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RESUMO

Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith é uma espécie nativa de arvores brasileiras
com ampla ocorréncia, principalmente na floresta semidecidua. Sua floragéo
exuberante favorece o0 uso em arborizacdo urbana, paisagismo e para o0
reflorestamento de solos secos e rochosos. Suas sementes sdo pequenas, leves,
aladas, e dispersadas pelo vento. A absorcao de agua é de suma importancia para a
germinacdo, pois permite a retomada das atividades metabolicas, as quais
contribuem nos processos de mobilizacdo e assimilacdo de reservas e alongamento
celular. Ja a tolerancia da perda de agua nas sementes implica na capacidade desta
se manter viva, possibilitando a viabilidade apos periodos de seca. O presente
trabalho teve como objetivos: testar diferentes protocolos para a extracdo de
proteinas totais de sementes de ipé-branco e avaliar os extratos obtidos por meio de
analise eletroforética em gel de poliacrilamida; investigar as alteracées bioquimicas
das sementes durante a germinacdo e sua viabilidade durante o armazenamento,
para isso, foram avaliadas a porcentagem de germinacéo, o indice de velocidade de
germinacdo (IVG) e o contedado de lipidios, proteinas, compostos fendlicos e a
atividade das enzimas: peroxidase, polifenol oxidase e catalase e adequacao do
teste de tetrazolio em sementes submetidas ao armazenamento durante o
armazenamento por 24 meses. O tampao mais eficiente para a extracdo de
proteinas totais foi o Trisma base (50mM, NaCl 500mM, EDTA 50mM, MgCI2 5mM,
(pH 7,5), a extracdo a quente promoveu maior rendimento e o tampao Trisma base
foi o Unico que permitiu o aparecimento de bandas no gel de eletroforese. Durante a
germinacdo, houve um rapido consumo de amido, carboidratos, lipidios e uma
rapida mobilizacdo de proteinas, porém ndo houve diferenga entre as bandas da
eletroforese. No armazenamento, a perda de viabilidade das sementes foi seguida
pela reducéo dos niveis de lipidios, proteinas, peroxidase e catalase e aumento de
compostos fendlicos e da atividade da polifenoloxidase. O teste de tetrazdlio na
concentragéo de 0,1% a 36°C durante 24 horas foi 0 mais adequado para avaliar a
viabilidade das sementes de ipé-branco. Sementes submetidas ao armazenamento
apresentaram a reduc&o na porcentagem de germinacédo, comprimento e peso seco
das plantulas. Obteve-se também que a germinacdo das sementes em viveiro foi
bruscamente reduzida com o armazenamento das sementes no periodo de 24

meses. De acordo com os resultados obtidos as sementes de T. roseoalba podem



ser classificadas como intermediarias e permanecem viaveis por um periodo de 1

ano sob armazenamento a temperatura de 5°C.



ABSTRACT

Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith is a native Brazilian tree with wide occurrence,
especially in semi-deciduous forest. Its exuberant blooming favors the use for urban
forestry, landscaping and reforestation of dry and rocky soils. Its seeds are small,
light, winged and dispersed by the wind. The water absorption is very important for
germination, as it allows the resumption of metabolic activities, which contribute to
the processes of assimilation and mobilization of reserves and cell elongation. The
water loss rate is lower than the absorption which implies the ability to stay alive,
enabling the viability after periods of drought. For the protein analysis by
electrophoretic techniques, it is necessary to fix the appropriate methodology for
different species. This study aimed to: test different protocols for extraction of total
protein and evaluate by polyacrylamide gel electrophoretic analysis; investigate the
biochemical changes during seed germination and viability during storage, for this,
the total germination, the germination speed index (GSI) and the content of lipids,
proteins, phenolic compounds and the activity of enzyme, peroxidase, polyphenol
oxidase and catalase, were evaluated during storage for 24 months. The
methodology for conducting the tetrazolium test in seeds subjected to storage was
also established. The buffer for more efficient extraction of total proteins was Trisma
base (50mM Trizma base, 500mM NaCl, 50mM EDTA, 5mM MgCl 2 (pH 7.5), the hot
extraction provided higher yields and was the only Trisma base that the allowed
appearance of protein bands on gel electrophoresis. During germination, there was a
rapid consumption of starch, carbohydrates, lipids and proteins with a rapid
mobilization of proteins during germination but no difference between the bands of
electrophoresis. The loss of viability seeds during storage was followed by reduction
in the levels of lipids, proteins, peroxidase and catalase, and increase of phenolic
compounds and polyphenol oxidase activity. The tetrazolium at a concentration of
0.1% at 36 ° C for 24 hours was the most appropriate to assess the viability of ipé
white. Seeds subjected to storage presented reduction in the percentage of
germination, seedling length and dry weight. In the nursery the germination of seeds
was sharply reduced within 24 months storage. According to the results of the seeds
of T. roseoalba can be classified as intermediate and remain viable for a period of 1
year under storage at 5 ° C.
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1. Introducéo

As arvores do género Tabebuia, conhecidas como ipés, sdo admiradas pelo efeito
ornamental que apresentam quando floridas, apresentam propriedades medicinais, e
podem ainda ser utilizadas para fins madeireiros e em programas de restauracéo florestal
(Lorenzi, 2000; Carvalho, 2003).

Muitas das espécies do género Tabebuia (Bignoniaceae) sao nativas do Brasil,
pertencem ao grupo ecoldgico das secundarias tardias (Ferretti et al., 1995) e 0 nome
vulgar de cada espécie é complementado pela coloracéo das flores, que pode ser branca,
amarela, rosa ou roxa. Dentre as espécies nativas do Brasil mais cultivadas, Tabebuia
roseoalba (Ridl.) Sandwith. é a Unica que produz flores brancas (Maeda e Matthes, 1984).

Apesar da importancia do género Tabebuia no contexto nacional, o alto grau de
desmatamento e destruicdo de areas florestais, seja pela expansdo das fronteiras
agricolas, construcdo de rodovias ou exploracdo indevida, tem levado a diminuicdo das
populacGes e a destruicdo das arvores deste género, incluindo T. roseoalba (Oliveira,
2004).

A propagacao dessa espécie € feita principalmente por sementes (Rizzini, 1971),
porém poucos estudos sdo realizados objetivando definir metodologias adequadas para
avaliar a capacidade de germinacéo dessas sementes (Stockman et al, 2007; Borba Filho,
20009).

2. Referencial Tedrico

2. 1. Caracterizacdo Geral da Familia Bignoniaceae

Esta familia compreende 120 géneros, de ampla distribuicdo nas regides tropicais
de todo o mundo, especialmente frequentes nos tropicos americanos (Joly, 1998). Sao
plantas lenhosas, arbustivas ou arboreas, e também trepadeiras; folhas compostas,
raramente simples, de disposicdo oposta; flores grandes e vistosas, diclamideas,
hermafroditas, pentameras, de simetria zigomorfa. Fruto capsular seco, loculicida ou
septicida, sempre com sementes aladas, raramente indeiscentes com sementes nao
aladas (Joly, 1998).

2.2. Género Tabebuia



Compreende cerca de 100 espécies de arvores e arbustos neotropicais, ocorrendo
desde os 28° de latitude norte (Sonora e Chihuahua, México e llhas Bahamas) até o norte
da Argentina e Uruguai (Gentry 1973, 1992), apresentando flores de diferentes
coloracoes.

A maioria das espécies de Tabebuia caracteriza-se pela floracdo sazonal, com
producdo macica de flores durante 3 a 10 semanas, ou por floragdo explosiva durante
apenas alguns dias - floracdes dos tipos "cornucépia” e "big-bang", respectivamente,
segundo a classificacao proposta por Gentry (1974).

Exemplares do género, os ipés, sdo extremamente ornamentais, e nos ultimos
anos tém sido muito utilizados na arborizacdo de ruas, parques e em reflorestamentos
destinados a recomposicao de vegetacdo arboérea, e a sua madeira pode ser empregada

na construcao civil.

2.3. Aespécie

A espécie Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith, é encontrada em altitudes de 20 a
1.600m, em regibes com precipitagdo média anual de 1.500mm, com verdo chuvoso e
periodo de 3 a 5 meses de déficit hidrico, tolera temperaturas médias anuais de 14°C a
21°C, sendo a temperatura do més mais frio de 10°C a 20°C e do més mais quente de
18°C a 26°C, em diversos tipos climaticos (Joly, 1998). Ocorre no Brasil, principalmente
nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias e
ainda, em alguns estados do nordeste. A espécie apresenta crescimento muito lento e é
particularmente encontrada em terrenos secos, pedregosos e encostas com afloramentos
rochosos . E uma espécie de habito arbdéreo, com porte entre 5 a 10 m, com copa
alongada. Possui tronco ereto, de 40 a 50 cm de diametro (Pott e Pott, 1994). A madeira
do ipé-branco é moderadamente pesada, macia, com superficie lustrosa, de boa
qualidade e o6tima durabilidade em ambientes internos, sendo usada na construcéo civil
para assoalhos e vigamentos; na construcdo naval e em obras externas como postes,
mourdes e esteios (Lorenzi, 2000).

Os ramos jovens séo revestidos de tricomas e as folhas sdo compostas,
trifolioladas, com longo peciolo, foliolos ovais ou oval-oblongos, levemente pubescentes
em ambas as faces. As flores sdo grandes, brancas ou rosadas enquanto os frutos séo
em forma de capsula arredondada, muito longa e fina, com numerosas sementes aladas.
Floresce, principalmente durante os meses de agosto a outubro com a planta totalmente
despida de folhas. A frutificacdo é pequena em relacéo a florada (Pott e Pott, 1994).



As sementes de T. roseoalba (Figura 1) séo cordiformes e apresentam uma leve
assimetria nas alas, com didametro médio de 2,3 cm % 0,3 com alas e 0,92 cm £ 0,17 sem
alas, ndo sendo detectada poliembrionia (Ortolani, 2007). A assimetria das alas das
sementes € uma caracteristica favoravel na dispersdo anemocoérica, pois proporciona
maior distancia percorrida pelas sementes (Oliveira et al., 2006).

A germinacédo das sementes é indiferente a luz, com a faixa de temperatura 6tima
entre 20 e 30°C (Santos et al., 2005). A curta longevidade natural das sementes de ipé
esta ligada a pequena quantidade de substancias de reserva armazenadas na semente
(Kageyama e Marquez, 1981) e ao elevado teor de 6leo em sua composicao quimica.

Embora seja uma espécie de grande valor, existem poucas informacdes a respeito
de sua biologia reprodutiva e diversidade genética (Borba Filho et al., 2009; Stockman et
al., 2007).

