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RESUMO

Marcadores fisioldgicos e bioquimicos da qualidade de sementes de Ricinus
communis L. submetidas a diferentes condi¢cbes de armazenamento.

A mamona (Ricinus communis L.) apresenta um grande destaque na agricultura
brasileira, devido a suas diversas aplicabilidades na industria, sendo uma alternativa
na geracdo de emprego e renda para o agricultor familiar da regido semiarida do
nordeste brasileiro. No armazenamento, a qualidade inicial das sementes e
condigcbes do ambiente influencia no processo de deterioracdo. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi investigar o efeito de diferentes condi¢cdes de temperatura
(T) e umidade relativa (UR) durante doze meses de armazenamento nas
caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas de sementes de Ricinus communis L..
Foram utilizadas sementes dos cultivares Nordestina e Paraguacu, armazenadas em
qguatro condicfes diferentes: (1) com a umidade relativa e a temperatura controlada
— URTC; (2) com o controle da umidade relativa — URC; (3) com o controle da
temperatura — TC; (4) com umidade relativa e temperatura do ambiente de
laboratério — URTAL. Os ensaios fisiolégicos (germinacéo e teor de umidade) foram
realizados mensalmente e para avaliar a viabilidade das sementes foi realizado o
teste de tetrazdlio a cada trés meses. A atividade de enzimas antioxidantes
(superdxido dismutase - SOD, catalase - CAT e ascorbato peroxidase - APX) foram
determinadas nas amostras a cada trés meses. A umidade das sementes de
Nordestina e Paraguacu se mantiveram entre 3 a 7%, entretanto, o cultivar
Nordestina apresentou melhores caracteristicas fisiologicas, tendo germinacao final
maxima — GFM (86 - 100%), menor tempo para alcancar 50% de germinacao - T50
(31 - 40 horas), melhor uniformidade durante a germinagéao - U8416 (3 — 16 horas),
maior area abaixo da curva — AAC (51 - 69). A maior porcentagem de plantulas
normais (56 - 96%), que apresentaram comprimento variando entre 42 a 80 mm, e
massa seca entre 0,42 a 0,82g também foi do cultivar Nordestina. As sementes de
Paraguacu obtiveram GFM entre 27 a 83%, T50 entre 48 a 64 horas, foram mais
desuniformes (17,8 — 36 horas), com menor AAC (9,62 — 39). As plantulas de
Paraguacu apresentaram maior variacdo no tamanho, na massa seca de plantulas
normais que variou de 0,12 a 0,52g. As sementes de ambos os cultivares
apresentaram diferenca significativa quanto atividade da SOD ao comparar as
diferentes condicbes em que foram mantidas, com excecéo das sementes do cultivar
Nordestina mantidas na condi¢cdo TC. Houve diferenca significativa na atividade da
CAT das sementes mantidas na condicdo URC do cultivar Nordestina e nas
condicbes TC e URTAL das sementes de Paraguacu. A atividade da APX diferiu
significativamente entre as sementes de Nordestina armazenadas em todas as
condicBes e nas condicdes TC e URTAL para o cultivar Paraguacu. Conclui-se que a
UR e a T séo fatores determinantes para o armazenamento adequado e que as
sementes mantidas nas condicdbes sem controle de UR apresentam reducgéo
significativa na qualidade, sofrendo grandes influéncias do ambiente de
armazenamento. Estes resultados poderao ser utilizados para o desenvolvimento de
protocolo de armazenamento de baixo custo e util para agricultura familiar que
mantém a tradi¢cdo no cultivo desta oleaginosa no semiarido brasileiro.

Palavras chave: Enzimas antioxidantes. Germinabilidade. Mamona. Vigor de
sementes.



ABSTRACT

Physiological and biochemical quality markers of Ricinus communis L. seeds
under different storage conditions.

