinacgfo dessa

espécie quando submetida a imersfo (-196°C).

Segundo TELLA et al. (1976) quanto mais alto o contetido de agua, mais alta a
deterioracfio das sementes. O baixo contetdo de dgua da semente constitui, sem davida,
condicdo essencial para um bom armazenamento na maioria das sementes. Onde cada
espécie possul um nivel critico de conteudo de agua na qual ndo ocorre germinagio

(BORGES et al.; 1991).

Para a espécie Rosa observa-se que sua melhor germinacfio e vigor (1°
contagem ¢ matéria seca) enconfram-se quando seu conteudo de dgua estd em torno de 8%,
tanto para a temperatura ambiente (= 25°C) como para a imersfo em nitrogénio liquido
(-196°C). Igualmente a espécie Amarela, a viabilidade da espécie Rosa € maior quando
submetida & temperatura ambiente em rela¢fo 4 imersfo. Para a espécie Rosa observa-se
ainda uma igualdade estatistica das porcentagens da germinacfo e vigor para os contetidos

de dgua de 4% e 12% de b.u.
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Tabela 1. Valores de germinagfio e vigor segundo o desdobramento da intera¢fio umidade
versus temperatura para variavel viabilidade das duas espécies de Ipé (amarelo e rosa)
crioconservadas pelo periodo de cinco dias.

Ipé Amarelo T

' Germinagﬁ Vigor
I 1* Contagem Matéria seca
T.U.% | Ambiente Imersio Ambiente Imersiao | Ambiente Imersio
4 87aA 82aB 87aA 82aB 1,68aA 1,58aB
6 43cA 43bA 43cA 43bA 0,85¢cA 0,86bA
8 45hA 7cB 45bA 7cB 0,86cA 0,14¢cB
10 46bA 6cB 46bA 6eB 0,90bA 0,12¢B
12 29dA 0dB 29dA 0dB (0,58dA 0,048
Germinacio Vigor
1* Contaﬁem : Matéria seca
T.U.% | Ambiente Imersio Ambiente Imersio | Ambiente Imersio
4 42eA 30cB 42¢cA 30cB 0,74cA 0,63¢B
6 58bA 42hB 58bA 47bB 1,04bA (3,96bB
8 88aA 7taB 80aA 71aB 1,584A 1,60aA
10 34dA 29¢cB 34dA 20cB 0,60dA 0,61cA
12 42cA 30cB 42cA 30cB 0,74cA 0,63¢cB

0 0040 A P SO
As médias seguidas das mesmas letras maidsculss nas Hrhas & mindsculas nas colunas nfio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey,

40 nivel de 3% de probahilidade.

4.2 Crioconservaciio

Na Tabela 2 enconira-se a analise de varifincia da viabilidade das sementes de
duas espécies de Ipé (Amarelo e Rosa), apds a crioconservagfo em nitrogénio liquido a
~196 °C, por cinco dias. Nessa tabela verificam-se diferencas estatisticas para as varidveis,
espécie, contendo de Agna e temperatura como também para as interagdes dessas
varigveis na germinacfio e no vigor (primeira contagem e matéria seca), A significincia de
todas as interacBes: espécies versus conteiido de dgua; espécies versus temperatura;
contetido de Agua versus temperatura; espécies versus contendo de Agua versus
temperatura; descreve que as varidveis atuam em conjunto, isto &, o comportamento de

wma interfere no desempenho da outra.
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Tabela 2. Anélise de varidncia da viabilidade das sementes de duas espécies de Ipé, apds a
crioconservagio em nitrogénio liquido a 196 °C, por cinco dias

F on_te iie F;rau d_e Germinagio F Vigor F
variacio liberdade 1" Contagem  Matéria Seca
Espécie (E) 1 1460,24%* 1460,24%* 188 34**
Contetdo de ok
Agua (C.A) 4 4969,14 4965,14%* 1610,67**
Temp. (T) 1 648,99%* 648,99%% 34,60%%
ValU 4 2670,52*% 2670,52%* 2813,53%*
VxT 1 24.,00%* 24,00%* 150,07**
UxT 4 1471,65%% 1471,65%* 2072,81%*
VxUxT 4 4560,88** 4560,88%* 4570,23%*
Residuo 60
e e
Total 79

** [ significative ao nivel de | % de probabilidade

Na primeira parte da Tabela 3, observa-se que a qualidade fisiologica das
sementes de Ipé Rosa € superior estatisticamente em relagio 4 do Ipé Amarelo diferindo
em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey apds a crioconservacio em nitrogénio

liquido a - 196°C por um periodo de cinco dias.

