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ALTERACOES FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DURANTE O ARMAZENAMENTO
DE SEMENTES DE Tabebuia serratifolia

Débora Gabriela Silva', Maria Laene Moreira de Carvalho?, Marcela Carlota Nery?,
Luciana Magda de Oliveira*, Carla Massimo Caldeira’

(recebido: 15 de outubro de 2009; aceito: 27 de setembro de 2010)

RESUMO: A espécie Tabebuia serratifolia (ipé-amarelo) ¢ utilizada para reflorestamento de areas degradadas, além de possuir
propriedades medicinais e madeireiras. Sua propagagdo ¢ por sementes, as quais podem apresentar problemas de conservacao,
como alteragdes no seu potencial fisiologico ao longo do armazenamento. Para investigar a ocorréncia dessas alteragdes fisiologicas
¢ bioquimicas de sementes de ipé-amarelo, durante o armazenamento sob condi¢des de cdmara fria e ambiente, foram realizadas
avaliagOes trimestrais da germinagao, viabilidade, vigor, teor de agua, de polifendis e proteinas resistentes ao calor, em sementes
armazenadas por doze meses. Para sementes armazenadas em camara fria foram observados resultados superiores de germinagao
e vigor quando comparados com os obtidos na condi¢do ambiente. Ocorreram decréscimos nos teores de polifenois ao longo do
armazenamento, ja as proteinas resistentes ao calor mantiveram a mesma intensidade de bandas. Na condi¢do ambiente, a germinagdo
torna-se nula aos nove meses; enquanto que, em camara fria, as sementes permanecem viaveis durante 12 meses de armazenamento.

Palavras-chave: Ipé-amarelo, Handroanthus serratifolius, longevidade.

PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL PROPERTIES CHANGES DURING
STORAGE OF Tabebuia serratifolia SEEDS

ABSTRACT : The species Tabebuia serratifolia (ipé amarelo) is used for reclamation of degraded areas, in addition it possess
medicinal and timber properties. Its propagation is by seeds, which present problems of conservation, as changes in the percentage
of germination throughout the storage. To investigate the possible changes in some physiological and biochemistry behaviors of
“ipé-amarelo” seeds during the storage the germination, viability, vigor, protein content of resistant to heat and polyphenols were
evaluated. The seeds were stored under environmental and cold chamber conditions for 12 months. Evaluations were made every 3
months. For seeds stored in cold chamber higher germination and vigor were observed as compared to the environmental condition.
There were decreases in the levels of polyphenols during storage, but the heat shock proteins kept the same intensity of bands. In
the environmental condition the germination becomes null on the 9" month, while in cold chamber the seeds remain viable during
the 12 months of storage.

Key words: Yellow-ipe, Handroanthus serratifolius, longevity.

1 INTRODUCAO O armazenamento de sementes de espécies
florestais ameagadas, como T. serratifolia, é importante
para a conservagao de germoplasma de populagdes e para
a producdo de mudas em diferentes épocas do ano.

Aespécie Tabebuia serratifolia Vahl Nich., conhecida
como ipé-amarelo, ¢ encontrada em varias regides do Brasil

(CARVALHO, 1994), mas a sua exploracao indiscriminada
tem levado a diminui¢@o de populagdes dessa espécie. O
ipé-amarelo, considerado arvore simbolo do Brasil, pode
ser utilizado no reflorestamento de areas degradadas e na
ornamentacdo, além de possuir propriedades medicinais
(VIDAL-TESSIER, 1988).

Em estudos sobre armazenamento de sementes de
espécies do género Tabebuia, observaram-se variagdes
na porcentagem de germinagdo caracterizada por
uma reduzida germinacdo apds a colheita seguida
de decréscimos e acréscimos (FIGLIOLIA et al.,
1988; KAGEYAMA et al., 1992; OLIVEIRA, 2004).
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Essa variacdo também pode ser observada quando as
sementes sdo submetidas ao envelhecimento artificial,
como observado por Gemaque (1999) em T. impetiginosa
e Oliveira (2004) em T. serratifolia.

