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RESUMO - O ipé-roxo (Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl.) ¢ espécie de alto valor
econdmico, ornamental e medicinal e esta na relagdo das espécies para conservagdo genética ex sifu,
no Instituto Florestal de Sao Paulo. O objetivo deste trabalho foi o de estudar o comportamento
fisiologico de sementes de ipé-roxo, conservadas com diferentes teores de 4gua em nitrogénio liquido,
por 360 dias. Frutos maduros foram colocados sobre bancada de alvenaria, em interior de laboratorio
e sob luz indireta, para posterior extracdo manual das sementes. Primeiramente, foi determinado
o grau de umidade do lote e obtida a amostra do tratamento controle, com o maior teor de agua a
ser estudado (18,3%). Em seguida, as sementes remanescentes foram submetidas a secagem, em
secador com circulagao de ar a 30°C, para a obtencao dos demais tratamentos (12,5, 8,4 e 4,2%
de agua). Amostras de sementes de cada um dos teores de dgua foram armazenadas em nitrogénio
liquido (-196°C), sendo submetidas as avalia¢des fisiolodgicas no inicio e apds 120, 240 e 360 dias de
armazenamento. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com quatro tratamentos
(graus de umidade), avaliados separadamente para cada época de armazenamento. A comparagao das
médias foi realizada pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. As sementes de ipé-roxo podem ser
previamente desidratadas a baixo teor de agua (4,2%) e, posteriormente, conservadas em nitrogénio
liquido por, pelo menos, 360 dias.

Termos para indexacdo: Tabebuia sp., armazenamento, banco de germoplasma, qualidade
fisiologica.

PRESERVATION OF Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl.
SEEDS IN LIQUID NITROGEN

ABSTRACT — Tabebuia impetiginosa is a tree of high economic, ornamental and medicinal value
and is presently on the list of the Forest Institute of Sdo Paulo as a species in need of genetic
preservation ex situ. Thus, the objective of this research was to study the physiological performance
of T impetiginosa seeds with different moisture contents and storage in liquid nitrogen for 360 days.
Mature fruits were placed under shade in the laboratory to allow hand seed extraction. The initial
moisture content of the seed lot was then determined and a portion of it was removed that had the

71

'Submetido em 11/03/2008. Aceito para publicagdo em 19/09/2008.
Apoiado financeiramente pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de Sao Paulo (FAPESP).

’Laboratorio Central de Sementes ¢ Mudas, Departamento de Sementes
Mudas e Matrizes — CATI. Caixa Postal 962, CEP 13070-178, Campinas,
SP, Brasil, email: leila@cati.sp.gov.br, bolsista do CNPq.

*Instituto Agrondmico de Campinas/APTA. Caixa Postal 28, CEP 13001-

970, Campinas, SP, Brasil, email: aalago@iac.sp.gov.br

“Laboratorio de Sementes — DIPEQ), Instituto de Pesquisas Jardim Boténico
do Rio de Janeiro, Rua Pacheco Ledo, 915 - Horto - Rio de Janeiro, RJ,
Brasil, email: candrade@jbrj.gov.br

*Nucleo de Producdo de Mudas de Pederneiras, Departamento de Sementes
Mudas e Matrizes — CATI. Estrada Velha de Jat, s/n°, Bairro Duas
Passagens, Pederneiras, SP, Brasil, email: npm.pederneiras@cati.sp.gov.br

Revista Brasileira de Sementes, vol. 31, n°2, p.071-076, 2009



72 L. MARTINS et al.

highest degree of moisture (treatment) to be studied, which was 18.3%. The remaining seeds were

submitted to drying in a forced air circulation dryer at 30°C in order to obtain the other degrees of
moisture (12.5, 8.4 and 4.2%). The seed portions corresponding to the four moisture contents were
stored in liquid nitrogen (-196°C). They were submitted to physiological evaluations at 0, 120, 240
and 360 days of storage. The experiment was set up in a randomized complete design, with four

treatments (moisture degrees) and four replications; means were compared by the Tukey test at 5%.
T. impetiginosa seeds can be previously dried to a low degree of moisture (4.2%) and preserved in

liquid nitrogen for 360 days.

Index terms: Tabebuia sp, storage, germplasm bank, physiological quality

INTRODUCAO

Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl.,
popularmente conhecida como ipé-roxo, pau d’arco-roxo,
ipé-roxo-de-bola, entre outros, ¢ uma Bignoniaceae de porte
arboreo, alcancando alturas de 8 a 20m, com caracteristica
de planta decidua (Lorenzi, 2002). E uma espécie secundaria
tardiaaclimax, tolerando sombrano estadio juvenil. Devido ao
seu porte, faz parte do extrato superior da floresta, possuindo
grande longevidade (Longhi, 1995). Sua ocorréncia estende-
se desde o Estado do Piaui até o de Sdo Paulo, tanto na floresta
pluvial atlantica como na semidecidua (Lorenzi, 2002). E
comum na vegetagdo secundaria, abrangendo capoeiras e
capoeirdes (Longhi, 1995).