Verifica-se também um decréscimo na germinagfio e no vigor das sementes de
Ipé a medida que aumenta o contendo de dgua das sementes. Segundo BARBEDO &
BILIA (1998) o contetddo elevado de agua pode ser prejudicial & conservagdo das

sementes, provocando reagbes degenerativas e 0 surgimento de microorganismos.

Sementes de Pasiflora, P. edulis e P. ligularis nfo puderam resistir & imersfo
em nifrogénio liguido (N2L) com altos teores de umidade {15%) e que os melhores valores
de viabilidade obtidos foram para as sementes crioconservadas a 8% de b.u. (Ospina citado

por ALMEIDA & PITA VILLAMIL, 2000).

STANWOQOD (1987) descreve que sementes de Sesamum indicum apresentam
tolerncia ao nitrogénio quando submetidas a um baixo contetido de dgua e que danos
provocados nas sementes durante a crioconservaco podem ocorrer com alto contetido de
dgua causando danos as sementes com perda parcial ou total. Este fato € ressaltado por
Chandel et al., citado por DINIZ (1999) onde verificaram que sementes recalcitrantes de
cha, cacau e jaca foram crioconservadas com os conteidos de jgua de 24, 35, 31%

respectivamente. Os resultados indicaram que a esses niveis de contetido de agua as
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sementes ndo toleram o congelamento em nitrogénio (NoL) a -196°C. Algum caso de
sobrevivéncia foi observado quando sementes de chd e jaca foram crioconservadas com um

contetdo de dgua mais baixo (14 %b.u.).

Pode-se observar ainda, na Tabela 3, que o Contetdo de Agua Limite para
Crioconservagio (CALC) deste material bioldgico encontra-se em tomo de 4% b
Ocorréncia semelhante foi observada em sementes de caju (dnacardium occidentale) onde

a umidade de 4.3% proporcionou uma germinagéo de 100% (MWASHA et al., 1997).

Tabela 3. Valores médios da viabilidade das sementes de duas espécies de Ipé, apds a
crioconservacio em nitrogénio liguido a —196 °C, por cinco dias

Fatores Germinagio (%) Vigor
1* Contagem (%) Mat. Seca (g)
Espécie (E)
Ipé amarelo 38,90 b 3890 b 0,85 b
Ipé Rosa 46,70 a 46,70 a 091a
DMS 0,40 0,40 0,01
Conteido de Agua
(C.A)
4 57,50 a 57,50 a 1,07 a
6 53,50 b 53,50 b 0,98 b
8 45,75 ¢ 45,75 ¢ 0,88 ¢
10 40,75 4 40,75 4 0,89 ¢
12 16,50 e 16,50 e 0,59 4
DMS 0,90 0,90 0,01
Temperatura (°C)
Ambiente 45,40 a 4540a 0,87 b
Imersiao no NL 4020 b 40,20 b 0,894
DMS 0,40 0,40 0,01

As miédigs seguidas pela mesma fctra ndo diferem estatisticamente pefo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Ainda na Tabela 3, observou-se uma diminuicéio significativa da germinacgio e
vigor (1" contagem) das sementes de ipé apds serem crioconservadas em nitrogénio liguido
em relagdo 4 temperatura ambiente {25°C) exceto para o teste de vigor feito pela medigfo

da matéria seca.