Figura 1. Aspecto visual de uma planta adulta (A), de um ramo com flores (B) e de
sementes (C) de Ipé-branco (foto: Leticia C. Abbade, 2010).

2.4. Teor de &gua das sementes

O teor de agua, grau de umidade ou contetudo de umidade é um dos fatores mais
importantes que afetam a viabilidade de grdos e sementes. Sementes ortodoxas secas e
viaveis podem ser mantidas sob armazenamento apropriado por muitos anos, mas
sementes Umidas podem se deteriorar rapidamente em poucos dias (Luz, 2002).



Para se obter sementes de alta qualidade, é necessario observar varios aspectos
durante a realizacdo dos processos a que essas sementes sdo submetidas antes de sua
utilizacdo nos plantios. Um dos aspectos mais importantes € o teor de agua das
sementes, jA& que o conhecimento dessa caracteristica permite a escolha dos
procedimentos mais adequados para a colheita, secagem, beneficiamento e
armazenamento, o que possibilita a preservacéo da qualidade fisica, fisiologica e sanitaria
(Nery et al., 2004).

A determinacdo do teor de agua, estabelecida pelas Regras para Analise de
Sementes (Brasil, 2009), baseia-se na perda de peso das sementes quando secadas em
estufa. A aplicacdo de calor, sob condi¢cdes controladas, possibilita que a agua contida
nas sementes seja expelida em forma de vapor, a0 mesmo tempo em que Sao
minimizadas a oxidacdo, a decomposi¢cdo e a perda de outras substancias volateis
durante a operacao; a reducao do peso reflete a perda de agua das sementes e, baseado
neste principio, as pesagens realizadas antes e apos a secagem (Brasil, 2009).

A perda de peso das sementes, que ocorre durante a secagem, € dependente tanto
da temperatura sob a qual estdo submetidas quanto do periodo de exposicdo a essa
temperatura. Com isso, diferentes combinacdes de temperatura e de periodo de
exposicdo vém sendo adotadas na determinacdo do teor de agua de sementes
recalcitrantes, como 75 + 1°C até o peso constante (Anjos e Ferraz, 1999), 80°C por 48
horas (Valio e Ferreira, 1992), 100°C até o peso constante (Barrueto et al., 1986), 103 *
2°C por 17 horas (Barrueto et al., 1986) e 105°C por 48 horas (Bacchi, 1961), muito
embora a de 105 £ 3°C por 24 horas (Brasil, 2009) seja a mais utilizada nas pesquisas

realizadas no Brasil.

2.4. Germinagédo de sementes

A germinacao € o processo de retomada do crescimento ativo do eixo embrionario.
Consiste da sequéncia ordenada de atividades metabdlicas, que inicia com a embebicéo
das sementes, estabelece a retomada do desenvolvimento do embrido até a formacédo de
uma plantula normal, depende de umidade, temperatura e oxigénio.

Segundo Bewley e Black (1994), a embebic&o pode ser definida como o conjunto
de processos fisicos que ocorrem em funcdo das propriedades dos coldides e suas
dimensdes variam com a permeabilidade do tegumento, a composi¢cdo quimica da
semente, da area de contato entre a semente e a agua, com a pressao hidrostatica e o
estado fisiolégico da prépria semente.



Para a retomada do crescimento do embrido, a semente deve estar madura, bem
constituida, com poder germinativo e ao mesmo tempo deve receber do meio exterior,
agua e oxigénio em quantidade suficiente para assegurar um intenso metabolismo
(Borges e Rena, 1993).

De uma maneira geral, durante a formacao da semente, observa-se inicialmente,
um acumulo de acucares tais como sacarose, frutose e glicose, bem como, compostos
nitrogenados como aminoacidos e amidas. Estas substancias drenadas da planta méae
S&0 0s principais metabolitos para a formacao dos tecidos da semente e das substancias
de reserva que serdo acumuladas para fornecimento de energia e substancias basicas
para o desenvolvimento do processo de germinacdo. Desta forma, a medida que a
semente vai se desenvolvendo ha uma diminuicdo na quantidade destas substancias
mais simples e, a0 mesmo tempo, um acumulo de moléculas maiores e mais complexas
como as proteinas, amido, lipidios, celulose, etc. (Guimaréaes, 1999).

O processo de hidrolise das reservas e sua transformagéo em substancias soluveis
e difusiveis, até os pontos de crescimento do embrido, ocorrem por meio da hidrdlise.
Esse processo é realizado pela atividade de varias enzimas hidroliticas, as quais tém sido
avaliadas no intuito de detectar varias reacdes metabdlicas, que envolvem a sintese e a
degradacdo de substancias que ocorrem durante o processo de germinacdo. Alguns
polissacarideos de reserva podem ocorrer na parede celular do endosperma, como no
cafeeiro. Os polissacarideos presentes nas sementes de cafeeiro, sdo degradadas
durante a germinacdo por enzimas hidroliticas, principalmente, a endo-B-mananase,
resultando no enfraquecimento das paredes celulares do endosperma (Silva et al., 2004;
Takaki, e Dietrich, 1980).

Para ipé-branco, Lorenzi (2000) relata que as sementes germinam em baixa
porcentagem, geralmente proxima a 40%. Degan et al. (2001), trabalhando com sementes
de ipé-branco colhidas no estadio maduro, obtiveram germinacdo maxima de 56,7%.
Mello e Eira (1995), também obtiveram germinacdo maxima variando de 50 a 60%, para a
mesma espécie. Valores esses bastante baixos para producédo de mudas em larga escala.

2.5. Armazenamento de sementes

O armazenamento de sementes de espécies florestais pode ser uma técnica
relativamente econOmica para assegurar valiosos germoplasmas (Bonner, 1990),
considerando-se a nao-ocorréncia de frutificacdo de algumas espécies; além da

intervencdo do homem por meio de derrubadas e, ou, queimadas, eliminando areas



produtoras de sementes e espécies que frutificam de dois em dois anos (Souza et al.,
1980). Dentre as espécies florestais, destaca-se o0 ipé-branco, cujas sementes
apresentam longevidade curta, com anos de baixa ou nenhuma producédo, o que limita a
distribuicdo natural, bem como sua utilizacdo em viveiros para reflorestamento e comeércio
de mudas, tornando-se necessario conhecer suas condi¢des ideais de armazenamento.
Ledo (1984) afirmou que a conservagdo de sementes de esséncias florestais é de
fundamental importancia quando se visa ao desenvolvimento de programas silviculturais.

Grande parte de nossas espécies nativas apresenta uma baixa longevidade natural
para suas sementes, restringindo o seu aproveitamento em plantacdes, ja que perdem
rapidamente sua viabilidade, requerendo utilizacdo imediata na semeadura, esse é o
caso, das sementes dos Ipés (Kano et al., 1978). A manutencdo da viabilidade das
sementes através do armazenamento, em condicbes de ambiente controlado, vem sendo
uma das linhas de pesquisa mais importante para as sementes de grande numero de
espécies de baixa longevidade (Kano et al., 1978)

Para Martins et al. (1999), uma germinacao rapida e uniforme das sementes,
seguida por imediata emergéncia das plantulas sédo caracteristicas altamente desejaveis,
pois quanto mais tempo a plantula permanecer nos estadios iniciais de desenvolvimento e
demorar a emergir no solo, mais vulneravel estara as condi¢cdes adversas do meio. O bom
substrato deve manter a proporcdo adequada entre a disponibilidade de agua e aeracao,
nao devendo ser umedecido em excesso para evitar que a pelicula de agua envolva
completamente a semente, restringindo a entrada e absor¢cdo de oxigénio (Villagomez et
al, 1979). Sendo assim, a escolha do tipo de substrato deve ser feita em funcdo das
exigéncias da semente em relagéo ao seu tamanho e formato (Brasil, 2009).

As sementes do género Tabebuia perdem a viabilidade rapidamente quando
armazenadas, mantendo-se viaveis por cerca de quatro meses (Pinto et al., 1986; Cabral
et al., 2003; Lorenzi, 2002).

2.6. Teste de Tetrazélio

O emprego de testes rapidos em programas de controle de qualidade de sementes
€ uma ferramenta imprescindivel para a avaliagdo de sua qualidade fisiolGgica, e por isso
tém merecido permanente atencdo dos tecnologistas, produtores e pesquisadores. ISso
reflete o refinamento da demanda de materiais que proporcionem maior seguranca para

fins de semeadura e/ou armazenamento, principalmente das espécies que requerem um



longo periodo para completar o teste de germinacdo (McDonald, 1998; Marcos Filho,
1994).

Dentre os testes considerados rapidos para a avaliagdo da qualidade das
sementes, destaca-se o teste de tetrazolio, que possibilita a avaliacdo da viabilidade e em
algumas espécies também o vigor, além de fornecer informac¢des valiosas sobre o
potencial fisiolégico das sementes, para fins de semeadura. O teste permite a
identificacdo dos fatores que influenciam a qualidade das sementes, como danos
mecanicos, danos ocasionados por secagem, insetos e deterioracdo por umidade
(Krzyzanowski et al., 1999).

De modo geral, as sementes que sdo conduzidas ao teste de tetrazdlio devem ser
pré-condicionadas, procedimento que, além de provocar o amolecimento da semente e
facilitar a penetracdo de solucdo de tetrazolio, também ativa o sistema enzimatico que
resulta numa coloracao mais nitida.

O teste de tetrazolio reflete a atividade das enzimas desidrogenases, envolvidas no
processo de respiracao. Este teste tem sido aceito, segundo Deswal e Chand (1997), ndo
somente como uma técnica para estimar a viabilidade, mas também o vigor das

sementes.