As variagdes de respostas na germinagio
de sementes durante o armazenamento podem ser
explicadas, dentre outros fatores, pela dorméncia
de sementes ou mesmo por reagdes fisiologicas e
bioquimicas (CHUNIIE et al., 2002; MYCOCK,;
BERJAK, 1995). Entretanto, segundo Oliveira (2004),
tratamentos de superagdo de dorméncia em lotes de
sementes de T. serratifolia, armazenadas ou envelhecidas
artificialmente, ndo ocasionam aumento na germinagao,
evidenciando a auséncia de dorméncia e indicando que
outros fatores podem afetar a germinacao ao longo do
armazenamento.

Dentre esses fatores, tem sido relatado que
compostos fenodlicos, como floridizim, acido salicilido,
acido clorogénico e cumarina, presentes no tegumento de
sementes podem atuar como inibidores de germinagao, por
consumirem oxigénio durante os processos de oxidacao
(BEWLEY; BLACK, 1994). Segundo Santos et al.
(1991), a presenga de compostos fenolicos diminui com
o armazenamento das sementes, devido a sua oxidagao.
Oliveira (2004) observou que o envelhecimento artificial
por 72 horas de sementes de T. serratifolia reduziu o
conteudo de fendis e aumentou a germinagdo. Outro fator
que pode causar alteragdes na germinacdo de sementes
durante o armazenamento ¢ a presenca de proteinas, como
as proteinas resistentes ao calor, que podem se expressar
sob condi¢des de estresse (VIERLING, 1991). Algumas
proteinas resistentes ao calor atuam como ‘“chaperone”
molecular, que sdo definidas como proteinas que vinculam
e estabilizam uma conformagao instavel de outra proteina
(HENDRICK; HARTL, 1985).

Portanto, as sementes podem apresentar alteragdes
fisiologicas e bioquimicas, decorrentes das condigdes
ambientais durante o armazenamento, como a umidade
relativa do ar e temperatura do ambiente de conservagio.

Objetivou-se, com esta pesquisa, investigar a
ocorréncia de alteragdes fisioldgicas e bioquimicas
em sementes de Tabebuia serratifolia ao longo do
armazenamento, sob diferentes condigdes.

2 MATERIAL E METODOS
Utilizaram-se sementes coletadas de seis matrizes

de T. serratifolia, localizadas proximo ao Campus da
Universidade Federal de Lavras, MG. As sementes foram
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beneficiadas manualmente, sendo excluidas, por analise
visual, as sementes vazias. Foram armazenadas em sacos
de polietileno, em condi¢des ambiente de laboratorio e
em camara fria (8°C+ 4°C e 46% de umidade relativa).
Durante a condug@o dos experimentos, houve variagdes
na temperatura e umidade relativa do armazenamento
em ambiente, que inicialmente era de 22,5°C ¢ 80% de
umidade relativa e atingiu 16,9°C e 61% de umidade
relativa, aos 12 meses.

As sementes armazenadas nas diferentes condigdes
a zero, trés, seis, nove ¢ 12 meses foram avaliadas em
sua germinacdo, indice de velocidade de germinagao,
viabilidade pelo teste de tetrazolio, grau de umidade,
polifendis e proteinas resistentes ao calor.

No teste de germinagdo, as sementes foram
acondicionadas em caixas gerbox com substrato areia
lavada e autoclavada, sob luz constante a 30°C. Utilizaram-
se oito repeticdes de 25 sementes. As contagens foram
realizadas diariamente, a partir da protrusao radicular para
se computar o indice de velocidade de germinagao (IVG)
(MAGUIRE, 1962). As avaliagdes de plantulas normais
foram realizadas aos 14 dias (primeira contagem) e 28
dias ap6s semeadura.