Este episédio foi também constatado em sementes de limfo-cravo que

apresentaram um declinio na viabilidade apés serem crioconservadas e em sementes de
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mixiriqueira do rio (Cifrus reticulata Blanco) que perderam sua viabilidade com as
tentativas de crioconservagfio independente dos seus contetidos de agua (ALTHOFF,
1998). J4 as sementes de tangerina Cledpatra com o contelido de 4gua intermediario
(sementes que toleram dessecac¢fio com contetidos de dgua em torno de 10 a 12,5% e tem
viahilidade reduzida para conteidos de 4gua inferiores) épresentam tolerdncia a

crioconservagio.

Na Tabela 4, referente a interacfio espécie versus conteido de agua, pdde-se
constatar que a qualidade [isiologica da espéeie de Ipé Amarelo é superior a do Ipé Rosa
quando seu conteudo de agua se encontra em 4% de b.u., ja o Ipé Rosa tem uma methor
germinagiio e vigor (primeira contagem) quando crioconservada com um contetido de agua
de 6% b.u.

Essa ocorréncia também foi observada em sementes de mitho (Zea mays L.) da
variedade CMS-54 gue, ao ser crioconservadas com contetido de dgua de 6%, tiveram um

poder germinativo superior a 83% (DINIZ, 1999).

MEDEIROS & CAVALLARI (1992) trabalhando com sementes de aroeira
(Astronium wrundeuva (Fr. All)) Engl) verificaram apés o dessecamento em cdmara de
secagem a 25°C e 10-15% U.R., por periodos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas acondicionados
em embalagens herméticas que ndo houve redugdo na germinacfio quando as sementes

foram crioconservadas com um contetdo de dgua de 6% b.u.

Na mesma tabela observa-se que a maior producgfo de matéria seca para o Ipé
Rosa é verificada nas pldntulas provenientes de sementes crioconservadas com um
contetido de dgua de 10%. Esta indicacfio também foi feita para sementes de café (Coffea
arabica 1..) onde o contetido de dgua de 10% b.u. foi identificado por GENTIL (2001)
como o mais favordvel & manuten¢iio da viabilidade. Indicando que a conservaciio das
sementes de café em relagfio ao contetdo de agua e a longevidade é, possivelmente, similar

4 verificada em sementes ortodoxas.

Nos wvalores médios do desdobramento da interagfo espécie versus
temperatura para a viabilidade das sementes (Tabela 5), mostra que a espécie de Ipé Rosa

apresentou uma maior viabilidade em relacfio ao Ipé Amarelo, quando submetida as duas

-~
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temperaturas de 25 °C e -196°C; tanto para germinacfo como para o vigor (primeira
contagem e matéria seca), com excec¢do na imersdo em nitrogénio liguido, visto que neste

pardmetro as médias obtidas para determinar a viabilidade nfio diferiram a nivel estatistico.

Tabela 4. Valores médios de germinagio e vigor segundo o desdobramento da interagfio
vaviedade versus contettdo de dgua para a varidvel viabilidade das sementes de duas
espécies de Ipé crioconservadas por cinco dias.

Germinacio (%)
e ot

Conteido de agua (% b.u.)

Variedade Meédia
(4) (6) (8) (10) (12)
Ipé amarelo 65,00 aA 45,50 bC 55,50 aBB 25,00 aB 3,50 bE 38,90

Ipé Rosa  50,00bC  61,50aA 36,00 bD 56,50 aB 29,50 aE 46,70

Média 57,50 53,50 45,75 40,75 16,50 42,80
S —————————————————————————————————————————————

DMS/colunas = 0,91 (letras minusculas) DMS/linhas = 1,28 (letras maitsculas)

| Vigor da 1"contagem (%)
]
Conteiido de 4 % b.u,
ontetido de dgua (% b.u.) Média

) (6) (8) {(10) (12)
Ipé amarelo 65,00aA  4550bC 55,50 aB 55,00 aB 3,50 bE 38,90
Ipé¢ Rosa  50,00bC  61,50aA 36,00 bD 56,50 aB 29.50aE 46,70
Média 57,50 53,50 45,75 40,75 16,50 42,80