3. Objetivos do estudo
O objetivo desse trabalho foi caracterizar a germinacao, as alteracdes bioquimicas das

sementes do ipé-branco durante a mobilizacdo de reservas e no armazenamento.
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Capitulo |

ADEQUACAO DO METODO DE EXTRACAO PARA ANALISE ELETROFORETICA DE
PROTEINAS TOTAIS EM SEMENTES DE Tabebuia roseoalba (RIDL.) SANDWITH
(BIGNONIACEAE)
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Resumo

Para a aplicacéo da técnica de eletroforese em seus diversos usos, é necessario realizar
a adequacdo da sua metodologia para a espécie que se pretende estudar. O presente
trabalho teve como objetivo testar diferentes protocolos para a extracdo de proteinas
totais de sementes de ipé-branco e avaliar os extratos obtidos por meio de andlise
eletroforética em gel de poliacrilamida. Foram utilizadas sementes recém colhidas de
frutos de ipé-branco localizados dentro do Campus da UNESP/Rio Claro. O tampéao que
permitiu a melhor resolucéo das bandas foi definido como o0 mais eficiente para a extracao
das proteinas de sementes de ipé-branco. Para a eletroforese, as amostras contendo
guantidades conhecidas de proteinas foram adicionadas a igual volume de tampé&o de
amostra (glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%, SDS 2,3%, Tris-HCI pH 6,8 0,0625 M),
fervidas por 5 minutos, centrifugadas e aplicadas no gel. Os géis de 10% de SDS-
poliacrilamida com 1,5 mm de espessura foram confeccionados e submetidos a uma
corrente de 30 mA, com voltagem constante. Apés a corrida, os géis foram corados com
Coomassie Brilliant Blue e descorados com &acido acético a 10% (v/v), sendo
posteriormente escaneados. O tampao mais eficiente para a extracdo de proteinas totais
foi o Trisma base (50mM, NaCl 500mM, EDTA 50mM, MgCI2 5mM, (pH 7,5), a extracao
a quente promoveu maior rendimento e o tamp&o Trisma base foi o Unico que permitiiu o

aparecimento de bandas no gel de eletroforese.

Termos para indexacgéao: tampao, eletroforese, SDS-Ppage.
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1. Introducéo

A eletroforese vem sendo utilizada no estudo de proteinas e isoenzimas com
relacdo nao apenas as mudancas na qualidade fisiologica de sementes, mas também nas
regulacdes génica, bioquimica e ontogénica, entre outros (ISTA, 2007). Na tecnologia de
sementes, uma das maiores dificuldades para avaliar a qualidade de sementes refere-se
ao tempo para execucao dos testes. Desse modo, novos testes devem ser realizados
para obter resultados efetivos e mais rapidos, na tentativa de predizer a qualidade dos
lotes que chegam ao laboratério.

Durante o periodo de armazenamento de sementes, € necessario manter
condicbes adequadas de temperatura e umidade, na tentativa de preservar a qualidade
destas. Muitas vezes, a falta de conhecimento das condi¢des ideais de armazenamento
torna dificil a manutencéo da qualidade fisiologica das sementes, pois o envelhecimento é
um processo natural. Um dos primeiros eventos da deterioracdo de sementes é a perda
da integridade das suas membranas, 0 que afeta a permeabilidade, a
compartimentalizacdo e a separacéo dos sistemas metabolicos (BASU, 1995). De acordo
com esse autor, muitas enzimas estdo associadas aos sistemas de membranas, e
gualquer mudanca nessa integridade teria consequéncias fisiolégicas e bioquimicas. Além
da perda da integridade das membranas, observam-se reducéo na producéo de ATP e na
sintese de proteinas e acidos nucléicos e degeneracdo cromossomica (BEWLEY e
BLACK, 1994).

Os ajustes metabdlicos que conferem a semente ortodoxa a tolerancia extrema e
rapida a perda de agua durante seu desenvolvimento (Ellis et al.,1987), tém, sobretudo,
uma funcdo protetora contra os efeitos deletérios da desidratacdo, em diferentes
componentes celulares (membranas, citoplasma e proteinas). Tal funcdo protetora é
atribuida, basicamente, aos processos bioquimicos tais como: acumulo de
oligossacarideos (rafinose e estaquiose) e acUcares solUveis (sacarose) que protegem a
integridade estrutural das membranas, prevenindo sua fuséo e suas fases de transicéo e
separacdo durante a desidratacdo e provendo as interacdes hidrofilicas necessérias a
estabilidade das proteinas e das atividades enzimaticas; habilidade de prevenir, tolerar e
reparar o ataque de radicais livres durante a desidratacdo; sintese de proteinas
especificas, com carater hidrofilico, que manteriam a integridade estrutural dos
componentes intracelulares durante a perda de agua, por meio do “sequestro” de ions e

da protecéo de outras proteinas ou membranas (Saloméo et al., 2002).
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A etapa de extracdo deve proporcionar uma concentracdo eficiente da proteina,
minimizando a presenca de impurezas (compostos fendlicos, carboidratos, 6leo, etc.) no
restante do processo (Miranda et al., 2007)

Para a aplicacdo da técnica de eletroforese em seus diversos usos, € necessario
realizar a adequacéo da sua metodologia para a espécie que se pretende estudar. Esse
trabalho teve como objetivo definir um protocolo de extracéo de proteinas para sementes
de ipé-branco.

2. Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fotomorfogénese de Plantas, no
departamento de Botanica da Universidade Estadual Paulista em Rio Claro — SP. Foram
utilizadas sementes recém colhidas de frutos de ipé-branco localizados dentro do Campus
da UNESP/Rio Claro. Amostras contendo 1 g de sementes com alas foram moidas em
moinho de facas na presenca de 100mg de PVPP (polivinilpolipirrolidona) para eliminar os
compostos fendlicos resultantes da extracdo, com 10 mL de diferentes tampbes de
extracdo: tampao fosfato de sédio [0,2 mM, pH 6.5], tampéao trisma base [50 mM Tris, 500
mM NaCl, 50 mM EDTA, 5 mM MgCI2, pH 7.5] e tampéo acetato [0,1M, pH 5.5].
Posteriormente, testou-se 3 diferentes incubacdes a frio e a quente, sempre seguidas de
centrifugagbes durante 30 minutos e 10.000G a 4°C ou em temperatura ambiente,

conforme se observa na tabela 1.

Os extratos foram levados ao liofilizador para concentrar as amostras. Apos a sua
concentragdo, as amostras foram novamente centrifugadas por 5min a 10.000G, e
determinou-se o teor de proteinas totais pelo método de Bradford (1976), calculou-se a
eficiéncia de cada tampédo de extracdo e realizou-se a corrida eletroforética para verificar
a presenca de bandas nos diferentes extratores. A eficiéncia de extracdo foi calculada
pela porcentagem de proteinas presente no extrato pelo volume do tampéo. A escolha
dos tampdes de extracao de proteinas baseou-se nos resultados obtidos por Farrant et al.
(1992), Blackman et al. (1991), Anti (2000), Carvalho et al. (1994) e Corréa et al. (1997).
O tampao que permitir a melhor resolucdo das bandas sera definido como o mais eficiente
para a extracédo das proteinas de sementes de ipé-branco.

Para a eletroforese, as amostras contendo quantidades conhecidas de proteinas

foram adicionadas a igual volume de tampao de amostra (glicerol 10%, B-mercaptoetanol
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5%, SDS 2,3%, Tris-HCI pH 6,8 0,0625 M), fervidas por 5 minutos, centrifugadas
rapidamente e aplicadas no gel. Os géis de 10% de SDS-poliacrilamida (Laemmli, 1970)
com 1,5 mm de espessura foram confeccionados e submetidos a uma corrente de 30 mA,
com voltagem constante. Apos a corrida, os géis foram corados com Coomassie Brilliant
Blue (Oakley et al., 1980) e descorados com &acido acético a 10% (v/v), sendo

posteriormente escaneados.

Tabela 1. Tampdes e pH utilizados na extracdo de proteinas de sementes de ipé-

branco.
. Tempo de _ .
Tratamento Tampéo . Centrifugacéao
Incubacéo
! Fervid
evidas por __ Ambiente 2
5 minutos
Fosfato de Sadio
3 0,2M (pH 6,5) Ambiente
Gelo por
30minutos
. 4°C
4 Trisma base 50mM Fervidas por PO—
NaCl 500mM 2L
> EDTA 50mM ,
Ambiente
MgCI2 5mM Gelo por
6 (pH 7,5) 30minutos
4°C
y \
Fer\nclias por [ I Ambiente
5 minutos
8 Acetato de sodio
0,1M Ambiente
(PH 5,5) Gelo por
30minutos

9 4°C
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3. Resultados e discussao

Na Tabela 2 constam os dados de quantificacdo dos extratos proteicos totais de
sementes de ipé-branco obtidos utilizando-se diferentes tampdes de extracdo descritos na

literatura.

Tabela 2. Teor de proteinas e eficiéncia em cada método de extracao

Tratamento Teor de proteinas Eficiéncia da Extracao
(mg.mL™) (%)
1 2,58 3,23
2 0,52 0,39
3 0,44 0,18
4 4,98 12,45
5 4,70 4,25
6 4,84 1,78
7 2,30 8,33
8 0,71 0,92
9 0,50 0,25

1Fostato fervido centrifugado ambiente; 2 Fosfato gelo centrifugado ambiente; 3 Fosfato gelo centrifugado frio; 4 Trisma base fervido
centrifugado ambiente; 5 Trisma base gelo centrifugado ambiente; 6 Trisma base gelo centrifugado frio; 7 Acetato fervido centrifugado
ambiente; 8 Acetato gelo centrifugado ambiente; 9 Acetato gelo centrifugado frio. Eficiéncia da extragdo corresponde a porcentagem

de proteinas presente no extrato pelo volume do tampé&o.

A comparacdo dos métodos de extracdo revelou valores de rendimento bastante
distintos. De acordo com os resultados obtidos, o tamp&o Trisma base, foi 0 que
proporcionou maior rendimento na extracao de proteinas totais, quando comparados com
0os demais tampdes, também foi 0 que promoveu extratos mais claros, o que indica a
menor oxidacdo de compostos fendlicos (Figura 1). Nos extratos com esse tampéao foram
observados valores médios de 4,84 mg.mL™, enquanto para os tampdes fosfato e acetato,
os valores maximos apresentados foram 2,58 e 2,30mg.mL™, respectivamente.

Um rendimento menor foi observado também em extratos obtidos com os tampdes
fosfato e acetato (0,18 e 0,25%, respectivamente), enquanto para o tampao trisma base o
valor médio foi de 6,2%. Silva e Souza (2009) também evidenciaram que o tampao fosfato
foi 0 que apresentou menor rendimento para a extracdo de folhas e raizes de Piper
nigrum Link., e Miranda et al. (2007) concluiram que o tampéo fosfato a pH 7,5 ndo é
eficiente para a extracdo de proteinas de carater hidrofébico de sementes de milho Desta
forma, em termos quantitativos o tampao Trisma base fervido foi o mais eficiente, visto
gue também apresentou maior rendimento.

Analisando as extracOes a frio e fervida, a que se obteve maior rendimento foi a

fervida, mesmo com os diferentes tampdes. Em sementes de milho, a temperatura
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ambiente (25°C) também promoveu a melhor extracéo de proteinas (Miranda et al., 2007).
Isso se deve ao fato das sementes de milho apresentarem alta concentracdo de enzimas,
que promovem a degradacdo das proteinas, pois uma fez fervidas, sdo desnaturadas,
inativando-as. A extracdo e centrifugacao a frio, tratamentos 3, 6 e 9 (figura 1), por sua
vez, promoveram maior preservacdo dessas enzimas, 0s teores de proteinas totais

possuindo os menores valores médios, 1,92 mg.mL™.