Castor bean (Ricinus communis L.) presents a major highlight in Brazilian agriculture
because of its diverse applicability in the industry as an alternative to generate
employment and income for family farmers in the semiarid region of Northeastern
Brazil. The initial seed quality and environmental conditions influence the
deterioration process during storage. In this context, the aim of this study was to
investigate the effect of different relative humidity (RH) and temperature (T)
conditions applied over twelve months of storage storage on the physiological and
biochemical characteristics of R. communis seeds. Seeds of two cultivars
(Nordestina and Paraguacu) were stored in four different conditions: (1) controlled
relative humidity and temperature — CRHT; (2) controlled relative humidity — CRH; (3)
controlled temperature — CT; (4) relative humidity and temperature laboratory
environment — RHTLE. Physiological tests (evaluation of germination and moisture
content) were performed every month. Seed viability (tetrazolium test) and
antioxidant enzyme activities (superoxide dismutase - SOD, catalase - CAT and
ascorbate peroxidase - APX) were determined in the samples collected every three
months. The humidity of Nordestina and Paraguacu seeds remained between 5-7%
throughout the period of storage, however, Nordestina seeds showed better
physiological characteristics, with maximum percentage of germination (Gnax) varying
from 86 to 100%, time to reach 50% germination (Tsp) varying from 31 to 40 hours,
uniformity of germination (U8416) varying from 3 to 16 hours and area under the
curve —(AUC) varying from 51 to 69). Seeds of the cultivate Nordestina showed the
highest percentage of normal seedlings (56-96%), which had length between 42 and
80 mm and dry weight between 0.42 to 0.82g. The seeds of the cultivate Paraguacu
obtained Gnax between 27 and 83%, Tso between 48 and 64 hours, uniformity varying
from 17,8 to 36 hours, and lower AUC values varying from 9.62 to 39. Seedlings of
cultivate Paraguacu showed greater variation in size and, the dry weight of normal
seedlings ranged from 0.12 to 0.52g. The seeds of both cultivars showed significant
differences in SOD activity, except for the CT condition in the cultivar Nodestina. CAT
activity of Nordestina seeds showed significant differences only for the CRH
condition. CAT activity of Paraguagu seeds, however, showed significant differences
in CT and RHTLE. APX activity in Nordestina seeds showed significant difference in
all storage conditions and activity in Paraguacu seeds was only significant for CT
and RHTLE conditions. It is concluded that RH and T are determining factors for the
proper storage and that the seeds kept in conditions without controlled humidity
showed a significant reduction in the quality. From these results, we intend to
develop a low-cost storage protocol for proper storage conditions for family farming
and its tradition in the cultivation of this oilseed in the Brazilian semiarid.

Keywords: Antioxidant enzymes. Germinability. Castor bean. Seed vigor.
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armazenadas em diferentes condigcbes (umidade
relativa e temperatura controla - URTC; umidade
relativa controlada - URC; temperatura controlada -
TC e umidade relativa e temperatura do ambiente
de laboratério — URTAL), no periodo de marco de
2014 a marco de 2015 no LBBB/ICS/UFBA. (A)
Nordestina e (B) Paraguacu.
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INTRODUCAO GERAL

Ricinus communis L. (Euphorbiaceae), comumente chamada de mamona, é
uma planta de origem Africana frequentemente encontrada em todos o0s
continentes (ALBUQUERQUE et al., 2014). Os principais paises produtores de
mamona no mundo incluem a India, China, Brasil, Mocambique, Etidpia,
Paraguai e Tailandia (SINGH, 2015). No Brasil, a regido Nordeste é a principal
produtora de mamona, sendo responsavel por mais de 90% da producao
Nacional, com destaque para a Bahia, mais especificamente a microrregiao de
Irecé. Contudo, essa cultura pode ser cultivada em varias regides do pais,
encontrando-se plantios comerciais nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste
(AMORIM, 2005; SEVERINO et al.,2006; VASCONCELLOS, 2012).

Essa espécie vegetal € uma oleaginosa que apresenta-se como uma
alternativa de grande importancia econdmica e social ao semiarido nordestino,
principalmente devido as caracteristicas e possibilidades de uso do 6éleo
extraido de suas sementes e pelas suas caracteristicas de producéo,
relativamente bem, até em condicBes de baixa precipitacdo pluviométrica, além
de apresentar baixo custo, facil manejo e um bom mercado consumidor. Pode
ser consorciada com outras culturas, tornando-se assim uma excelente opcéo
para a agricultura familiar desta regifio (BELTRAO et al., 2003;
VASCONCELLOS, 2012).

O dleo extraido da mamona é a Unica fonte comercial de acido ricinoléico (12-
hidroxi-cis-9-octadecendico) (SOUZA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2015). Este
acido graxo é bastante viscoso e possui maior estabilidade oxidativa do que
outros Oleos vegetais, sendo usado atualmente na composicdo de tintas,
vernizes, lubrificantes, plastico, protese e cosmético (BALDONI et al., 2011,
ALBUQUERQUE et al., 2014; BRANDON et al., 2015), com particular interesse
da industria oleoquimica (BAFOR et al., 1991).

Apés a extracdo do 6leo de mamona, o restante do material (torta) poderia ser
processado e ser usado como racdo animal e, assim, agregar valor comercial a
mamona. Contudo o seu uso como alimento animal ndo tem sido possivel

devido a presenca de elementos toxicos e alergénicos na sua composicao e a
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falta de tecnologia economicamente viavel em nivel industrial para seu
processamento. A utilizagdo da torta é limitada pela alta concentracdo de ricina,
proteina toxica, que faz parte de uma ampla familia de enzimas conhecidas
como Proteinas Inibidoras de Ribossomos (RIP) que, impossibilita a sintese
proteica, levando a morte celular. Essa proteina € uma das toxinas naturais
mais potentes que existem, podendo ser considerada como uma arma
biolégica (LUBELLI et al, 2006; HOFFMAN et al., 2007; CANGEMI et al., 2010;
BALDONI et al., 2011; BRANDON et al., 2015; SINGH, 2015).