DMS/colunas = 0,91 (letras mindsculas) DMS/linhas = 1,28 (letras maiusculas)

Variedade

Matéria seca {(g) _
Variedade Conteiido de dgua (% b.u.) Media
) (6) (8) (10) (12)
1pé amar. 1,26 aA 0,88 bC 1,08 aB 0,50 bE 0,56 hD 0,86
Ipé Rosa  0,89bC 1,09 aB 0,68 bD 1,28 aA 0,62 abB 0,91
Média 1,08 0,99 0,88 0,89 0,59 0,89

L ]
DMS/colunas = 0,01 (letras minusculas) DMS/linhas = 0,02 (letras matisculas)

T ]
As médias seguidas das mesmas letras maidscolas nas linhas e mindsculas nas colunas nio diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey, ao aivet de 5% de prebabilidade.

A variedade Ip& Rosa quando submetida 4 temperatura ambiente de 25°C
revelou um mator indice de germinacdo em relagfo a imersfo em nitrogénio liquido a -
196°C, tanto na germinacio como no viger da 1* contagem, como também para matéria

Secd.
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Algumas sementes de leguminosas no trabalho intitulado: “Effecto de la
crioconservacion sobre la-germiracion de semillas de leguminosas” ALMEIDA & PITA
VILLAMIL {2000) tiveram uma queda na viabilidade (vigor) apds a imersfio em nitrogénio
liquido. Essa perda observada em algumas amostras pode ser devido as diferencas da
composigfio quimica e/ou sensibilidade dessas sementes a danos fisicos. Este aspecto em
alguns casos tem-se mostrado como determinantes para a crioconservacfo das sementes
(STANWOOD, 1980, 1984, 1985; STANWOOD & BASS, 1981; STANWOOD & ROSS,
1979).

Pode-se observar ainda na Tabela 5, que o vigor na primeira contagem das
semenies de Ipé Amarelo foi significativamente maior na temperatura ambiente quando
comparado com as sementes imersas em nitrogénio liquido. No entanto, para essas mesmas
sementes quando se analisa o vigor feito pelo peso da matéria seca, constata-se que as
sementes crioconservadas a -196°C sfo significativamente maiores que as armazenadas a

25°C.

Esse comportamento inverso em relacfio a temperatura foi também observado
por MORAES (2001), trabalhando com sementes de mamona (Ricinus communis),
destacando que a variedade pernambucana teve um percentual de germinacio
significativamente menor quando submetida ao vapor de nitrogénio lquido (-170°C) em
relagfio a sua imersfio em nitrogénio liquido (N»L). J& a variedade nordestina teve 0 mesmo
comportamento tanto na crioarmazenagem a -170°C, quanto a -196°C. No que se diz
respeilo & matéria seca houve uma variagio dos resultados onde a variedade nordestina se
crioconservou melhor no vapor do nitrogénio a temperatura de ~170°C e a pernambucana

quando foi submetida ao nitrogénio liquido a-196°C.

A viabilidade das variedades de Ipé Amarelo € Rosa depois de submetidas
aos contetdos de dgua ja descritos encontram-se na Tabela 6. Observa-se nessa tabela que
tanto a germinagdo quanto no vigor (primeira contagem e matéria seca) das sementes o
Contetdo de Agua Limite para a Crioconservagio (CALC) é de 6% de b.u. para a
temperatura ambiente (£25°C) ¢ de 8% para as sementes imersas em nitrogénio liguido

(-196°C).
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Esta indicagiio assemelha-se em parte com os resultados encontrados por
RAMOS (1980) trabalhando com sementes de J micranthu também da familia
Bignoniaceae cujo contelido de dgua de 8% b.u. mostrou-se ideal para a conservagio dessa
espéeie. Ja para as sementes de Jacaranda acutifolia da mesma familia o melhor contettdo

de 4gua para a sua conservacio foi de 7,4% b.u.

Tabela 5. Valores médios de germinagfo e vigor segundo o desdobramento da interago
espécie versus temperatura para a variavel viabilidade das sementes de duas
espécies de Ipé crioconservadas por cinco dias.