1 2 3 4 5 6 7

TRITRLE

Figura 1. Caracteristicas visuais de cada extrato: 1 Fostato fervido centrifugado

-
4

ambiente; 2 Fosfato gelo centrifugado ambiente; 3 Fosfato gelo centrifugado frio; 4 Trisma
base fervido centrifugado ambiente; 5 Trisma base gelo centrifugado ambiente; 6 Trisma
base gelo centrifugado frio; 7 Acetato fervido centrifugado ambiente; 8 Acetato gelo
centrifugado ambiente; 9 Acetato gelo centrifugado frio.

Na corrida eletroforética, as proteinas extraidas com os tampdes fosfato e acetato,
ndo formaram bandas. O tamp&o trisma base, promoveu além da melhor extracdo, a
formacao de bandas nos tratamentos fervidos, e extraidos e centrifugados a frio.

Apoés a corrida eletroforética com todos os padrdes, foi realizada outra corrida
apenas com o melhor extrator, que foi o tampao Trisma base, para melhorar a resolucéao
das bandas, com o0 mesmo extrato e o gel descritos na metodologia. Sem a interferéncia
dos outros tampdes, a corrida seguiu como se esperava. As analises em SDS-PAGE
(Figura 2) mostraram que 0S extratos protéicos de sementes obtidos com os tampao
Trisma base apresentou bandas que variaram de 10 a 220 kDa. Comparando-se 0s
padroes das bandas, pode-se observar que as amostras obtidas tem maiores
concentracdes das proteinas mais leves. Isso também ocorre em sementes de Copaifera

langsdorffii Desf., com a banda mais intensa em 16,4kDa (Carvalho et al, 2006).
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A B
172,6KDa  —
111,4KDa P

-

79,6KDa W
61,3KDa — -
49KDa — e
-

36,4KDa —

24, 7KDa —
192kDa __ W
13,1KDa — "

93KDa ___
| —

Figura 2. Gel de poliacrilamida com o padréo (A) e o extrator Trisma base (B)

O presente trabalho € pioneiro na analise de padrbes proteicos de ipé-branco e
contribui para a identificacdo de tampdes de extracdo adequados para a obtencdo de

amostras de proteinas totais em estudos sobre os diversos aspectos da fisiologia das

sementes.

4. Conclusodes

O tampao mais eficiente para a extragcdo de proteinas totais foi o Trisma base
(Trisma base 50mM, NaCl 500mM, EDTA 50mM, MgCI2 5mM, (pH 7,5)).

A extragdo a quente promoveu maior rendimento.
O tampao Trisma base foi o Unico que permitiu 0 aparecimento de bandas de

proteinas no gel de eletroforese.
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Summary

Tabebuia roseoalba is a native Brazilian tree species with wide occurrence,
particularly in semi-deciduous forest. The tree has lush flowering and is used in
landscaping, arboriculture and for reforestation of dry and rocky soils. Its seeds are small,
lightweight and winged, and are wind-dispersed. The objective of this study was to
investigate the biochemical changes in T. roseoalba seeds during germination. We
determined the content of starch, structural polysaccharides, lipid and soluble protein, and
analysed the proteins by SDS-PAGE. There was a rapid consumption of starch, structural
polysaccharides, lipids and proteins during germination of T. roseoalba seeds. The rapid
mobilization of protein during germination, was accompanied by the synthesis of high

molecular mass proteins and degradation of low molecular mass proteins.
Experimental and discussion

Proteins, lipids and carbohydrates are the main components stored during the late
stages of seed development, and during the germination process those reserves are
hydrolysed and mobilized to the growing embryo (Kidson and Westboy, 2000). Munshi et
al. (2007) found a rapid decrease in the lipid content during germination of seeds of
Helianthus annuus L.. Liu and Brown (1996) emphasized that germinating seeds
synthesized fatty acids used in the formation of membrane lipids in the growing embryos.

The process of hydrolysis of reserve substances and their transformation into soluble and
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diffusible compounds is the main biochemical process responsible for germination and
growth of the embryo and this is accomplished by the activity of several enzymes involved
in the degradation and the synthesis of compounds important for those processes. During
early post-germination embryo growth, stored compounds are broken down into soluble
molecules which can be transported around the developing seedling. Tabebuia roseoalba
(Ridl.) Sandwith is a Brazilian tree species with wide occurrence, particularly in semi-
deciduous forest, and is widely used in landscaping, arboriculture and for reforestation of
dry and rocky soils (Lorenzi, 2002). Since there is scarce information about the seed
storage compounds and the process of mobilization of those reserves of tropical tree
species during germination, the aim of this work was to investigate the biochemical
changes in T. roseoalba seeds during germination.

The seeds of T. roseoalba were collected from open fruits on trees located at Rio
Claro, Sao Paulo, Brazil. Harvested seeds were stored inside sealed plastic germination
boxes and kept at 5 °C. At the time of storage, the water content of seeds was 10%,
determined by drying the seeds at 103 °C for 17 hours, according to Brasil (2009). The
tests were carried out with one month stored seeds.

For the germination test and biochemical analysis, 4 replicates with 25 seeds were
sown, on two layers of filter paper moistened with deionized water inside 90mm diameter
Petri dishes, and maintained at 25 °C with continuous white light provided by day-light
fluorescent lamps with fluency of 32.85umol m* s at seed level. Every six hours samples
were taken for biochemical analysis. For carbohydrate, lipid and protein analysis, the seed
samples were initially milled in a knife mill and then homogenised with extraction solution
with the aid of a pestle and mortar Starch extraction was performed according to
McCready et al. (1950) and quantified by the method of Dubois et al. (1956) using starch

as standard sugar.
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The differential extraction of structural polysaccharide mobilization was performed
according to Takaki and Dietrich (1980) resulting in four fractions: a. free soluble sugars; b.
cold water soluble polysaccharides (hemicelluloses, mainly galactomanan and xyloglucan
like polysaccharides); c. hot oxalic acid soluble polysaccharides (pectin like
polysaccharides); and d. total alkali soluble polysaccharides (hemicelluloses strongly
linked to cellulose, not extracted by previous treatments) and quantified according to
Dubois et al. (1956) using glucose as standard sugar.

The extraction of lipids was performed according to Bligh and Dyer (1959) and the
total lipid content determined gravimetrically.

The protein extraction was performed according to Alfenas (1998), using 0.1 M
Trisma base-HCI pH 7.5 as extraction solution with 100 mg polyvinylpyrrolidone (PVPP).
The quantification of proteins was done according to Bradford (1976), using bovine serum
albumin (BSA) as standard protein. In addition, the total protein pattern during germination
was analyzed by SDS-PAGE. Samples containing known amounts of protein were added
to an equal volume of sample buffer (glycerol 10%, 5% B-mercaptoethanol, 2.3% SDS,
0.0625 M TRISMA BASE-HCI pH 6.8,), boiled for 5 minutes, centrifuged and applied to a
1.5 mm thick 10% SDS-polyacrylamide gel. The loaded gels were subjected to a current of
30 mA with constant voltage (Laemmli, 1970). After running, the gel was stained with
Coomassie Brilliant Blue (Oakley et al., 1980), bleached with 10% (v:v) acetic acid and
subsequently scanned.

The experimental design was completely randomized. It uses a multiple stepwise
regression method (Draper and Smith, 1981).

The dry matter of seeds of T. roseoalba comprises about 10% starch, 77% lipids,
9.5% protein and 3.5% of not determined compounds. The germination of seeds of T.

roseoalba started at 24 hours from sowing and at 42 hours almost all seeds had
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germinated (figure 1A). Starch was almost completely consumed before the onset of
radicle emergence (Figure 1B).

Dantas et al. (2008) found a decrease in starch content at imbibition and
germination in seeds of Caesalpinia pyramidalis Tul. Seeds of Vigna unguiculata (L.) Walp
showed starch accumulation in the embryonic axes, as results of translocation of products
of starch hydrolysis stored in the cotyledons followed by synthesis of starch in the axes

(Prisco et al., 1981).
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soluble protein (E) during seed germination in Tabebuia roseo-alba (Ridl). Sandwith.
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No detectable level of free sugars were observed during T. roseoalba seed
germination (figure 1C), but pectin like compounds were mobilized and then slowly
increased after 24 hours after sowing, possibly present in newly formed cell walls.
Hemicelluloses were degraded during seed germination, indicating a possible presence of
storage cell wall polysaccharides that are consumed during the germination process as
observed in seeds of Coffea Arabica L., with galactomannan (Takaki and Dietrich, 1980)
and in Copaifera langsdorffii Desf. with xyloglucan (Buckeridge et al., 2000).

The lipid content decreased greatly in the first few hours of imbibition (Figure 1D).
The high lipid content of seeds, more unstable than carbohydrates, is responsible for a
rapid deterioration of oilseeds (Harrington, 1972). Kitajima (1996) reported that high lipid
content in seeds of some species must indicate a compensatory selection (higher energy:
volume), as lighter seeds are highly selected, for example, for better dispersion. This fits
perfectly for T. roseoalba: light seeds, dispersed by wind and with high lipid content.

The rate of lipid degradation in the initial hours of imbibition of the seed is high
before start of radicle protrusion, close to 24 hours after contact with water. Rapid
consumption of lipids was found by Suda and Giorgini (2000) in seeds of Euphorbia
heterophylla L., whose degradation of lipids started soon after imbibition, reaching about
70% decrease between three and four days from sowing. In Cucumis sativus L., the
degradation of lipids started at two days after germination, leaving only 3% of the initial
after six days. In this case, the rapid degradation begins with the appearance of primary
roots and ends with the complete expansion of cotyledons (Matsui et al., 1999). In seeds
of Caesalpinia peltophoroides Benth., germination occurs between 5 to 10 days from
sowing, during which there was a strong decrease in the concentration of lipids (Corte et
al., 2006). Tozzi and Takaki (2011) concluded that Passiflora edulis Sims seeds consume

mainly lipids as their reserve material for germination and its product may be accumulated
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as starch after the germination process; hydrolysis of protein bodies was also observed in
the cotyledons during germination.