Para o teste de tetrazolio, o tegumento das sementes
foi retirado apds embebicdo, entre papéis, por 12 horas
a 30°C, e os embrides foram submersos em 0,5% de
solucdo de tetrazolio a 30°C, por 12 horas. Em seguida,
os embrides foram cortados no sentido longitudinal, e
avaliados de acordo com a coloragdo dos tecidos, extensao
dos danos e aspectos dos tecidos e classificadas em viaveis
ou inviaveis, conforme Oliveira (2004).

Na avaliacdo fisica foi determinado o grau de
umidade das sementes. Para essa determina¢do foram
utilizadas quatro repetigdes de um grama de sementes,
que foram pesadas e submetidas a estufa a 105°C + 2°C
por 24 horas (BRASIL, 1992).

Bioquimicamente, para a determinac¢do de
polifendis as sementes de T. serratifolia foram submetidas
a estufa de circulacao forgada de ar a 60°C por 72 horas
e moidas em moinho refrigerado. Os fenodis contidos nas
sementes foram extraidos pelo método de Goldstein e
Wail (1963), utilizando-se como extrator metanol 80% e
a identificacdo efetuada de acordo com o método Follin-
Denis descrito pela Association of Official Analitical
Chemists - AOAC (1990).

Na determinagao de proteinas resistentes ao calor,
100 mg das sementes, moidas por um minuto na presenga
de nitrogénio liquido, foram colocadas em microtubos
com 1,8 mL de tampao de extracdo e agitadas em Vortex.
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O homogeneizado foi centrifugado a 14.000 g por 20
minutos a 4°C e o sobrenadante incubado em banho-maria
a 80°C, por 10 minutos e novamente centrifugado. A corrida
eletroforética foi realizada em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador) a
100V, por seis horas. Antes da aplicacdo no gel, os tubos
de amostras, contendo 100uL de extrato + 57uL de solugao
tampao da amostra foram mantidos em banho-maria com
agua em ebuli¢do por cinco minutos (BLACKMAN et al.,
1991). Os géis foram corados em coomassie blue a 0,05%,
durante 18 horas ¢ descorados em solugao de acido acético
10% (ALFENAS et al., 1991).

Realizou-se, o experimento, em delineamento
inteiramente casualizado, em parcelas subdivididas no
tempo, sendo duas condigdes de armazenamento (ambiente
e camara fria) e cinco épocas de armazenamento (zero, trés,
seis, nove e 12 meses). Os dados obtidos foram comparados
pelo teste de médias, a 5% de probabilidade e submetidos a
analise de regressao polinomial. Dados de grau de umidade
foram transformados por logaritmo neperiano (In) e para os
demais testes utilizou-se a transformagao \/x, por meio do
programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 1999).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
O grau de umidade das sementes de T. serratifolia,

que inicialmente estava em 6%, sofreu alteragdes ao
longo do armazenamento (Figura 1). Em condig¢des de
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Figura 1 — Grau de umidade das sementes de Tabebuia

serratifolia, ao longo do armazenamento em condigdo ambiente
e em camara fria.

Figure 1—Moisture content of Tabebuia serratifolia seeds during
environmental and cold chamber storage conditions.

camara fria houve acréscimos, atingindo 10% aos seis
meses ¢ 8% ao final do armazenamento. Na condigdo
ambiente, houve acréscimos no grau de umidade até
trés meses, quando houve reducdo, alcangando no
final do periodo de armazenamento 5%. Os valores
observados no grau de umidade das sementes de T.
serratifolia durante o armazenamento sdo, segundo
Miyasaki e Candido (1978), os ideais para a conservacao
de sementes desse género; visto que, por serem
ortodoxas, teores de 4gua menores causam diminui¢ao
da atividade metabdlica das sementes, o que prolonga
sua viabilidade. Para T. chrysotricha, Martins et al.
(2009) observaram que a conservacao das sementes ¢
favorecida pelo armazenamento com teores de d4gua em
torno de 11,9%.