A espécie vem sendo estudada por ser de alto valor
econdmico, ornamental e medicinal e, principalmente,
pela diminui¢do consideravel do numero de individuos
encontrados em dareas de ocorréncia natural (Ettori et al.,
1996). Além disso, corre risco de extingao, estando na relagao
das espécies para conservacdo genética ex sifu no Instituto
Florestal de Sao Paulo (Siqueira e Nogueira, 1992).

Entende-se por criopreservacao, o procedimento utilizado
para a conservagao de germoplasma em longo prazo (IBPGR,
1982), com o acondicionamento de material bioldgico a
temperaturas ultra-baixas em nitrogénio liquido (-196°C)
ou em vapor (-180°C). Nessas temperaturas, o metabolismo
celular e os processos bioquimicos sdo substancialmente
reduzidos e a deterioragdo bioldgica ¢ paralisada (Kartha,
1985), consequentemente, ¢ minima a deterioragdo bioldgica
do material durante o armazenamento.

Na ultima década, o avango significativo nas pesquisas
utilizando as técnicas de criopreservacdo de sementes,
resultou em protocolos de conservacdo para cerca de
100 espécies. Entretanto, a maioria dos estudos envolveu
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sementes de espécies de clima temperado e frio e pouco foi
realizado com as espécies de clima tropical e subtropical.
Wetzel et al. (2003) consideram que a criopreservagdo de
sementes pode ser considerada uma maneira de se preservar
a biodiversidade dessas espécies no pais.

A semente ¢ a forma pela qual a planta sobrevive o
maximo de tempo com o minimo de atividade fisioldgica. De
acordo com Harrington (1972), o teor de dgua das sementes
durante a conservagdo ¢ um dos fatores que mais influencia
a longevidade e um armazenamento eficaz esta relacionado
com a desidratacdo. Dessa forma, o periodo de viabilidade
de sementes ¢ fungdo, dentre outros fatores, do teor de agua
da semente e da temperatura do armazenamento (Bewley e
Black, 1984).

Reis e Cunha (1997), estudando o efeito do congelamento
sobre a viabilidade de sementes de angico-vermelho
(Anadenanthera peregrina (L.) Speg.), verificaram que
o melhor desempenho foi o das sementes com 8,24% de
agua e armazenadas em nitrogénio liquido, em relagdo aos
demais tratamentos (sementes com 5,56%; 4,37% e 3,51%
de agua).

O  objetivo deste trabalho foi o de estudar o
comportamento fisiologico de sementes de ipé-roxo com
diferentes teores de agua, imersas em nitrogénio liquido a
-196°C, durante o armazenamento por 360 dias.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratorio Central de
Sementes ¢ Mudas do Departamento de Sementes, Mudas e
Matrizes (LCSM/DSMM) da Coordenadoria de Assisténcia
Técnica Integral (CATI), em Campinas. As sementes de
ipé-roxo (Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl.)
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foram provenientes do Nucleo de Produgdo de Mudas de
Pederneiras - DSMM/CATIL.

Os frutos de ipé-roxo foram colhidos maduros, porém
ainda fechados, de seis plantas matrizes localizadas no
municipio de Pederneiras, no Estado de Sao Paulo e
colocados sobre bancada de alvenaria, em interior de
laboratorio e sob luz indireta, por 24h para posterior extragao
manual das sementes. O grau de umidade inicial do lote foi
determinado (BRASIL, 1992) e, paralelamente, obtida a
amostra correspondente ao tratamento controle (18,3%).
Em seguida, as sementes remanescentes foram submetidas
a secagem a 30°C, em secador com circulagdo constante de
ar, para a obtencao dos demais graus de umidade (12,5; 8,4
e 4,2%). Esses teores foram definidos no intuito de estudar
os efeitos da conservacao de sementes em nitrogénio liquido,
com teor de agua muito alto (18,3%), intermediarios (12,5%
e 8,4%) e extremamente baixo (4,2%).

Essesteores de 4gua foram obtidos com acompanhamento
da perda de massa das sementes durante a secagem. As
amostras de sementes com massas iniciais previamente
conhecidas foram acondicionadas em sacos de fil6 e
distribuidas nas bandejas do secador para monitoramento da
perda de massa a intervalos regulares. As massas finais das
amostras, correspondentes aos graus de umidade desejados,
foram calculadas por meio da equagdo de Cromarty et al.