As sementes de mamona € o principal insumo para a extracdo de 6leo de
ricino, e este possui varias aplicacbes, saber como melhor armazenar as
sementes €& a principal preocupacdo principalmente para 0s pequenos
agricultores. O armazenamento tem por objetivo principal conservar as
sementes, preservando a qualidade fisioldgica, fisica e sanitaria. A manutencéo
da qualidade das sementes no decorrer do tempo depende diretamente da
longevidade inerente a espécie, da qualidade inicial do lote e do ambiente de
armazenamento (FIGUEIREDO, 2006).

A qualidade da semente é geralmente determinada pela genética e fatores
fisiologicos, mas o tempo de colheita, processo de manipulacdo e
armazenamento das sementes também deve ser considerado. Fatores como
teor de umidade, danos mecanicos, pesticidas, embalagens, envelhecimento,
temperatura e umidade relativa sdo responsaveis pelo declinio da qualidade de
sementes durante o0 armazenamento. Condicdes adequadas de
armazenamento sdo importantes, para garantir a qualidade da semente quanto
aos aspectos fisicos, fisiolégicos e sanitarios. Um bom armazenamento
permitira manter a qualidade e a viabilidade da semente por um maior periodo
de tempo (SINGH et al., 2015).

Os principais fatores que influenciam no armazenamento de sementes € a
umidade e a temperatura, portanto, para um melhor armazenamento é
necessario um local fresco e seco, evitando-se flutuagbes de temperatura e
umidade. Principalmente quando se trata do armazenamento de sementes
oleaginosas, pois apresentam altos teores de lipideos, sendo mais susceptiveis

a deterioragéo dificultando assim o armazenamento (TRZECIAK, 2012).
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A peroxidacao de lipideos pode ser a causa mais frequente de deterioracéo e
perda da viabilidade das sementes, uma vez que € um fator que leva a reducao
no teor de lipideos em sementes oleaginosas ao longo do armazenamento. No
processo de deterioracdo da semente, ocorre aumento na peroxidacdo de
lipideos, danos a membrana celular e consequentemente a geracdo de
subprodutos toxicos. Acontecem também, alteragcbes enzimaticas, como
degradacéo e inativacdo de enzimas (VIDIGAL et al., 2009; SHARMA et al,
2012; ABREU et al., 2013).

Todos os organismos aerobicos produzem espécies reativas de oxigénio ERO,
a formacdo desses compostos é determinada pela perda ou ganho de um
elétron, ficando com um elétron desemparelhado, a formacdo ERO ocorre
durante processos oxidativo biologicos (Ribeiro et al., 2005; GILL & TUJETA,
2010). A protecdo contra as espécies reativas de oxigénio (ERO) envolve
mecanismo de agdo enzimatica e ndo enzimatica (RIBEIRO et al., 2005).
Espécies reativas de oxigénio podem causar danos oxidativo aos lipidios,
proteinas e material genético (COSTA & HUANG, 2007).

As enzimas desempenham um papel importante durante o armazenamento de
sementes, e alteracfes na sua atividade podem indicar perda de qualidade.
Todas as sementes passam por processo de envelhecimento durante o
armazenamento em longo prazo. No entanto, a taxa de deterioracao varia de
acordo com o tipo de espécie, condicbes atmosféricas, disponibilidade de
oxigénio (SHABAN, 2013).

S&do varias as enzimas que atuam durante a presenca de estresse oxidativo,
existem trés enzimas em especial, que sdo muito estudadas durante o estresse
oxidativo, a primeira enzima a ser ativada devido a presenca de radical
superoxido (O2°7) no ambiente é a superéxido dismutase (SOD). E ela faz parte
do mecanismo de defesa inicial, sendo responsavel por dismutar o radical
superéxido em peréxido de hidrogénio (H20,). O perdxido de hidrogénio pode
ser convertido em agua (H,O) e oxigénio pelas enzimas catalase (CAT) e pela
ascorbato peroxidase (APX) (GILL & TUJETA, 2010).

Para o armazenamento de sementes em longo prazo é importante controlar a

temperatura e a umidade, baixa temperatura e baixa umidade é ideal para o
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armazenamento. O teor de agua é determinante para garantir a longevidade da
semente, pois depende da umidade relativa do ambiente. Quanto maior a
umidade do ambiente maior a umidade das sementes, j& que, estas tendem a
entrar em equilibrio higroscopico (SHABAN, 2013; SANTOSO et al., 2015).

Neste contexto, este estudo visou avaliar o efeito de diferentes condi¢cdes de
armazenamento nas caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas de sementes dos
cultivares Nordestina e Paraguacu de Ricinus communis L., armazenadas em

diferentes condicfes de temperatura e umidade, durante 12 meses.

O trabalho esta apresentado em dois capitulos. O capitulo 1 trata sobre o efeito
da temperatura e umidade relativa nas caracteristicas fisioldgicas das
sementes dos cultivares Nordestina e Paraguacu de Ricinus communis L.
durante 12 meses de armazenamento. No capitulo 2 descreve-se sobre a
atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase, catalase e
ascorbato peroxidase em sementes dos dois cultivares de Ricinus communis L.
armazenadas em diferentes condicdes de temperatura e umidade relativa

durante 12 meses.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar o efeito do armazenamento nas caracteristicas fisiologicas e
bioguimicas de sementes dos cultivares Nordestina e Paraguacu de Ricinus
communis L. armazenadas durante 12 meses em diferentes condi¢cdes de

temperatura e umidade.