Germinacio (%)

Temperatura (°C)

Espécie Média
+25 -196
Ipé amar, 42,00 bA 35.80bB 38,90
Ipé Rosa 48,80 aA 44,60 aB 46,70
Média 45,40 40,20 472,80
DMS/colunas = 0,57 {(letras minisculas) DMS/linhas = 0,57 (letras maidsculas)
Vigor
.
Variedade 1* Contagem (%) Média Matéria Seca (g) Média
+25°C -196°C +25°C -196 °C

Ipé amar, 42.00bA  35,80bB 38,90 0,82 bB 0,89 aA 0,86
Ipé Rosa 48,80 aA 44,60 aB 46,70 0,92 aA 0,90 aB 0,91

Média 45,40 40,20 42,80 0,87 0,90 0,89
DMS/colunas = 0,57 (letras mintsculas) DMS/colunas = 0,01 (letras mindsculas)
DMS/linthas = 0,57 (letras matiisculas) DMS/linhas = 0,01 (letras maitisculas)

As médias segnidas das mesmag fetras maddsculas pas linhas e mindGsculas nas cohupas ndo diferem estatisticarmente pelo teste de Tukey,
uo nivel de 5% de probabilidade,

Resultados que em parte diferem dos obtidos por MYASAKI & CANDIDO
(1978) e KAGEYAMA & MARQUES (1981) onde afirmam que o contetddo de adgua das
sementes de ipé deve ser mantido entre a faixa 9-11% b.u. para que nfdo haja perda na

porcentagem da germinacio,

CUNHA et al. (1992) concluiram que sementes do género Tabebuia sp. podem
ser conservadas no freezer (-20°C) com o conteudo de dgua de 9,8% b.u., por um longo

periodo.
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Segundo MORAES (2001) os contetidos de dgua que se encontram na faixa de
4 a 8% b.u. devem ser os preferidos para a crioarmazenagem de sementes de mamona

(Ricinus Communis) por se tratar de uma espécie rica em 6leo.

Tabela 6. Valores médios de germinagfio e vigor segundo o desdobramento da interagio
Umidade versus temperatura para a varidvel viabilidade das sementes de
duas espécies de Ipé crioconservadas por cinco dias.

Germinacio (%)

Temperatura (°C)

Umid. (%) Média
+£25 -196

4 64,50 bA 50,50 bB 57,50

6 67,00 aA 40,00 ¢B 53,50

8 35,50 dB 56,00 aA 45,75

10 42,50 cA 39,00 cB 40,75

12 17,50 cA 15,50 dB 16,50
Média 45,40 40,20 42,80

e
DMS/colunas = 1,28 (letras mintsculas) DMS/linhas = 0,91 (letras maiusculas)

1*contagem (%)
]
Temperatura (°C)

Umid. (%) Média
+ 25 -196
- . ]
4 64,50 bA 50,50 bB 57,50
6 67,00 aA 40,00 cB 53,50
8 35,50 dB 56,00 aA 45,75
10 42,50 cA 39,00 cB 40,75
12 17,50 cA 15,50 dB 16,50
Média 45,40 4020 42,80
e ]
DMS/colunas = 1,28 (letras mintisculas) DMS/linhas = 0,91 {letras maitsculas)

Matéria seca (g)
L ]

Temperatura (°C)

Umid. (%) Média
+25 -196
4 1,21 aA 0,94 bB 1,08
6 1,22 aA 0,75 B 0,99
8 0,66 cB 1,10 aA : 0,88
10 0,91 bA 0,87 ¢cB 0,89
12 0,36 dB 0,81 dA 0,59
Média 0,87 0,89 0,88

0 S A
DMS/colunas = 0,02 (letras mintisculas) DMS/linhas = 0,01 (letras maiisculas)

e ]
As médias seguidas das mesmas letras mainsculas nas linkas ¢ mindscuias nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey,
ao nivel de 3% de probabilidade.
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Para ARAGAO et al. $/D, o contetido de dgua 1deal para o armazenamento de
sementes de feijfio situa-se em torno de 13% b.u. DINIZ (1999) citando Chaudhury &
Chandel, relatam que crioconservaram com sucesso sementes de Cardamon (Flettaria
cardamomum Maton) com contetdo de agua entre 7,7 e 14,3% b.u. As sementes tiveram
indices de germinagfo superior a 80% apds um ano em vapor de nitrogénio liquido
(-170°C). Segundo o mesmo autor o conteGdo de dgua que melhor crioconservou as

sementes de milho { BR-451, BR-201, BR-2421 ¢ CMS) foi 0 de 9% b.u..