Soluble protein is degraded before the protrusion of the radicle and synthetised
after germination (Figure 1E). These results are consistent with Bewley and Black (1994)
and with those obtained by Corte et al. (2006) for the mobilization of soluble proteins in
seeds of Caesalpinia peltophoroides and in seeds of Euphorbia heterophylla during
germination when proteins are continuously degraded after the start of imbibition (Suda
and Giorgini, 2000). Accompanying the rapid mobilization of protein during germination,
we observed slight increases in the content of 88.3, 41 and 13.1 KDa proteins and
decreases in 36.4 and 14.8 KDa proteins (Figure 2). The 14.8 KDa protein has been
isolated from Zea mays L. seedlings and it is responsible for phospholipid transfer which
facilitates movements of phospholipid from different types of membranes (Douady et al.,
1986). 41 KDa protein isolated from seedlings of Zea mays was reported to be a
peripheral membrane component present in plasmodesmata (Epel et al., 1996) and in
Hordeum vulgare was reported to be a peptide transporter, important for mobilization of
stored protein during seed germination (Stacey et al., 2002). Apparently those proteins
important for lipid transfer and peptide transport are present in seeds of T. roseoalba

during germination, but detailed analysis of those proteins are necessary.
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Figure 2. 8-18% gradient SDS-PAGE of total proteins of dry seeds (1), 24 (2) and 48 hours (3) of germination i
Tabebuia roseo-alba (Ridl). Sandwith. S: protein standard: a: 88.3KDa: b: 41KDa and c: 14.8KDa. determine
according to Neville (1971).

172.6KDa —
111.4KDa —

79.6KDa —
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Resumo
Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith é uma espécie florestal brasileira, ocorrendo

principalmente na floresta semidecidua e tem grande utilidade em arboricultura,
paisagismo e reflorestamento em solos secos e rochosos. Suas sementes sdo pequenas,
leves, aladas e dispersadas pelo vento. As avaliacdes de germinacédo foram realizadas
diariamente através da contagem de plantulas normais, com raizes visiveis e cotilédones.
Germinacdo total e o indice de velocidade de germinacdo (IVG), porcentagem de
germinacao, peso seco, comprimento de plantulas e emergéncia foram calculados apés
30 dias. Analisaram-se a cada 6 meses o conteudo de lipidios, proteinas, compostos
fendlicos e a atividade das enzimas: peroxidase, polifenol oxidase e catalase, e
estabeleceu-se o protocolo para a realizacdo do teste de tetrazolio submetidas ao
armazenamento durante o armazenamento por 24 meses em frascos de vidro
hermeticamente fechados a 5°C sob temperatura de 5°C. A perda de viabilidade das
sementes durante o armazenamento foi seguido por reducdo dos niveis de lipideos,
proteinas, peroxidase e catalase e aumento de compostos fendlicos e da atividade da
polifenol oxidase. O teste de tetrazolio na concentragdo de 0,1% a 36°C durante 24 horas
foi 0 mais adequado para avaliar a viabilidade das sementes de ipé-branco. Sementes
submetidas ao armazenamento apresentaram a reducao na porcentagem de germinacao,
comprimento e peso seco das plantulas. Obteve-se também que a germinacdo das
sementes em viveiro & bruscamente reduzida com o armazenamento das sementes no

periodo de 24 meses.

Termos de indexagédo: longevidade; armazenamento; atividade enzimatica; tetrazolio
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1. Introducéo
As espécies do género Tabebuia sdo propagadas sexuadamente e a utilizacéo de

sementes de alta qualidade é fundamental para a obtencéo de plantas vigorosas para o
sucesso nos diversos programas florestais em que séao requeridas e na restauracdo de
areas degradadas (Oliveira et al., 2005)

O conhecimento de como os fatores ambientais afetam a germinacdo das
sementes é de extrema importancia. Assim, eles poderdo ser controlados e manipulados
de forma a melhorar a porcentagem, velocidade e uniformidade de germinacdao,
resultando na producdo de mudas mais vigorosas para plantio e minimizacao dos gastos
(Nassif et al., 1998).

O emprego de testes rapidos em programas de controle de qualidade de
sementes é uma ferramenta imprescindivel para a avaliagdo de sua qualidade fisioldgica,
e por isso tém merecido permanente atencdo dos tecnologistas, produtores e
pesquisadores. Isso reflete o refinamento da demanda de materiais que proporcionem
maior seguranga para fins de semeadura e/ou armazenamento, principalmente das
espécies que requerem um longo periodo para completar o teste de germinacao
(McDonald, 1998; Marcos Filho, 1994).

Dentre os testes considerados rapidos para a avaliacdo da qualidade das
sementes, destaca-se o teste de tetrazoélio, que possibilita a avaliacdo da viabilidade e em
algumas espécies também o vigor, além de fornecer informacdes valiosas sobre o
potencial fisiolégico das sementes, para fins de semeadura. O teste permite a
identificacdo dos fatores que influenciam a qualidade das sementes, como danos
mecanicos, danos ocasionados por secagem, insetos e deterioracdo por umidade
(Krzyzanowski et al., 1999).

O teste de tetrazolio reflete a atividade das enzimas desidrogenases, envolvidas
no processo de respiracéo. Este teste tem sido aceito, segundo Deswal e Chand (1997),
ndo somente como uma técnica para estimar a viabilidade, mas também o vigor das
sementes. Além do pré-condicionamento, a utilizacdo de concentracdo da solucdo de
tetrazolio, tempo e temperatura de condicionamento e avaliagdo adequada da coloracdo
das sementes, sdo fundamentais para que se obtenham resultados confiaveis sobre a
gualidade das sementes. De acordo com Todd-Bockarie et al. (1993), embrides de Cassia
sieberiana podem ser submetidos a 0,1% da solucao de tetrazdlio por 9 horas a 35°C na
realizacdo do teste. Para Tabebuia serratifolia € indicada a concentracao da solucao de
0,5% de tetrazolio por 12 horas a 30°C (Oliveira, et al., 2005).
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A longevidade das sementes esta relacionada a sua tolerancia a dessecacao das
mesmas. Cabral et al. (2003), Lorenzi (2000) e Pinto et al. (1986) afirmaram que as
sementes do género Tabebuia perdem a viabilidade rapidamente quando armazenadas,
mantendo-se por cerca de quatro meses. Por outro lado, Roberts (1973), classificou essas
sementes como ortodoxas, pela sua alta porcentagem de germinacéo e possibilitando o
seu armazenamento com baixos teores de agua. A separacdo classica ortodoxas X
recalcitrantes passou a ser questionada, procurando-se identificar, com maior
consisténcia, as espécies com sementes recalcitrantes ou 0s niveis de recalcitrancia
(Chin ef al. 1984; Berjak e Pammenter 1984; Nautiyal e Purohit 1985; Nautiyal et al.,
1985; Farrant et al. 1989; Hong e Ellis 1990); espécies consideradas ortodoxas podem ter
diferentes niveis de tolerancia a dessecacdo. Além disso, as sementes podem ser
agrupadas por caracteristicas intermediarias entre as das ortodoxas e as das
recalcitrantes (Farrant ef al. 1997; Sacande et al. 1997), tornando-se dificil classifica-las
em algum grupo, por apresentarem caracteristicas de ortodoxas, mas possuirem
longevidade muito curta (Pence 1996; Vertucci ef ai. 1996).

O elevado teor de lipidios das sementes, mais instavel do que os carboidratos, &
responsavel por uma deterioracdo mais rapida das sementes (Harrington, 1972). A curta
longevidade natural das sementes de ipé esta ligada a pequena quantidade de
substancias de reserva armazenadas na semente e ao elevado teor de Oleo em sua
composicao quimica (Degan et al, 2001).

Kitajima (1996) relatou que os altos conteltdos de lipidios nas sementes de
algumas espécies deve indicar uma selecdo compensatéria (maior energia:volume), a
medida que as sementes mais leves sdo fortemente selecionadas, por exemplo, para
melhor disperséo. Isso se enquadra perfeitamente para o ipé-branco, sementes leves,
dispersas pelo vento e com alta concentragdo de lipidios.

Durante o periodo de armazenamento de sementes, € necessario manter
condicbes adequadas de temperatura e umidade, na tentativa de preservar a qualidade
destas. Muitas vezes, a falta de conhecimento das condi¢des ideais de armazenamento
torna dificil a manutencéo da qualidade fisiolégica das sementes, pois o envelhecimento é
um processo natural. Um dos primeiros eventos da deterioracdo de sementes é a perda
da integridade das suas membranas, 0 que afeta a permeabilidade, a
compartimentalizacdo e a separacao dos sistemas metabdlicos (Basu, 1995). De acordo
com esse autor, muitas enzimas estdo associadas aos sistemas de membranas, e

gualquer mudanca nessa integridade teria conseqiéncias fisiolégicas e bioquimicas. Além
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da perda da integridade das membranas, observam-se reducéo na producéo de ATP e na
sintese de proteinas e acidos nucléicos e degeneracdo cromossdmica (Bewley e Black,
1994).

No sistema enzimatico, relacionado com a deterioracdo de semente, merecem
destaques as enzimas superoxido dismutase, catalase, peroxidase removedoras de
radicais livres e de peroxidos, bem como a malato desidrogenase, fosfatase acida,
glutamato desidrogenase que funcionam como indicadores de deterioracdo, uma vez que
estdo envolvidas no metabolismo celular (Vieira, 2009).

Polifenoloxidases séo enzimas que catalisam a oxidacdo dependente de oxigénio
de monofendis (ex. tirosinases) ou orto-difendis (ex. catecolases, lacases) (Steffens et al.,
1994). Funcbes distintas foram atribuidas a polifenoloxidase, tais como: pigmentacéo e
enegrecimento do tecido vegetal (Boonsiri et al., 2007; Valentines et al., 2005); acdo na
reacdo de Mehler, na regulacdo do consumo de oxigénio durante a foto-respiracao
(Thipyapong et al., 2004) e protecao de plantas contra pragas e patogenos (Constabel e
Ryan, 1998).

A catalase € uma enzima intracelular, encontrada no glioxissoma nos vegetais,
com capacidade de transformar formas reativas de oxigénio em formas inofensivas, bem
como a decomposigao do peroxido de hidrogénio (Lehninger, 2006).