(1985): 0w,
r N 00-U )

sendo:

M, = massa da amostra (g) ap0s a secagem;

M, = massa da amostra (g) antes da secagem;

U, = grau de umidade (%) antes da secagem;

U, = grau de umidade (%) desejado apos a secagem.

A medida que os graus de umidade estavam proximos
dos desejados, as amostras foram retiradas, homogeneizadas,
divididas em fragdes, embaladas em sacos de polietileno
(0,14mm de espessura) e mantidas a 20°C £ 2°C,
provisoriamente, até a obtencdo de todos os tratamentos,
0 que ocorreu apos um, quatro e nove dias de secagem,
respectivamente.

As amostras, correspondentes aos diferentes graus de
umidade, foram armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C).
Inicialmente as sementes foram submetidas a determinacdo
do grau de umidade pelo método da estufa a 105 £+ 3°C/24h
(BRASIL, 1992), com duas amostras de 1g por tratamento.
Os resultados obtidos, com base na massa umida, foram
expressos em porcentagem.

Antes do armazenamento e apés este aos 120, 240 e 360

dias, foram realizadas as seguintes avaliacdes:

a) Teste de germinagdo: 120 sementes (seis subamostras
de 20 sementes) foram dispostas em substrato de papel
na forma de rolo (Stockman et al., 2007), mantidas em
germinador tipo BOD a 25°C e foto periodo didrio de 8h.
O substrato foi umedecido com volume de agua equivalente
a trés vezes a sua massa sem hidratacdo. As avaliagdes aos
11, 16 e 28 dias apos a instalagdo do teste, forneceram dados
expressos em porcentagem de plantulas normais (ISTA,
2007).

b) Emergéncia das plantulas: 120 sementes (seis sub-
amostras de 20 sementes) foram semeadas entre areia (0,5 cm
de profundidade), autoclavada a 120°C por 2h, e disposta em
caixastransparentes (11x11x3,5cm),deplasticoesemtampa.
As caixas foram distribuidas sobre bancada de alvenaria, em
interior de laboratdrio e sob luz indireta, com temperatura e
umidade relativa varidveis e sem o monitoramento destas.
O substrato foi umedecido a aproximadamente 60% da
capacidade de reten¢do de agua (Marcos Filho et al., 1987).
Foram consideradas plantulas normais as que apos 30 dias da
instalacdo do teste apresentaram a parte area exposta acima
da superficie do substrato (Martins et al., 2007).

¢) Velocidade de emergéncia das plantulas: obtida
contando-se o nimero diario de individuos emersos no teste
de emergéncia das plantulas, e calculando-se o indice (IVE)
seguindo os procedimentos descritos por Maguire (1962) e
Marcos Filho et al. (1987).

d) Comprimento do hipocétilo: determinado aos 30 dias
apos a instalacdo do teste de emergéncia, quando foi tomado
o comprimento (cm) das plantulas normais entre a regido
de transicdo da raiz-hipocétilo com a regido de inser¢ao das
folhas cotiledonares. Os dados médios foram obtidos pelo
quociente entre o somatorio das medidas registradas em cada
determinacdo ¢ o nimero de sementes utilizadas, conforme
recomendagdes de Vanzolini et al. (2007).

O delineamento experimental foi o
casualizado, com quatro tratamentos (graus de umidade) e
seis repeti¢des, em cada época de avaliagdo. A comparagdo
das médias foi realizada pelo teste Tukey em nivel de 5%
de probabilidade. Os dados de germinagdo ¢ emergéncia de
plantulas foram transformados em arcoseno/x/100 , em que
x refere-se a porcentagem de germinacdo ou de emergéncia
de plantulas, mas nas tabelas sdo apresentadas as médias sem
transformagao (%).

inteiramente

RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliagOes realizadas no inicio do armazenamento
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(germinagdo, emergéncia, indice de velocidade de emergéncia
e comprimento da parte aérea da plantula) indicam que
a dessecagdo das sementes ndo gerou efeitos imediatos e
negativos a qualidade fisiologica (Tabela 1).

TABELA 1. Grau de umidade (GU), germinacio (G),
comprimento da parte aérea (CPA), indice
de velocidade de emergéncia (IVE) e
emergéncia (E) obtidas de sementes de ipé-
roxo (Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.)
Standl.) antes do armazenamento.

GU %) G(@%) CPA(cm IVE E (%)
18,3 83 a 5,12a 0,456 a 62 a
12,5 82a 4,86 a 0,455 a 59 a

8.4 87 a 5,60 a 0,486 a 67 a
472 83 a 433 a 0,382 a 64 a
CV (%) 14,8 10,9 11,3 13,7

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey em 5% de probabilidade. CV — coeficiente de variagdo
experimental.