De acordo com a curva ajustada para germinagao,
observa-se que as sementes armazenadas em camara
fria mantiveram seu potencial de germinagdo durante
todo o periodo de armazenamento; enquanto que, as
armazenadas em ambiente sofreram uma queda brusca
na germinagdo, tendo seu potencial de germinagao nulo
aos nove meses de armazenamento (Figura 2). Esses
resultados estdo de acordo com o que se observa para
sementes ortodoxas: quanto maior a temperatura ¢ a
umidade no armazenamento, maior serd a atividade
fisiolégica da semente e mais rapida sua deterioragdo
(OLIVEIRA, 2007; SCHMIDT, 2000).
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Figura 2 — Porcentagens de germinagdo das sementes de
Tabebuia serratifolia, ao longo do armazenamento em condigdo
ambiente e em camara fria.

Figure 2 — Percentage of germination of Tabebuia serratifolia
seeds during environmental and cold chamber storage
conditions.
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Resultados semelhantes foram obtidos para
sementes de Tabebuia impetiginosa (SOUZA et al., 1980),
T. heptaphylla (KAGEYAMA et al., 1992), T. heterophylla
(SILVA et al., 2001), T. aurea (CABRAL et al., 2003) e T.
serratifolia (SOUZA et al., 2005), em que a capacidade
germinativa das sementes foi melhor conservada em camara
fria. Ja Oliveira (2004) observou decréscimos na germinagao
de sementes de T. serratifolia quando submetidas ao
armazenamento em camara fria por 12 meses, o que ndo
ocorreu com sementes de T. impetiginosa, que apresentaram
oscilagdes na porcentagem de germinagdo, nas mesmas
condigdes ambientais e periodos de armazenamento.

Na primeira contagem da germinacdo, para as
sementes armazenadas em camara fria, houve decréscimo na
porcentagem de plantulas normais aos trés meses seguido de
acréscimo e decréscimo até os 12 meses de armazenamento.
Ja para as sementes armazenadas na condigdo ambiente, a
reducdo na porcentagem de germinagao foi continua, tornando-
se nula aos nove meses de armazenamento (Figura 3).
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Figura 3 — Porcentagens de plantulas normais de Tabebuia
serratifolia obtidas nos testes de primeira contagem de
germinacdo e IVG, ao longo do armazenamento em condi¢do
ambiente e em camara fria.

Figure 3—Percentage of Tabebuia serratifolia seedlings in the first
countand IGS during normal and cold chamber storage conditions.
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Os dados de IVG ajustaram-se ao modelo quadratico
para ambas as condigdes de armazenamento (Figura 3). No
armazenamento em camara fria, houve queda acentuada até
os trés meses, seguido de uma estabilidade até os 12 meses de
armazenamento. Para sementes armazenadas em ambiente
também foi observado decréscimo do indice de velocidade
de germinagao desde o inicio do armazenamento. Esses
resultados comprovam que a perda de vigor das sementes
precede a perda da viabilidade. Segundo Marcos Filho
(2005), o termo vigor surgiu para identificar manifestacoes
do comportamento das sementes em campo ou durante o
armazenamento; comportamento que, muitas vezes, nao ¢
identificado pelo teste de germinagao.

Souza et al. (2005) também observaram redugio
no IVG de sementes de T. serratifolia armazenadas em
condigdes ambientais com decréscimos ao longo do
periodo. Segundo Borba Filho e Perez (2009), alteragdes
no vigor de sementes das espécies T. roseo-alba e T.
impetiginosa sdo primeiramente identificadas pela redugdo
da velocidade de germinagdo.

Aos dados obtidos pelo teste de tetrazdlio,
ajustaram-se equacdes de regressao de efeito cubico para
condigdo ambiente de armazenamento e quadratico para
armazenamento em camara fria (Figura 4). Na condi¢ao
ambiente observa-se decréscimo na viabilidade das
sementes a partir dos trés meses de armazenamento. No
armazenamento em camara fria esse decréscimo foi menos
acentuado, ou seja, a partir do sexto més a viabilidade das
sementes nao sofreu redugao até o final do armazenamento,
resultado que coincide com o observado na primeira
contagem de germinagao.
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Figura 4 — Porcentagens de sementes viaveis de Tabebuia

serratifolia no teste de tetrazélio, ao longo do armazenamento

em condigdo ambiente e em cdmara fria.