A peroxidase, assim como a catalase, tém papel importante na desintoxicacéo
celular ao eliminar o peroxido de hidrogénio, espécie reativa de oxigénio (Lehninger,
2006). Peroxidases sé@o enzimas que agem de forma parecida com polifenoloxidases, mas
possuem como substrato principal perdxido de hidrogénio e uma outra molécula como
doador de elétrons, que geralmente € um fenol mas pode ser uma infinidade de outros
compostos organicos (Takahama e Oniki, 2000). Peroxidases podem atuar tanto
diretamente na defesa de plantas a patdgenos, como também ser uma enzima chave em
vias de sinalizacao relacionadas a diversos processos fisiolégicos em plantas, inclusive
resposta de defesa. A atividade dessa enzima varia com o tipo de tecido e estadio de
desenvolvimento da planta, sendo sua atividade inversamente proporcional ao
crescimento do individuo. Esse sistema enziméatico tem sido usado como modelo para
estudar o controle hormonal e os processos de crescimento nas plantas (Denna e
Alexander, 1975). Pode também estar relacionada a peroxidacdo de lipidios e, assim
como as fosfatases acidas, ao processo de envelhecimento (Wilson e Mc Donald Jr, 1986;
Vieira e Carvalho, 1994).
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Danos celulares causados pela peroxidagcéo de lipidios podem ser reduzidos ou
prevenidos por mecanismos protetores, entre 0s quais podem-se citar 0os provenientes
das acdes de enzimas removedoras de radicais livres e de perdxidos, como a superoxido
dismutase, a catalase e a peroxidase (Basavarajappa et al., 1991; Sung e Jeng, 1994;
Bailly et al., 1996; Brandao Junior et al., 1999; Vieira, 1996).

As polifenoloxidases sdo enzimas que catalisam a oxidacdo de diidrofenois
produzindo importantes compostos ligados a defesa das plantas, que podem ser
utilizados posteriormente para reacdes de sintese de compostos fendlicos como a lignina
e fitoalexinas, importantes na reducédo na severidade de doencas (Inoue et al., 2010).
Segundo Zawistowski et al. (1991), a polifenoloxidase esta presente na membrana
plasmatica das sementes e com a desestruturacdo dessas membranas a enzima entra em
contato com os compostos fendlicos catalisando a sua oxidacdo e reduzindo o seu
conteudo nas sementes.

A incapacidade de os tecidos das sementes sensiveis a dessecacdo efetuarem
adequada protecdo contra eventos oxidativos, consequentes do metabolismo
desorganizado existente durante a desidratacdo e 0 armazenamento, pode ser
considerada como uma das principais causas da sensibilidade a dessecagcdo e da
reduzida longevidade (Leprince et al., 1993). Dessa forma, o balanco entre geracao e
remocédo de radicais, durante a secagem e o armazenamento das sementes, relaciona-se
com a longevidade das mesmas.

Substéancias inibidoras, de diferentes categorias quimicas, podem ser encontradas
em sementes de varias espécies, interferindo no processo germinativo. Bewley e Black
(1994) relacionaram diversas espécies que apresentam compostos inibidores localizados
em diferentes estruturas da semente. Dentre estas substancias, destacam-se os fenaois.

Maciel et al. (1992), trabalhando com sementes florestais, concluiram que a
inibicdo promovida pelos fenois é variavel de acordo com sua localizagdo na semente.
Henderson e Nitsch (1962) mostraram que estes constituintes podem atuar como
ativadores ou como inibidores do sistema enzimatico, favorecendo ou néo a atividade de
auxina, influenciando, consequentemente, o crescimento da plantula. Nessa mesma linha,
Zenk e Muller (1963), avaliando a agdo de véarios compostos fendlicos sobre o sistema
enzimatico AlA-oxidase, constataram efeitos sinergisticos com os acidos clorogénico,
caféico, diidrocafeico e sinapico, os quais atuaram para a manutencéo do nivel endégeno
de auxina. Também Einhelling et al. (1982) demonstraram efeitos sinergisticos de fendis

no alongamento da raiz, crescimento de plantulas e germinacéo de sementes.
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Segundo Carvalho e Nakagawa (2000), existem tegumentos que Sao
impermeaveis ao oxigénio, sendo que a restricdo a entrada deste gas no interior da
semente, de acordo com Edwards (1973), € controlada basicamente pela presenca de
compostos fendlicos na casca. Varios compostos fenolicos podem atuar como inibidores
do alongamento celular, ou consumir oxigénio durante o processo de oxidacéao,
restringindo a quantidade de oxigénio que chega ao embrido (Bewley e Black, 1994).

Assim, torna-se evidente a necessidade de aprofundamento nos conhecimentos
relacionados aos mecanismos envolvidos na perda da viabilidade das sementes de ipé-
branco. Dessa forma, a presente pesquisa foi realizada com o objetivo de identificar os
efeitos do armazenamento sobre a viabilidade e o vigor das sementes de Tabebuia

roseoalba (Ridl.) Sandwith.

2. Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Fotomorfogenese de Plantas, no
departamento de Botanica da Universidade Estadual Paulista em Rio Claro — SP. As
sementes de ipé-branco (Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith) foram coletadas no
periodo de abertura dos frutos nos meses de setembro e outubro em arvores localizadas
no Campus da UNESP de Rio Claro. Foram utilizadas sementes recém colhidas e
sementes armazenadas até 24 meses, em caixas plasticas hermeticamente fechadas, a
5°C mantidas em uma incubadora para BOD de acordo com Borba Filho e Perez (2009).
retirando a cada 6 meses lotes para 0s experimentos durante um periodo de dois anos.

Na ocasido do armazenamento, o teor de agua das sementes foi de 10%,
determinado pela secagem das sementes em estufa a 105+ 3° C por 24 horas, de acordo
com Brasil (2009).

Lipideos — As sementes foram moidas em moinho de facas e posteriormente moidas
com o auxilio de pistilo e almofariz, em solucdo de cloroférmio-metanol-agua destilada
(1:2:1 v:v), de acordo com o método de Bligh e Dyer (1959). O conteudo de lipidios totais

foi determinado por método gravimétrico. Utilizou-se 4 repeticbes de 1g de sementes.

Proteinas — As sementes dos diferentes periodos de armazenamento foram maceradas,
com o auxilio de pistilo e almofariz, em 25 mL de tampéao fosfato 0,2M e pH 7,0 e

centrifugadas a 5.000 rpm durante 30 minutos. O sobrenadante foi, entdo, coletado e



39

guantificado. A quantificacdo das proteinas foi feita pelo método de Bradford (1976),
utilizando o reagente Comassie Blue G-250. As leituras foram feitas em espectrofotdmetro
a 595nm e comparadas com a curva de referéncia obtida com concentragdes conhecidas

de soro-albumina bovina - BSA. Foram utilizados 3 repeticdes com duplicatas.

Enzimas — A extracdo das peroxidases, catalase e polifenoloxidases foi feita conforme
Lee (1971). Sementes proveniente dos diferentes tempos de armazenamento foram
deixadas para embeber durante 12 horas e moidas em moinho de facas e posteriormente
maceradas com o auxilio de pistilo e almofariz em tampéao fosfato de sédio 100mM, pH
7,0 contendo 10mg de polivinilpolipirrolidona, sempre na presenca de gelo. O
homogeneizado foi centrifugado a 5.000 rpm a 5°C durante 30 minutos. Foram utilizadas

3 repeticdes de 1g.

Peroxidase - A atividade peroxidasica foi determinada utilizando-se como doador de H* o
guaiacol 13mM em tampéo fosfato de sédio 50mM, pH 6,0 e peréxido de hidrogénio 5mM.
A reacao foi iniciada com a adicdo do extrato enzimatico contendo 1mg de proteina e
incubada a 37°C. A leitura foi realizada a 470nm (Lee, 1971). Foram utilizados 3

repeticdes com duplicatas.

Catalase - A atividade catalasica foi realizada conforme Goldblith e Proctor (1950). Os
extratos enzimaticos foram incubados com peroxido de hidrogénio 0,01N em tampéo
fosfato 50mM, pH 6,8 a 25°C. A reacao foi paralisada com acido sulftrico, adicionado
permanganato de potassio (KMnO,) na concentragdo final de 0,005N e a leitura foi

realizada a 515nm. Foram utilizados 3 repeticdes com duplicatas.

Polifeniloxidase - A atividade polifenoloxidasica foi determinada segundo Campos et al.
(2004). Em tubo gelado, foram colocados 3,6 mL de tampéo fosfato 50mM, pH 6,0, 1mL
do extrato enzimatico, 0,1 mL de catecol 0,1 M, e a mistura foi agitada por 15 segundos e
logo em seguida incubadas a 30°C por 30 minutos. Apés este periodo os tubos foram
transferidos para um banho de gelo. A mistura foi adicionado 0,2 mL de acido perclorico a
1,4% e apoOs agitacdo a mistura foi deixada em repouso por 10 minutos. Apds a leitura foi
efetuada imediatamente a 395nm. Foram utilizados 3 repeticbes com duplicatas.
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Compostos Fendlicos — As sementes foram moidas em moinho de facas, e
posteriormente maceradas com o auxilio de pistilo e almofariz em uma solucao de
acetona (80%). O extrato foi centrifugado a 5.000 rpm por 30 min e diluido na proporcao
de 1:10. Utilizou-se 4 repeticbes de 1g de sementes. A metodologia utilizada para
determinacao de compostos fendlicos totais foi adaptada de Swain e Hillis (1959), em que
para cada tubo de ensaio foram pipetados 250uL da amostra, adicionados 4mL de agua
destilada deionizada e e 250uL do reagente Folin-Ciocalteau (0,25N), foram agitados e
mantidos por 3 minutos para reagir. Apos adicionou-se 500uL de carbonato de sodio (1N),
gue novamente foram agitados com vortex e deixados em repouso durante 15 minutos em
um banho de agua a 50°C. O espectrofotdmetro foi zerado com o controle (branco) e
foram feitas as leituras da absorbancia no comprimento de onda de 760nm. Foram

utilizados 3 repeticbes com duplicatas.

Teste de tetrazdlio — As sementes foram pré-condicionadas em imersdo em agua por 12
horas, a 25°C. Decorrido este periodo, retirou-se as alas das sementes e os embrides
foram colocados em frascos de vidro de cor ambar, sendo totalmente submersos em
solucdo de cloreto de 2, 3, 5 trifenil tetrazélio (pH 6,5) nas concentracbes de 0,05% e
0,1% e mantidos no escuro a 36°C por 24 horas. Foram utilizadas quatro repeticdes de 25
sementes para cada tratamento, seguindo a metodologia de Oliveira et al. (2005). Apos o
desenvolvimento da coloracdo, os embrides foram lavados em agua corrente e deixados
submersos em agua até o momento da avaliacdo. Os embrides submetidos ao teste de
tetrazolio foram separados no sentido longitudinal, abrangendo os cotilédones e o eixo
embrionario.