Objetivos especificos

e Avaliar a germinacao, viabilidade e vigor das sementes dos cultivares
Nordestina e Paraguagu de R. communis quando submetidas a
diferentes condi¢cdes de temperatura e umidade relativa, e periodos de

armazenamento;

e Comparar o efeito do armazenamento, durante 12 meses, has
caracteristicas fisiologicas e bioquimicas de sementes dos cultivares

Nordestina e Paraguacu de R. communis;

e Determinar a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase,
catalase e ascorbato peroxidase em sementes dos cultivares Nordestina
e Paraguacu de R. communis quando submetidas a diferentes
condicbes de temperatura e umidade relativa, e periodos de

armazenamento;

¢ Identificar marcadores bioquimicos enzimaticos para avaliacdo de
sementes dos cultivares Nordestina e Paraguagu de R. communis

submetidas ao armazenamento;

e Indicar a melhor condicdo de armazenamento de sementes para 0S
cultivares Nordestina e Paraguacu de R. communis, que possa ser

reproduzida.
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REVISAO DE LITERATURA

Ricinus communis L.: cultivares e agricultura familiar

A momoneira, Ricinus communis L., conhecida como carrapateira, ricino ou
mamona, € uma xerofila das 700 espécies da familia Euforbiacea. De origem
tropical, esta oleaginosa é proveniente da Africa frequentemente encontrada
em todos os continentes (MACHADO, 2011; LOPES, 2012; ALBUQUERQUE et
al., 2014; SINGH, 2015).

Em virtude das suas caracteristicas, pode ser facilmente plantada em regides
de baixa precipitacdo pluviométrica, pois, € uma espécie tolerante a seca na
fase adulta, sendo bem adaptada a climas quentes (ZUCHI et al., 2010;
RIBEIRO et al., 2014). Além de possuir baixo custo de producao e ser de facil
manejo, sua producdo constitui uma das opc¢des agricolas, que serve como
alternativa de trabalho e renda, principalmente para o pequeno agricultor
(GUILHERME et al., 2012). Os produtores tradicionais se concentram no
semiarido nordestino, sendo a cultura de R. communis capaz de fomentar o
crescimento da economia dessa regido, gerando aumento de empregos no

campo e matéria prima para a industria (LUZ, 2012).

A R. communis L. tém grande utiliza¢do industrial, cujo principal produto, o 6leo
de mamona, abre um leque de possibilidades para a obtencédo de diferentes
derivados. Um aspecto importante para a cadeia produtiva de mamona é o uso
de sementes com boa qualidade. Numa forma de obter maior lucro com a
producéo, cerca de 84% dos produtores de mamona do nordeste brasileiro,
consorcia essa oleaginosa com outras culturas (ZUCHI et al.,, 2010; LUZ,
2012). Em 2004 foi lancado pelo Governo Federal, o Programa Nacional do
Biodiesel, que teve como enfoque a inclusdo social e o desenvolvimento
regional, através da geracdo de renda e emprego, despertando um grande
interesse pelo cultivo da mamona (Ricinus communis L.) em varios agricultores
familiares do semiarido brasileiro, além de ser uma cultura adaptada a regido e

uma alternativa de renda aos pequenos agricultores (SILVA, 2013).

Pesquisas sao desenvolvidas com o intuito do melhoramento genético da

espécie de mamona, a fim de se obter variedades com caracteristicas de
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interesse agrondémico como indeiscéncia de frutos, precocidade da planta,
maior producdo, teor de 6leo da semente, tolerancia a estresse, dentre outras
caracteristicas agronomicamente desejaveis. As sementes da mamona
possuem uma grande variabilidade em cor do tegumento, formas e tamanhos,
presenca e auséncia de caruncula, e teores de componentes quimicos
(SOUZA, 2012; EMBRAPA, 2015).

A mamoneira apresenta uma grande variedade genética, dentre elas destaca-
se o0s cultivares bastante utilizados na agricultura. Apesar de sua importancia
socioeconbmica, a espécie conta com poucos cultivares melhorados para o
semiarido nordestino. Dentre os cultivares existentes se destacam BRS 149
Nordestina (Nordestina) e a BRS 188 Paraguacu (Paraguacu), ambos criados
pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMPRAPA) (Figura 1) e

utilizadas no presente estudo.

Figura 1. Cultivares de Ricinus communis L.. (A) Nordestina e
(B) Paraguagu

FONTE: EMBRAPA ALGODAO (2015).