Na Tabela 7 encontram-se os valores de germinagdo e vigor (1? contagem e
matéria seca) das sementes de Ip€ Amarelo e Ipé Rosa crioconservadas no vapor de
nitrogénio liquido a -170°C e imersfo no nitrogénio liguido a —196°C. Os dados da
interagdo periodo versus temperatura de crioconservagio indicam que tanto a
germinaglo coto o vigor se mantiveram inalterados durante o periodo de crioconservagio

{0, 30, 60 ¢ 90 dias).
Na mesma tabela observa-se que as sementes de Ipé Rosa apresentaram uma

methor germinacio e vigor (1* contagem e matéria seca) em relagdio as sementes de Ipé

Amarelo,
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Tabela 7. Valores médios de germinagdo ¢ vigor segundo o desdobramento da interacio
periodo versus temperatura de _crioconservacio para a varidvel viabilidade das sementes

com teores de umidade de 4% e 6% de b.u. para o Ipé Amarelo e Ipé Rosa respectivamente
submetidas & crioconservagio em vapor (-170°C) e imersfo (-96°C) por guatro periodos
(0,30,60 ¢ 90 dias)

Germinacio

Periodo de Ipé Amarelo Ipé Rosa
armazenagem -170°C ~196°C -176°C -196°C
0 88aA 88aA 92aA 92aA
30 8%9aA 8§7aA 93aA 93aA
60 87aA 87aA 92aA 92aA
%€ 88aA g8aA 93aA 92aA

Vigor - 17 Contagem

I’eriuo de Ipé Amarelo Ipé Rosa
armazenagem -170°C -196°C -196°C
Testemunha 88aA 88aA 92aA 92aA

30 89aA g87aA 93aA 93aA

60 87aA 87aA 92aA 92aA

90 88aA 88aA 93aA 92aA

Periodo de Ipe Amarelo Ipé Rosa

armazenagem -170°C -196°C -176°C -196°C
Testemunha 1,66aA 1,66aA 1,76aA 1,76aA
30 1,68aA 1,64aA 1,78aA 1,78aA
60 1,64aA 1,64aA 1,76aA 1,76aA
90 1,66aA 1,67aA 1,78aA 1,76aA

As médias scauidas das mesmas letras matisculas nas linhas ¢ nuntsculas nas colunas nde diferem estatisticamente pelo teste de Tukey,
a0 nivel de 5% de probabilidade.

Dbs.: s valores airibuidos & testemunha congtam na tabela mas, ndio foram submetidos a crioconservacio.

Na Tabela 8 encontra-se a andlise de varidncia dos fatores espécies
temperatura, ¢ periodo de armazenamento, bem como as interagOes entre esses fatores.
Verifica-se nessa tabela, que ndo houve diferenca estatistica para o fator temperatura ¢

para todas as interacdes entre os fatores,
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Tabela 8. Anilise de varidncia da viabilidade das sementes de duas espécies de Ipé,
crioconservadas no vapor (-176°C) e na imersdo (-196°C) em nitrogénio
liquido durante 0, 30, 60 ¢ 90 dias.