As duas metades foram individualmente examinadas e, de acordo com a
extensdo, intensidade dos tons avermelhados, presenca de areas brancas leitosas,
aspecto dos tecidos e localizacao destas colorac6es em relacdo as areas essenciais ao
crescimento, os embrides foram individualmente colocados em categorias de viaveis e

inviaveis, de acordo com padrdes publicados por ISTA (2007).

Germinacdo — O teste de germinacdo foi realizado, de acordo com Stockman et al.
(2007), em camara de germinagdo a 30°C, sob luz branca constante. Foram utilizadas
guatro repeticdes de 25 sementes para cada lote. As sementes foram colocadas para
germinar em caixas gerbox com papel germtest e umedecidos com agua destilada. A
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avaliagéo do teste de germinagéo foi realizada diariamente a partir do 2° dia até o 15° dia

apos a montagem do teste, em porcentagem de germinacao.

Comprimento de plantulas — As sementes foram colocadas para germinar em caixas
gerbox com papel germtest e umedecidos com agua destilada, permanecendo em camara
de germinagéo a 30°C, sob luz branca constante até o0 momento das avaliagbes, que se
realizaram aos 30 dias apdés a semeadura. Foram utilizadas quatro repeticbes de 25
sementes para cada lote. Avaliou-se, com auxilio de um paquimetro, o comprimento da
parte aérea e o sistema radicular (através da avaliacao da raiz primaria). O resultado foi
expresso como média das plantulas observadas em cada tratamento e submetidas a

analise de variancia.

Peso seco de plantulas — Apos a verificagdo do comprimento de plantulas, as mesmas
foram acondicionada em sacos de papel e levadas a estufa com circulacéo forcada de ar,
regulada a temperatura de 50°C, até atingir peso constante.

ApOs atingir peso constante, as plantulas foram pesadas em balanca analitica e

submetidas a analise de variancia.

Emergéncia em viveiro — A semeadura foi conduzida em bandejas contendo terra e
areia (2:1 v:v), com irrigacao diaria. Foram utilizadas quatro repeticbes de 25 sementes
para cada lote. As avaliacdes foram feitas diariamente, até o 15° dia apds a semeadura,
considerando normais as plantulas que apresentavam a parte aérea e raiz em perfeito
desenvolvimento.

Foram avaliados os tempos de armazenamento a cada 6 meses por um periodo
de 24 meses e a testemunha (recém colhidas), totalizando 5 tratamentos, sendo cada um
com 4 repeticdes. Os dados obtidos nos testes de tetrazélio, germinacdo, emergéncia,
comprimento de plantulas e peso seco foram submetidos ao teste de Kolmogorov-
Smirnov, os dados que apresentaram normalidade, realizou-se a ANOVA e as equacgdes
de regressao linear foram obtidos conforme Levine et al. (2008).

Além disso, os dados foram submetidos a analise de correlacéo, calculando-se o
coeficiente de correlagdo Pearson (r) e testando a sua significancia com o teste t (Zar
1996). Com o estudo da correlacéo, foram selecionadas as variaveis que apresentaram

correlagdes significativas, a 5% de probabilidade.
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indice de velocidade de germinacéo (IVG) - calculado pelo somatério do nimero de
sementes germinadas a cada dia, dividido pelo nimero de dias decorridos entre a
semeadura e a germinacdo, de acordo com a féormula de Maguire (1962) citada por
Nakagawa (1994):

IVG = G1/ N1 + G2/ N2 +... + Gn /Nn; onde

IVG = indice de velocidade de germinacéao;

G1, G2, Gn = numero de sementes germinadas computadas na primeira
contagem, na segunda contagem e na ultima contagem.

N1, N2, Nn = numero de dias de semeadura a primeira, segunda e Ultima

contagem.

Os dados foram submetidos a analise da variancia e, quando significativo,
aplicaram-se regresséo polinomial para as doses e comparacao de medias, pelo teste de
Tukey (P<0,05), de todos os tratamentos, através do programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2008).

3. Resultados e Discusséao

As sementes recém-colhidas de T. roseoalba apresentam 98,75% germinacédo e
no final dos dois anos de armazenamento a germinagao caiu para 52% (Figura 1A) e, ao
mesmo tempo, o indice de velocidade de germinacdo (IVG) diminuiu 6,7 para 3,9 (Tabela
1) com diferencas significativas em ambos os parametros que indicam claramente a
diminuicdo do vigor dessas sementes. Comparando-se o0s testes realizados em
laboratorio e em casa de vegetacao, a analise da variancia detectou diferenca entre as
porcentagens, com acentuada queda na emergéncia de sementes armazenadas apos 12
meses. Durante os meses de armazenamento, porém, para a germinacdo e todos 0s
outros fatores avaliados houve diferenca apos 6 meses de armazenamento. As sementes
recém-colhidas tiveram em todos os fatores avaliados, maior desempenho em relacdo as
sementes submetidas ao armazenamento, o que permite inferir que o periodo entre a
colheita e a semeadura, exerce influéncia na porcentagem, indice de velocidade de
germinacao, comprimento de plantulas e peso seco das plantulas e principalmente na
emergéncia em viveiro, que apresentou queda maior ao longo de 24 meses de

armazenamento (14,5%) (Figura 1C e Figura 2). Esses resultados coincidem com o teste
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de tetrazolio, pois este indicou reducéo na porcentagem de semente viaveis a partir de 6

meses de armazenamento.
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Figura 1. Resultados dos testes de porcentagem de germinagcao; comprimento da raiz e
parte aérea das plantulas (B) e peso seco de raiz e parte aérea de plantulas (C) apés 30
dias de germinacdo de sementes de ipé-branco (Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith),
submetidas ao armazenamento. (G — germinacéo; E — emergéncia; CR — comprimento da

raiz; CA — comprimento da parte aérea; PR — peso raiz; PA — peso da parte aérea).
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A andlise de variancia das variaveis: germinacdo, indice de velocidade de
germinacdo, emergéncia de plantula em viveiro, peso seco e comprimento de raiz e parte
aérea de plantulas, mostraram diferenca significativa para os periodos de armazenamento
a 0,1% de probabilidade pelo teste F (Tabela 1).

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia para a porcentagem de germinacdo de
sementes (G), emergéncia em viveiro (E) e comprimento de raiz (CR), comprimento de
parte aérea (CA), peso seco de raiz primaria (PR) e peso seco da parte aérea (PA) de

plantulas de de ipé-branco aos 30 dias em diferentes periodos de armazenamento.

FV GL Quadrados Médios
G E CR CA PR PA
Armazenamento 4 826,30* 3575,7* 21,02* 2,70* 0,00217* 0,0025*
Erro 15 19,60 12,13 2,277 0,35 0,0002 0,0001
Total 19
CV (%) 5,69 6,88 36,51 28,6 3,66 2,85
2

* Significativo, a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de F.

Figura 2. Aspecto das plantulas de ipé-branco (Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith)
apos 30 dias de germinacéo, recém colhidas (A) e submetidas ao armazenamento de 12
(B) e 24 (C) meses.
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As sementes dos lotes de ipé-branco com 0, 6, 12, 18 e 24 meses estavam todas
com valores de teor de agua proximas a 10%, na ocasido da realizacdo dos testes, nao
sendo observadas diferencas estatisticas entre eles.

Na avaliagéo do teste de tetrazodlio foram encontradas 6 categorias de sementes

viaveis e inviaveis, sendo as viaveis encontradas apenas nas categorias de 1 a 3 (Figura

3).

1 2 3 4 5 6
Figura 3. Categorias de coloracdes de sementes de ipé-branco encontradas no teste de
tetrazolio: Viaveis: 1 - embrido com colora¢do rosa ou mais escura e tecidos com aspecto
normal e firme; 2 — embribes com coloragéao rosa mais clara e tecidos firmes (eixo intacto);
3 - menos de 50% dos cotilédones descoloridos ndo afetando a regido do eixo
embrionario; Inviaveis: 4 - mais de 50% dos cotilédones descoloridos ou com coloragéo

preta, afetando ou ndo do eixo embrionario; 5 - embrido com coloracdo preta e 6 -

embrido completamente descolorido, com os tecidos flacidos.

A concentracdo de 0,1% possibilitou a diferenciacdo dos lotes de ipé-branco,
correspondendo aos resultados obtidos no teste de germinacdo (Tabela 2), além de
facilitar a andlise visual por ter uma coloragcdo mais nitida dos embrides. A escolha da
metodologia adequada para o emprego do teste de tetrazélio deve basear-se na facilidade
para a diferenciagéo de tecidos viaveis e inviaveis e na capacidade de diferenciar lotes de

gualidades fisiologicas distintas (Oliveira, et al., 2004).

Tabela 2 - Porcentagens de sementes viaveis no teste de tetrazolio em ipé-branco

(Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith), para as diferentes concentracdes e tempo de

armazenamento.

Concentracao Armazenamento (meses)

de tetrazdliio 0 6 12 18 24
0,05% 98,75 Aa 77,50 Ab 62,50 Abc 43,75 Bc 41,50 Bc
0,1% 88,75 Aa 76,25 Aab 63,75 Aab 65,00 Ab 68,75 Ab

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula nas colunas e minascula nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
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Vérias concentracdes da solucéo de tetrazélio podem ser utilizadas na conducéo
do teste, dependendo da espécie avaliada, do método de preparo das sementes e da
permeabilidade do tegumento, sendo que, para sementes de espécies florestais, essas
concentragdes variam de 0,05% a 1% (Marcos Filho et al., 1987).

Entretanto, as menores concentracdes sao mais indicadas por apresentarem
menor custo com o0 reagente quimico e por possibilitarem melhor visualizacdo dos
disturbios de coloracdo e identificagdo de diferentes tipos de injurias (Franca Neto et al.,
1998). O teste de tetrazdlio utilizando a concentracdo de 0,1% pode ser usado na
avaliacdo da qualidade fisiolégica de sementes de ipé-branco durante o armazenamento,
onde os maiores tempos de armazenamento resultaram em menor colora¢cado do embrido.

Os resultados dos testes de tetrazdlio e de germinacdo geralmente coincidem,
porém, esses resultados podem apresentar discrepancias consideraveis, isto porque, no
teste de tetrazolio, somente o embrido é avaliado, ndo considerando a influéncia das
estruturas externas das sementes nos resultados do teste de germinacdo, devido a
possiveis infestagcbes com patdogenos no lote. Dessa forma, nem todas as anormalidades
encontradas nas plantulas podem ser observadas nos embrides e, como consequéncia, 0
teste de tetrazolio pode apresentar resultados maiores que o do teste de germinacgéo e
emergéncia (CATIE, 2000).