As sementes de Nordestina e de Paraguacu sao grandes, de coloracao preta e
usadas para o0 plantio em regido semiarida, principalmente por pequenos
agricultores. O cultivar Nordestina, possui porte médio (1,9 m), caule de cor
verde e coberto por cera, racemo conico, frutos semideiscentes, semente
pesando aproximadamente 0,68 g e com 49% de 6leo. O cultivar Paraguacu,
possui porte médio (1,6 m), caule roxo e coberto por cera, racemo oval, frutos
semideiscentes e semente pesando aproximadamente 0,71g e com 48% de
Oleo (BAHIA et al., 2008; ZUCHI et al., 2010; EBRAPA ALGODAO, 2015).
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A mamona possui sementes com elevado teor de Oleo, variando entre 40 a
55% do peso da semente. O 6leo € composto de uma mistura de triacilglicerais,
que contém diferentes tipos de &cidos graxos, sendo o &cido ricinoléico (acido
12-hidroxi-cis-9-octadecendico) (Figura 2) o mais abundante dentre os Oleos
presentes na mamona, consistindo em 94 %. Este &cido graxo confere
propriedades Unicas como alto valor calorifico, nimero de cetanos elevados,
com baixo teor de fosforo e residuos de carbono (RIBEIRO et al.,, 2014;
ARMENDARIZ et al., 2015). A principal caracteristica desse 6leo é a elevada
viscosidade e estabilidade, devido a presenca de hidroxila na sua cadeia,
tornando o 6leo de mamona possivelmente o Unico glicerideo solavel em alcool
em temperatura ambiente (OLIVEIRA, 2011; ARMENDARIZ et al., 2015).

Figura 2. Estrutura do acido recinoléico.

0

7 OH

OH

Fonte: GRAMACHO, 2012.

O o6leo de mamona, como todos outros Oleos vegetais, possui diferentes
propriedades fisico-quimicas, as quais variam de acordo com o método de
extracdo. O Oleo pode ser extraido a frio, por prensagem mecanica; a quente,
com a utilizagdo de solventes (a exemplo do hexano), pelo uso combinado dos
dois processos; ou ainda com a tecnologia de fluido supercritico (SOUZA,
2010). Embora a toxicidade da mamona seja reconhecida pela presenca da
ricina, o seu 6leo ndo € toxico, visto que a ricina, ndo é soluvel em lipideos,
ficando todo o componente toxico restrito a torta ap0s a sua extracao
(FONSECA e SOTO-BLANCO, 2014; MAIA et al., 2010).

O 6leo de mamona é mais viscoso que a maioria dos 6leos vegetais, devido
principalmente ao acido ricinoléico. A viscosidade elevada deixa o 6leo de

mamona fora das especificagbes, segundo a Resolugcdo n° 7 da Agéncia
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Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) de 19 de Marco de
2008 (COSTA NETO et al., 2000). Uma alternativa € produzir biodiesel a partir
de uma mistura do 6leo de mamona com outro 6leo de baixa viscosidade, para
que o biodiesel apresente viscosidade dentro das especificacdes. Ainda
existem poucos estudos sobre a producéo de biodiesel a partir de misturas de
Oleos, porém a ideia é bastante promissora (MENEGHETTI et al., 2007;
SILVAL & FREITAS, 2008).

O &cido ricinoléico é armazenado nas células em estruturas de membrana
Unica denominadas de oleossomos ou esferossomos (TAIZ & ZEIGER, 2004).
O 4&cido ricinoléico apresenta trés grupos altamente reativos, que permitem
realizar reacdes quimicas decorrentes da presenca do grupo carboxila, de uma
dupla ligacdo e uma hidroxila, juntas, permitem qualidades especificas para a
producdo de uma infinidade de aplicacbes deste 6leo (SANTOS, 2010). E
empregado na industria de plastico, siderurgia, cosméticos, curtume,
lubrificante de tintas e vernizes, podendo ser também usado para fabricacéo de
sabdo, shampoo, proteses para 0ssos humanos, biocombustivel, lubrificante de
aeronaves como também na medicina tradicional, dentre outras aplicabilidades
(CANGEMI et al., 2010; OLIVEIRA, 2011; ARMENDARIZ et al., 2015;
CAMPOS e SANTOS 2015).

A torta produzida durante a extracdo do Oleo poderia ser utilizada na
alimentacéo animal, entretanto, o seu uso nao é possivel devido a presenca de
proteinas toxicas e alergénicas e outras toxinas na sua composicdo, as
principais toxinas sao a ricina e a ricinina, e as principais proteinas alergénicas
séo as da familia das albuminas 2S. A ricina € uma das toxinas naturais mais
potentes que existem, faz parte de uma ampla familia de enzimas conhecidas
como Proteinas Inibidoras de Ribossomos (RIP) que, impossibilita a sintese
proteica, levando & morte celular. A ricinina € um alcaléide que tem efeito sobre
o sistema nervoso central. E a familia das albuminas 2S, € um grupo de
proteinas de reserva. Estas proteinas sdo heterodiméricas e apresentam altos
teores de arginina, serina e glutamina; algumas delas sao inibidoras de
proteases e outras podem ainda apresentar propriedades alergénicas. Ha
também o composto alergénico CB-1, que é formado por proteinas da familia
das albuminas 2S e polissacarideos (LUBELLI et al, 2006; HOFFMAN et al.,
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2007; CANGEMI et al., 2010; BALDONI et al., 2011; BRANDON et al., 2015;
SINGH, 2015).