Pelos dados das avaliagdes fisiologicas (Tabelas 2, 3, 4
e 5) observa-se que as sementes com graus de umidade de
12,5, 8,4 e 4,2% mantiveram seu desempenho fisiologico
no nitrogénio liquido. Por outro lado, o teor de dgua mais
elevado (18,3%) causou declinio na germinagdo, indicando
acdo prejudicial a conservacao das sementes.

TABELA 2. Valores médios de germinacao (%) obtidos
de sementes de ipés-roxos (ZTabebuia
impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl.) com
diferentes graus de umidade e armazenadas
em nitrogénio liquido (-196°C) por diferentes

periodos.

Graus de Periodos de armazenamento (dias)
umidade (%) 120 240 360
18,3 8b 4b 10b
12,5 79 a 78 a 77 a
8.4 85a 72 a 73 a
4,2 77 a 76 a 67 a
CV (%) 13,7 15,5 11,9

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey em 5% de probabilidade. CV — coeficiente de variagdo
experimental.
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TABELA 3. Valores médios de emergéncia de plantulas
(%) obtidos a partir de sementes de ipé-
roxo (Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.)
Standl.) com diferentes graus de umidade e
armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C)
por diferentes periodos.

Graus de Periodos de armazenamento (dias)
Umidade (%) 120 240 360
18,3 lc 0b 2b
12,5 71a 60 a 84 a
8,4 66 a 60 a 79 a
4,2 57b S51a 76 a
CV (%) 15,7 12,5 10,1

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey em 5% de probabilidade. CV — coeficiente de variagdo
experimental.

TABELA 4. Valores médios de indice de velocidade de
emergéncia de plantulas obtidos a partir de
sementes de ipé-roxo (Tabebuia impetiginosa
(Mart. ex DC.) Standl.) com diferentes graus
de umidade e armazenadas em nitrogénio
liquido (-196°C) por diferentes periodos.

Graus de Periodos de armazenamento (dias)
umidade (%) 120 240 360
18,3 0,300 c 0,000 b 0,033 b
12,5 0,581 a 0,410 a 0,587 a
8,4 0,553 ab 0,482 a 0,545 a
4,2 0,436 b 0,347 a 0,529 a
CV (%) 15,3 18,1 14,7

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey em 5% de probabilidade. CV — coeficiente de variagdo
experimental.

Esses resultados concordam parcialmente com o
relatado por Stanwood (1984), o qual afirmou que o teor de
agua das sementes, apds secagem para serem submetidas a
preservacdo do potencial fisiologico em nitrogénio liquido,
deve estar entre 4 ¢ 7%. Da mesma maneira, sementes de
aroeira (Astronium urundeuva (Fr. All.) Engl.) desidratadas
até 6% podem ser imersas diretamente em nitrogénio liquido
e conservadas pelo método de criopreservagdo (Medeiros e
Cavallari, 1992); também, Wetzel et al. (2003) observaram
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em sementes de Tabebuia umbellata (Sond.) Sandw., com
teor de dgua inicial de 8,9% e de 6,0% apods secagem, ¢
imersas em nitrogénio liquido, germinagdo de 66 e 75%,
respectivamente.

TABELA 5. Valores médios de comprimento da parte
aérea (cm) de plantulas obtidas a partir de
sementes de ipé-roxo (Tabebuia impetiginosa
(Mart. ex DC.) Standl.) com diferentes graus
de umidade e armazenadas em nitrogénio
liquido (-196°C) por diferentes periodos.

Graus de Periodos de armazenamento (dias)
umidade (%) 120 240 360
18,3 0,168 c 0,000 b 0,520 ¢
12,5 6,556 ab 3571 a 9,280 a
8,4 6,835 a 3,863a 8,392 ab
4,2 4,627 b 2913 a 7,415b
CV (%) 18,8 18,6 17,8

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey em 5% de probabilidade. CV — coeficiente de variagdo
experimental.

O fato das sementes ndo perderem qualidade fisiologica,
quando em contato com nitrogénio liquido (-196°C) ¢
explicado por Stanwood e Roos (1979). De acordo com esses
pesquisadores, sementes ortodoxas podem ser desidratadas a
um grau de umidade muito baixo sem a ocorréncia de danos
por congelamento ou por formagdo de cristais de gelo, e sem
prejuizo a viabilidade. Isto ¢ essencial para o sucesso da
criopreservagdo, pois os danos pela dessecacdo parecem ser
insignificantes.

CONCLUSOES

As sementes de ipé-roxo (Tabebuia impetiginosa (Mart.
ex DC.) Standl) podem ser previamente desidratadas a 4,2%
de 4gua e posteriormente imersas em nitrogénio liquido por,
pelo menos, 360 dias sem redugdo na qualidade fisiologica.
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