Figure 4 — Percentage of Tabebuia serratifolia seeds viability
according to the tetrazolium test during environmental and cold
chamber storage conditions.
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Observou-se redugdo de viabilidade nas sementes
armazenadas em condi¢do ambiente aos nove meses de
armazenamento; enquanto que, pelo teste de germinagao
no mesmo periodo, a viabilidade ¢ nula. Esses resultados
confirmam o que foi descrito por Centro Agrondmico
Tropical de Investigacion y Ensefianza - CATIE (2000),
que o teste de tetrazolio avalia somente o embrido, sem
levar em consideragdo as influéncias das estruturas
externas das sementes que podem influenciar na
germinagdo, podendo apresentar resultados superiores,
principalmente por ndo apresentar barreiras ou transmitir
microrganismos que possam afetar o desenvolvimento
de plantulas.

Durante o armazenamento, ocorreram decréscimos
nos teores de polifenois para ambas as condi¢des ao longo
do armazenamento, exceto para sementes armazenadas por
12 meses em camara fria (Figura 5).

0- ; ; : ‘
0 3 6 9 12

Tempos de armazenamento (meses)

—o—amb = 1,081050 - 0,056983x  R2=72,28%
——cf=1,689687 - 0,281196x + 0,018062x> R2=61,81%
Figura 5 — Teores de polifendis em sementes de Tabebuia

serratifolia, ao longo do armazenamento em condi¢do ambiente
e em camara fria.

Figure 5 — Polyphenol content of Tabebuia serratifolia seeds in
environmental and cold chamber storage conditions.

Esses resultados coincidem com os encontrados
por Santos et al. (1991), que relataram o decréscimo
de compostos fendlicos durante o armazenamento de
sorgo sacarino, ressaltando que essa diminuicdo ocorre,
geralmente, com o processo de maturagdo e durante os
primeiros anos de armazenamento, devido a sua oxidagao.
Carvalho et al. (2008) relataram redugdes nos teores de
polifenois de sementes de Tabebuia serratifolia, durante a
maturagdo. Enquanto que Oliveira (2004) observou que em
envelhecimento acelerado por até 96 horas, sementes de T.
serratifolia e T. impetiginosa, ndo apresentaram alteracdes
significativas nos teores de polifenois.

Pelo perfil eletroforético de proteinas resistentes ao
calor (Figura 6), pode ser observada a presenca de bandas
em sementes de T. serratifolia nos diferentes periodos e
condi¢des de armazenamento. E evidente a auséncia de
bandas, na parte superior do zimograma e a presenga de
bandas de baixo peso molecular, ao redor de 10 kDa em
todos os tratamentos. No entanto, as condi¢des e o periodo
de armazenamento nao afetaram o perfil eletroforético de
proteinas resistentes ao calor.
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Figura 6 — Perfil eletroforético de proteinas resistentes ao calor de
sementes de Tabebuia serratifolia, ao longo do armazenamento
em condi¢ao ambiente ¢ em camara fria.

Figure 6 — Electrophoretic profile of heat-resistant proteins
of Tabebuia serratifolia seeds during environmental and cold
chamber storage conditions.

Desta forma, sementes de Tabebuia serratifolia com
6% de umidade e 100% de germinagdo inicial, mantém-se
viaveis por 12 meses, quando armazenadas em camara
fria (8°C+ 4°C e 46% de umidade relativa), ja quando sao
armazenadas em condi¢do ambiental, sujeitas as variagdes
nos teores de agua e temperatura, a germinagao torna-se
nula aos nove meses. Os teores de polifenodis sofreram
reducdo continua durante o armazenamento na condigdo
ambiente, sendo que, em camara fria foi observada redugao
até nove meses seguida por um acréscimo aos 12 meses
de armazenamento. Os teores de proteinas resistentes ao
calor permaneceram constantes nas duas condi¢des de
armazenamento.
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