Fon.te de Grau de Germinacio F Vigor F

variacfio liberdade 1* Contagem Mat. Seca
Espécies (E) 1 513,37 513,37%* 29504,23%*
Temperaturas (T) 1 3,37 3,37% 2,47
Perfodo de arm. 3 4,37** 4,37%% 3,23*
(r)

ExT 1 0,37% 0,37 0,90™
ExP 3 1,37 1,37" 1,56
TxP 3 1,37 1,37™ 1,80
ExTxP 3 237" 2,37" 2,54™
Residuo 48

Total 63

7 F significativo ao nivel de 1% de probabilidade
" F significativo ao nivel de 5% de probabitidade
= F ndo significativo,

Na Tabela 9, os ensaios de viabilidade das sementes crioarmazenadas por 30,
60 e 90 dias, estabelecido pelo teste de germinacdo e vigor (dado pela primeira contagem
do teste de germinagfio e, tamnbém, pela determinagio da matéria seca); observa-se que a
viabilidade das sementes de Ipé Rosa em relagiio as de Ipé Amarelo, € significativamente
superior ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Excecdo se faz, para o vigor,
feito pela quantificagfio da matéria seca, onde a viabilidade das sementes de Ipé Amarelo é

significativamente maior gue do Ipé Rosa.

Em relaglio as temperaturas uvtilizadas, nfio houve diferenca estatistica entre
elas (vapor e imersdo em nitrogénio liquido) € nem efeito da crioconservagdo sobre o
material biolégico estudado. Provando que essas duas temperaturas de crioconservagdo ndo
diferem quanto a viabilidade e o acimulo de matéria seca das duas variedades de Ipé

estudadas.

Esse comportamento indica que tanto a crioconservagdo a -196°C (imersio)
como a -170°C (vapor) se mostram adequadas para o armazenamento do material biologico

estudado.

Este fato também foi observado por Pita Villamil citado por LACERDA (2001)
onde afirma que sementes que permitem serem cricarmazenadas a temperatura de -196°C,
essas, podem ter uma longevidade de armazenamento considerada indefinida, pois as
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temperaturas abaixo de -130°C a atividade metabdlica das sementes é minima e pode ser

considerada desprezivel,

Esta indicago € ressaltada por Touchel & Dixon citados por MORAES (2001)
onde armazenaram, em nitrogénio liguido, espécies de sementes nativas australianas, em
que 40% se compunham de espécies raras ameacadas de extingdo no Qeste da Austrilia e
verificaram que, apds a cricconservagiio, as propriedades fisicas e quimicas das sementes

foram preservadas.

Para o fator periodo de armazenagem verifica-se que embora existam
diferengas entre o periodo de 0a 90 dias, observa-se que enire ¢ perfodo inicial e o periodo
final essas diferengas ndio existem. Fato semelhante ocorren com as sementes de mamona
(Ricinus communis) onde obtiveram wma maior germinacfo aos 30 dias, retornando esta ao
nivel inicial aos 60 dias de cricarmazenamento (MORAES, 2001). Segundo o mesmo
autor, o fato de existir respostas variadas para a imersio em nitrogénio liguido deve-se

provavelmente a adaptagio das sementes a crioconservacio.

Virios autores comparando o comportamento das sementes de Tabebuia em
diferentes ambientes, concluiram gue temperaturas baixas (3-5°C) determinaram methor a
conservacdo das sementes (KANO et al.,, 1978; SOUZA et al.,, 1979; KAGEYAMA &
MARQUES, 1981; OHASHI et al., 1987; FIGLIOLIA, 1988).

MEDEIROS & CAVALLARI (1992) relatam qgue Stanwood & Ross
submetendo sementes de hortalicas e flores & imersfo em nitrogénio liquido por 7, 30, 180
dias, também verificaram que n#o ocorreu efeito prejudicial a germinagfio e ao vigor das

sementes € apontaram o nitrogénio liguido como meio promissor & conservacio das

sementes em longo prazo.