Uma torta de mamona detoxificada chamada Lex Protéico j& foi comercializada
no Brasil na década de 60 pela empresa SANBRA. No entanto, o processo de
producéo foi suspenso pela dificuldade no controle da eficiéncia do processo
de detoxificacdo, que ocasionava a liberacdo de lotes do produto ainda toxicos
gue poderiam causar a morte de animais (SEVERINO, 2005; HOFFMAN et al.,
2007). Devido ao alto custo dos processos de detoxificacdo, as tortas de
mamona tém sido frequentemente usadas como adulbo, devido a presenca de
nutrientes (proteinas, nitrogénio, potassio e fosféro) (FREIRE, 2001;
HOFFMAN et al., 2007; MONTEIRO, 2014).

Existem diversos métodos para promover a destoxificacdo e a
desalergenizacdo da torta da mamona, usando processos fisicos e quimicos.
Os tratamentos com agentes quimicos sdo mais eficientes que aqueles que
empregam aquecimento para destoxificacdo da torta de mamona. Uma
maneira ainda mais eficaz de eliminar a ricina da mamona é por meio do
melhoramento genético, selecionando sementes com menor teor da toxina, por
melhoramento tradicional ou mesmo por transgenia. Devido ao alto custo dos
processos de destoxificacdo, as tortas de mamona tem sido frequentemente
usadas como adubo, devido a presenca de nutrientes (proteinas, nitrogénio,
potassio e fésforo) (FREIRE, 2001; HOFFMAN et al., 2007; MONTEIRO, 2014).

Armazenamento e deterioracdo de sementes de mamona

A producédo agricola do mundo depende fundamentalmente das sementes,
logo, a manutencdo de sua viabilidade durante o seu armazenamento é de
particular importancia. Condicdes de armazenamento sao definitivas para
garantir a qualidade fisiolégica da semente, adiando o0 processo de
deterioragéo, logo produtores de sementes se preocupam com a utilizagao de
técnicas que propiciem a minimizagdo dos fatores de deterioracdo (ALMEIDA
et al., 2010). Sementes destinadas ao plantio e que estdo armazenadas devem
ser cuidadosamente conservadas, até 0 momento de sua utilizagéo, a fim de

garantir a preservacado da qualidade fisiologica. Nesse sentido é importante
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salientar que a utilizacdo de sementes com boa qualidade fisica, fisiologica e
sanitaria, sdo fatores de fundamental importancia para o sucesso da producao
(NOBRE, 2014).

As sementes oleaginosas apresentam menor potencial de armazenamento
gquando comparadas as amilaceas, devido a menor estabilidade quimica dos
lipidios em relagdo ao amido. Quando impropriamente armazenadas, as
sementes de oleaginosas se deterioram e h4 o aumento da acidez (formacao
de acidos graxos livres, resultantes de decomposicdo dos glicerideos). Sendo
assim, uma elevacdo moderada da temperatura, como consequéncia do
processo respiratério, ja € suficiente para a decomposicdo dos lipidios e
elevacdo da taxa de deterioracdo (MARCOS FILHO, 2005). Além disso, o
armazenamento inadequado provoca problemas como: mofo, perda de cor,
diminuicdo do vigor e das reservas nutritivas da semente. O que faz com que
os produtores de sementes se preocupem com a utilizacdo de técnicas que

propiciem a minimizag&o dos fatores de deterioragao (FIGUEREDO, 2006).

Embora a qualidade de sementes armazenadas ndo possa ser melhorada,
boas condi¢cdes durante este periodo contribuirdo para manté-las viaveis por
um tempo mais longo, retardando o processo de deterioracdo (ALMEIDA,
2010). A qualidade das sementes é fundamental para o processo de producdo
das mesmas, pois somente aquelas de elevado nivel de qualidade
proporcionam a maximizacdo do desenvolvimento da planta (ALMEIDA et
al.,1999). O periodo de tempo em que um lote ird manter-se viavel, ou seja, 0
seu potencial de armazenamento, dependera de uma série de fatores tais
como a umidade relativa do ar, teor de umidade das sementes, temperatura do
ar, acdo de fungos e insetos de armazenamento, tipo embalagens, etc.
(CARVALHO & NAKAGAWA, 2000). As altas temperaturas e umidades
relativas que prevalecem durante a fase de armazenamento, podem afetar de
maneira direta e/ou indireta as sementes, uma vez que devido as suas
propriedades higroscoépicas, a dgua esta sempre em equilibrio com a umidade
relativa do ar (SANTOS, 2010). O conteudo de agua e a temperatura de
armazenamento podem ser controlados durante o0 armazenamento,
controlando-se e monitorando-se o ambiente de armazenamento (SANTOS,
2010).
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A qualidade das sementes esta diretamente ligada a producédo de frutos de
mamona, que podem ser prejudicados devido a ocorréncia de sementes
vazias, porosas ou danificados internamente (CARVALHO et al., 2010). O tipo
de cultivar, a regido de cultivo e as condi¢cdes de armazenamento interferem
diretamente na composicdo do 0leo, e alteracdes nessas variaveis influenciam
diretamente a degradacao do 6leo (MARCOS FILHO, 2005). Logo, a avaliacdo
do perfil dos &cidos graxos do O6leo extraido de sementes de mamona
armazenadas em diferentes condi¢cdes pode vir a elucidar duvidas relacionadas

ao processo de deterioracao de sementes (LAGO et al., 1985; SANTOS, 2010).