As correlagbes lineares entre 0o armazenamento e as variaveis analisadas,
demonstram que todas as variaveis foram significativas, negativas e altas. Quando se
relaciona as variaveis com o tempo de armazenamento, a correlagdo foi significativa,
porém negativa, inferindo que o aumento no tempo do armazenamento é desfavoravel a

todas as variaveis (Tabela 3).
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Tabela 3. Matriz de coeficientes de correlagbes de Pearson das variaveis: porcentagem
de germinacdo (G), indice de velocidade de germinacdo (IVG), porcentagem de
emergéncia (E), porcentagem de sementes viaveis pelo teste de tetrazdlio (Tv), peso seco
da raiz de plantulas (PR), peso seco da parte aérea de plantulas (PA), comprimento da

raiz das plantulas (CR) e comprimento da parte aéreas das plantulas (CP)

PR PA CR CP

Armaz. G VG E Tz ) @) (cm) (cm)
Armazenamento 1,00 -0,95* -0,94* -0,98*  -057* -0,91* -0,91* -0,91* -0,91*
% Germ 1,00 094 093  0,46* 0,84* 0,84* 0,83* 0,84*
IVG 1,00 093 040™° 0,76* 0,76* 0,77+ 0,76*
% Emerg 1,00  0,58* 0,87+ 0,89+ 0,87+ 0,89*
Tetrazolio (%viaveis) 1,00 0,62* 0,71* 0,67+ 0,71*
Peso Raiz(g) 1,00 0,93* 0,99* 0,93*
Peso Aérea (g) 1,00 0,94+ 1,00*

C Raiz (cm) 1,00  0,94*

C Aérea (cm) 1,00

Significativo a 5% de probabilidade pelo teste . *NS nao significante

As sementes de ipé-branco possuem em sua composicao altos teores de lipideos
(63%), sao, portanto classificadas como oleaginosas. Durante o armazenamento, 0S
teores de lipideos foram reduzidos. Nos primeiros 6 meses houve pouca variagdo sendo
uma queda de aproximadamente 9%, seguida de reducdo brusca apés 1 ano, sendo
reduzidos a apenas 23% (Figura 3A).

Reducao progressiva no teor de lipidios também foi encontrado em sementes de
Melanoxylon brauna com o aumento da deterioracdo de sementes armazenadas e
inferere que o aumento da peroxidacao de lipidios, mediado por radicais livres e peréxidos
€ uma das provaveis razbes para a perda da viabilidade de sementes durante o
armazenamento. (Corte et al., 2010).

Os teores de proteinas nas sementes de ipé-branco séo baixos e verifica-se que

as proteinas tiveram queda ao longo de todo o periodo de armazenamento (Figura 3B).
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Figura 3. Teor de lipideos (A) e proteinas (B) nos diferentes tempos de armazenamento

de sementes de ipé-branco (Tabebuia roseoalba (Ridl). Sandwith).

Eichelberger et al. (2002) também obtiveram degradacao de proteinas durante o
armazenamento de sementes de azévem (Lolium multiflorum), sugerindo que o consumo
de proteinas liberou aminoacidos para o consumo das atividades metabdlicas e da
respiracdo das sementes.

A maior atividade da peroxidase nas sementes pode contribuir para a preservacao
da sua qualidade fisiolégica, mas no entanto, quanto maior o periodo de armazenamento
das sementes de ipé-branco, menor a atividade da peroxidase, sugerindo que as

sementes estdo possivelmente no processo deteriorizacao (Figura 4A). Um decréscimo
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de protecdo enzimética contra o ataque oxidativo também foi associado a perda de
viabilidade em sementes durante a secagem (Hendry et al., 1992).

Leprince et al. (1990) e Leprince (1992) verificaram redugdo da atividade da
enzima peroxidase em raizes de milho intolerantes a dessecacao. Hendry et al. (1992) e
Finch-Savage et al. (1993), verificaram um aumento de radicais livres e uma diminuigédo
das atividades de enzimas removedoras desses radicais durante a desidratagéo dos eixos
embrionarios de sementes de Quercus rubur, que sdo sensiveis a dessecacao.

O declinio na atividade da peroxidase, também foi observado em Copaifera
langsdorffii (Desai et al.,1997). Em sementes n&o viaveis, ocorre a reducdo da atividade
de enzimas como acitocromo oxidase, malato e alcool desidrogenase, desidrogenase
succinica e glutamica e catalase, que podem contribuir significativamente para a reducao
da atividade respiratoria (Desai et al.,1997).

De modo contrario, a producdo de enzimas respiratorias € um indicador de que o
embrido estd viavel. Nesse sentido, a auséncia de mecanismos que tornem essas
sementes capazes de corrigir tais deficiéncias, durante o desenvolvimento ou
armazenamento, pode estar associada a perda da viabilidade da semente.

A catalase apresentou decréscimos significativos durante o armazenamento
(Figura 4B). A atividade foi alta no tempo zero, com decréscimos significativos apos 6
meses. A estabilizagédo da atividade da enzima a partir de 12 meses de armazenamento
coincidiu com o teor de lipidios, que estabilizou o seu decréscimo a partir desse periodo.
Esses resultados corroboram os dados apresentados por Corte et al. (2010) onde a
atividade da catalase diminuiu e estabilizou no mesmo tempo da estabilizacdo dos
lipideos em sementes de Melanoxylon braina submetidas ao armazenamento.

O decréscimo da atividade da catalase durante o armazenamento, esta
relacionado a eliminagcdo de EROs formados durante o desenvolvimento da sementes
(Corte et al., 2010). Em sementes de Ginkgo biloba armazenadas a 4°C a atividade da
catalase manteve-se estavel no embrido e endosperma, reduzindo significativamente sua
atividade apenas aos 12 meses, ao passo que quando expostas a 25°C essa queda na
atividade foi antecipada para os 6 meses de armazenamento (Tommasi et al., 2006).
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Figura 4. Atividade da peroxidase (A) e da catalase (B) nos diferentes tempos de

armazenamento de sementes de ipé-branco (Tabebuia roseoalba (Ridl). Sandwith).

A atividade da enzima polifenoloxidase e o teor de fendis da sementes de T.
roseoalba elevaram-se com tempo de armazenamento (Figura 5). Moura et al. (1999)
estudando sementes de feijao cultivar ‘Carioca’ submetidas ao armazenamento obtiveram
um leve aumento nos seus contetdos de compostos fendlicos totais, sendo também
observado um maior escurecimento do tegumento em relacdo aos demais, apos o periodo

de armazenagem. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por laderoza et.
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al. (1989), que encontraram aos 3 meses de armazenamento, tanto a 7°C como a 25°C,

um aumento no teor de taninos condensados em 6 cultivares de feijao estudados.

A

Polifenoxidase (mg g'* MF)

y =0,0362x + 0,2831
R?=0,8969

0,2

0,0
0 6 12 18 24
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L o o Ly
> o %) o
w
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o
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y=0,0089x+0,6411
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0 6 12 18 24
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Figura 5. Atividade da polifenoloxidase (A) e o teor de fenodis (B) nos diferentes tempos

de armazenamento de sementes de ipé-branco (Tabebuia roseoalba (Ridl). Sandwith).

Constata-se uma forte influéncia significativa de todas as variaveis analisadas em
relacdo a germinacéo e ao tempo de armazenamento (Figura 6). Assim, podemos inferir
gue qualquer uma delas sdo um importante aspecto a ser considerado para o periodo de
armazenamento da espécie, porém a que mais retrata a perda de viabilidade das

sementes € o0 aumento do teor de compostos fenolicos (R = 0.83).
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Figura 8. Correlacéo linear entre as analises bioquimicas e a porcentagem de

germinacdo ao longo do periodo de armazenamento (A — lipidios; B — proteina; C —

peroxidase; D — catalase; E — polifenoloxidase; F — compostos fendlicos).
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4. Conclusodes

Durante o armazenamento das sementes de T. roseoalba ocorre queda no teor de
lipideos, proteinas, atividade da peroxidase e catalase e aumento de compostos fendlicos
e da atividade da polifenoloxidase e durante o armazenamento a porcentagem de
germinacao, comprimento e peso seco das plantulas reduziram e a germinacdo das
sementes em viveiro € bruscamente reduzida com o armazenamento das sementes no
periodo de 24 meses.

O teste de tetrazolio na concentracéo de 0,1% a 36°C durante 24 horas €é indicado
para avaliar a viabilidade das sementes de T. roseoalba.

As sementes de T. roseoalba podem ser classificadas como intermediarias pois
toleram a dessecacdo mas nao permanecem viaveis a longos periodos de
armazenamento. As sementes devem ser armazenadas e utilizadas até um 1 ano apos a

coleta.
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As sementes de ipé-branco quando sdo colhidas apresentam em geral, grande
umidade préximas a 20%, devendo ser desidratadas para o armazenamento.

Durante a extracédo de proteinas observou-se uma grande oxidac&o de fendis o que
foi controlado com a adicdo de polivinilpirrolodona, responsavel pela adsorcdo destes
compostos. Para a extracdo de proteinas e analises eletroforéticas, o tampao mais
eficiente para a extracdo de proteinas totais foi o Trisma base (50mM, NCI 500mM, EDTA
50mM, MgCI2 5mM, (pH 7,5)) e quando realizada a quente resulta em maior rendimento.
O tampao Trisma base foi o Unico que permitiu o aparecimento de bandas no gel de
eletroforese.

Durante a germinagdo, ocorreu um rapido consumo de amido, carboidratos
estruturais, lipideos e no periodo de armazenamento das sementes de ipé-branco ocorre
gueda brusca no teor de lipideos, proteinas, atividade da peroxidase e catalase e
aumento de fendis e atividade da polifenoloxidase, indicando a perda da viabilidade.

O teste de tetrazélio na concentracéo de 0,1% a 36°C durante 24 horas € indicado
para avaliar a viabilidade das sementes de ipé-branco e se correlacionou positivamente
com os dados de germinacao, IVG, comprimento de raiz e parte area das plantulas.

Avaliando-se o vigor das plantulas, quando sédo proveniente de sementes novas,
apresentam maior tamanho. NoO armazenamento a porcentagem de germinacao,
comprimento e peso seco das plantulas é reduzida o que influencia negativamente no
desenvolvimento da plantula. A germinacdo das sementes em viveiro € bruscamente
reduzida com o armazenamento das sementes no periodo de 24 meses.

De acordo com os resultados obtidos as sementes de T. roseoalba podem ser
classificadas como intermediarias e permanecem viaveis por um periodo de 1 ano sob

armazenamento a temperatura de 5°C.
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