IRTONDO et al. (1992) analisaram a influéncia da conservagiio em nitrogénio
liquido em diversas espécies de plantas silvestres com conteiidos de 4gua e tempo de
exposigiio diferente. Os resultados ndo indicaram diferengas significativas na maioria das
espécies em relagfio ao percentual de germinac@o, tanto nas amosiras das sementes com
contetidos de dgua diferentes, como também nas amostras de sementes com diferentes
tempos de exposicdo em nitrogénio liquido.
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Sementes de orquideas de vérias espécies foram armazenadas por periodos de
30, 180 e 360 dias nas temperaturas de 25, 5, -20, -196°C. Aos 180 dias ou 360 dias
dependendo da espécie todas as sementes armazenadas na temperatura ambiente (25°C)
haviam perdido sua viabilidade. No entanto, de um modo geral, o armazenamento a 5°C e
a -196°C para a maioria das espécies manteve altos percentuais de germinacgfo (acima de

60%) pelo periodo um ano (SILVA et al., 2002)

Os resultados obtidos nas sementes de Cecropia glazioui (Cecropiaceae),
indicam a tolerdncia dessas sementes por longos perfodos de imersio em N;L, assim como
a tolerincia ao descongelamento lento, em temperatura ambiente, 0 que torna pratica a

metodologia de armazenamento através da crioconsgervacio.,

Desse modo a crioconservagiio das sementes ¢ uma téenica promissora de
conservagiio do germoplasma por tempo indefinido (Ospina citado por ALMEIDA & PITA
VILLAMIL, 2000).

Tabela 9. Valores médios da crioconservagio sobre a viabilidade das sementes de duas
espéeies de Ipé, crioconservadas no vapor (-176°C) e na imersio (-196°C) em
nitrogénio liquido durante 0, 30, 60 e 90 dias.

Fatores erminacio (%) Vlgor_

1* Contagem (%) Mat. Seca (
Espécie
Ipé amarelo 87.75b 87,75b 1,65a
Ipé Rosa 92,37a 92.37a 0,88 b
DMS 0,41 0,41 ' 0,009
Temperaturas
-176°C 90,252 90,25a 1,27a
-196°C 89,87a 89.87a 1,26a
DMS 0,41 0,41 0.009
Periodo de armaz. (dias)
Testemunha 90.00a b 90,002 b 1,27a b
30 90,50a 90,50a 1,27a
60 89,50 b 89,50 b 1,25b
90 90,25a b 90,25a b 1,27ab
DMS 0,76 0,76 0,01

As medias seguidas das mesmas fetras ndo dilerem estatisticamente pelo teste de Tukey, ao nivef de 5% de probabilidade
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5. CONCLUSOES

Diante dos resultados pode-se concluir que:

. Contetdo de Agua Limite para Crioconservacio (C.A.L.C.) é de 4 % b.u. para a

semente de Ipé Amarelo ¢ de 6% b.u. para a semente de 1pé Rosa;

' As sementes de Ipé Rosa apresentaram uma maior viabilidade em relagfio as de Ipé

Amarelo, quando crioconservadas em nitrogénio liquido (- 196° C), durante S dias.

- As sementes de Ipé Amarelo ¢ de Ipé Rosa, para o periodo de determina¢io do
contetido de agua limite, obtiveram um percentual maior de germinagéio e vigor {1°
contagem e matéria seca) a temperatura ambiente (£25°C ) quando comparadas
com as crioconservadas em nitrogénio liquido (- 196 °C) durante o periodo de cinco
O dias;

" Existe urn decréscimo da germinag@io e do vigor (1* contagem e matéria seca) das
sementes de ipé amarelo, na medida em que se aumenta o contetido de agua de 4
para 12% b.u.; tanto para a semenies armazenadas por 5 dias a temperatura

ambiente quanto para as crioconservadas em nitrogénio liquido a ~196°C;

. Existe um decréscimo da germinagfio e do vigor (1° contagem e matéria seca) das

sementes de ipé€ rosa na medida em que se aumenta o contelido de agua de 6 para

12% b.u,; tanto para as sementes armazenadas por 5 dias a temperatura ambiente,

quanto para as crioconservadas em nitrogénio liquido a —196°C.
. As sementes de [pé Rosa e de Ipé Amarelo podem ser crioconservadas com sucesso

tanto no vapor de nitrogénio liguido & temperatura de - 170°C como na imerso em

nitrogénio liquido a temperatura de -196°C .
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