A qualidade das sementes de mamona pode ser afetada por diversos fatores
durante o armazenamento e a manutengcdo desta qualidade no decorrer do
tempo vai depender diretamente das condicbes de armazenamento e da
longevidade da espécie. Sementes armazenadas de forma inadequada podem
ser facilmente contaminadas, afetando de forma direta a qualidade da semente
e no seu poder germinativo. Além de reduzir o valor da cultura, pode
disseminar patdgenos para outras areas onde estes ndo ocorrem, causando
com isso, inimeros prejuizos ao produtor. Para isso, ha necessidade de se
desinfestar as sementes (quando semear), a fim, de trazer o sucesso para
producdo (SANTOS, 2013).

Alteracbes ou perda na integridade das membranas celulares, bem como a
perda ou aumento da atividade de determinadas enzimas poderdo contribuir
para o inicio do processo deteriorativo em sementes. Além de poder se
observar também uma reducédo da producédo de ATP, diminui¢cdo na sintese de
proteinas e acidos nucléicos (MARCOS FILHO, 2005). Apesar de todas essas
informacdes sobre o mecanismo de deterioracdo de semente, sabe-se que a
reducdo na qualidade fisiolégica das sementes esta relacionada a alteracdes
bioquimicas que conduzem ao comprometimento de suas atividades
metabdlicas (FREITAS et al., 2004).

O processo de deterioracao € inevitavel, este pode ser acelerado ou retardado,
dependendo do ambiente e das caracteristicas da semente. De uma maneira
geral a reducdo da temperatura do ambiente e da umidade das sementes,

fazem com que ocorra uma reducdo do metabolismo, e as sementes sejam
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conservadas (VIEIRA et al, 2002). Uma consequéncia do processo
deteriorativo € a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais
sdo capazes de destruir DNA, lipideos, proteinas, podendo causar morte
celular. A oxidacéo é a parte fundamental da vida e do metabolismo e, assim,
as espécies reativas de oxigénio sdo produzidas naturalmente ou por alguma
disfuncdo biolégica (BARREIROS & DAVID, 2006). Sdo formados durante a
transferéncia de elétrons a partir da via de acdo catalitica de enzimas e por
exposicao a fatores exdgenos. E como resposta ha um grupo de compostos
nao enzimaticos e enzimas removedores de radicais livres, formados durante o
processo deteriorativo de sementes (GILL & TUTEJA, 2010).

O acumulo de espécies reativas de oxigénio e radicais livres tem sido
considerado como fator importante durante o envelhecimento de sementes.
Quando considerado o envolvimento do processo oxidativo durante o
envelhecimento das sementes, had duas fases (FIGURA 3). Primeira fase,
sementes ortodoxas tém geralmente um baixo teor de umidade durante o
armazenamento, e neste pode ocorrer reacfes de autoxidacdo que levam a
producdo de radicais livres. Em tais condi¢des, in vivo as atividades de
enzimas antioxidantes sdo quase ausentes e, portanto, incapaz de remover as
espécies reativas de oxigénio, que possuem um efeito deletério nos
componentes celulares (lipidios, enzimas, proteinas e acidos nucléicos)
(BAILLY, 2002).

Vérios estudos demonstram que durante o envelhecimento ha o acumulo de
espécies reativas de oxigénio e radicais livres na semente, que estdo
associados com a perda da atividade das enzimas antioxidantes. O
armazenamento prolongado ou condicdes de armazenamento inadequadas

(temperatura e umidade relativa) ampliam tais processos (FIGURA 3).

A segunda fase ocorre durante embebicdo e germinacdo de sementes
previamente armazenadas, e deve ser considerada como o passo critico do
processo oxidativo que esta relacionada ao envelhecimento, uma vez que as
disfuncdes celulares resultantes da acumulacdo de espécies reativas de

oXxigénio sdo expressas.
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Figura 3. Mecanismos oxidativos proposto durante o envelhecimento de sementes. (I) Durante

0 armazenamento prolongado, a autoperoxidacdo de lipideos gera radicais livres primarios

(FRI), resultantes da degradacao de triacilglicerdis (TAG), DNA, RNA e proteinas. Durante este

periodo os FRI podem também danificar as enzimas antioxidantes. Durante a germinacdo a

retomada do metabolismo leva a producéo de novas espécies ativas de oxigénio (radicais livres

secundarios: FRII), principalmente através de atividade respiratéria dentro da mitocondria

(mito.), além dos j& presentes radicais livres primarios (FRI). A ineficiéncia da magquinaria

antioxidante enzimatica é alterada durante o armazenamento prolongado, leva ao acumulo de

espécies reativas de oxigénio e novos danos aos triacilglicerois, fosfolipidios de membrana

(FLs) e outras macromoléculas.
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A inibicdo resulta na liberacdo de radicais livres produzidos durante o
armazenamento e na producdo de novas espécies reativas de oxigénio
proveniente do metabolismo. As células entdo tém que lidar com um estresse
oxidativo, cuja intensidade depende das condicbes de armazenamento. O
atraso na germinacdo de sementes envelhecidas, mas ainda viaveis, pode
corresponder ao tempo necessario para que as células reiniciem a maquinaria
antioxidante para escapar de um o estresse oxidativo (BAILLY et al., 1996;
BAILLY, 2002; BAILLY et al., 2008).

Analises importantes durante o armazenamento

A avaliagdo da qualidade de um lote requer que se utilizem metodologias
padronizadas de modo que o0s testes sejam reproduziveis em qualquer
laboratorio. As regras de andalises de sementes (RAS) estabelecem
especificidade de padrdo a serem utilizados, desde tamanho da amostra até
instrucOes para a realizacdo da andlise de qualidade (BRASIL, 2009).

A avaliacdo da qualidade das sementes por meio de testes de germinacéo
permite que elas expressem sua maxima germinacdo sob condicBes
favoraveis. Entretanto, em situacdes naturais, as sementes estdo submetidas a
uma série de pressdes, como variacdo na umidade, na temperatura, no solo,
entre outras (FERREIRA & BORGHETTI, 2004).

O teste de avaliacdo de vigor é essencial, pois retrata o comportamento das
sementes sob maior amplitude de ambientes (MENDES et al., 2010). Podem
ser classificados em diretos, quando realizados no campo ou em condi¢cdo de
laboratorio que simule fatores adversos de campo, ou indiretos, quando
realizado em laboratério, mas avaliando as caracteristicas fisicas, fisiol6gicas e
bioguimicas que expressam a qualidade das sementes (FERREIRA &
BORGHETTI, 2004). O teste mais simples para a avaliacdo de vigor sao os de
velocidade de desenvolvimento, cujos resultados podem ser obtidos pela
analise de germinacdo. Os mais utilizados sdo o tempo médio de germinacao,
o indice de velocidade de germinacdo, a primeira contagem do teste de
germinacao e a analise de plantulas (FERREIRA & BORGHETTI, 2004).



40

A avaliacdo da viabilidade pode ser determinada pelo teste bioquimico de
tetrazolio, um teste rapido e que fornece resultados confiaveis. O principio do
teste se baseia na atividade das enzimas desidrogenases que catalisam as
reacoes respiratérias, presentes nas mitocondrias, localizadas no interior das
células vegetais. Assim na respiracédo celular, ha liberacdo de ions H', que
reagem com o sal de 2,3,5-trifenil tetrazolio (incolor e difusivel), formando uma
substancia de cor vermelha e insoltuvel, denominada formazam, delimitando os
tecidos vivos da semente (GARLET et al., 2015).

Vérios fatores podem interferir no alcance de resultados satisfatorios no teste
de tetrazdlio, especialmente aqueles relacionados a metodologia de execucao
como preparo e pré-condicionamento das sementes antes da coloracao,
concentracdo da solucdo de tetrazolio, periodo e temperatura de exposi¢cao da
solucéo e critérios de interpretacdo. O pré-condicionamento ou hidratacéo, das
sementes é o procedimento adotado no inicio do teste de tetrazdlio para a
ativagdo do sistema enzimatico, com intensificagdo da respiracdo e das demais
atividades metabdlicas. Por esses motivos, este processo facilita o preparo das
sementes para o0 teste, a penetracdo da solucdo de tetrazdlio e o
desenvolvimento de uma coloracdo nitida e evidente. No entanto, um pré-
condicionamento inadequado pode levar a obtencdo de sementes com
manchas, fissuras, problemas de coloracdo, e consequentemente, a resultados
nao-confidveis para o teste de tetrazolio (GASPAR-OLIVEIRA et al., 2009;
GASPAR-OLIVEIRA, 2011).

Outros testes bioquimicos enzimaticos sdo importantes e tem sido utilizados
por pesquisadores para a caracterizacdo de lotes com diferentes niveis de
deterioracdo e tolerancia a dessecacdo, na avaliacdo da qualidade fisiol6gica
de sementes armazenadas ou submetidas a diferentes testes e aos processos
de germinacdo de diversas espécies vegetais. Entre as enzimas
frequentemente estudadas associadas ao processo de deterioragdo das
sementes, destacam-se as antioxidantes ou removedoras espécies reativas de
oxigénio, tais como a superoxido dismutase - SOD, catalase - CAT e ascorbato
peroxidase — APX (HEBERLE, 2012).
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As superoxido dismutase (SOD) constituem o primeiro grupo de enzimas que
catalisam a reacdo de dismutacdo do superdxido (O,*) (primeira espécie
reativa de oxigénio a ser formado) a peroxido de hidrogénio (H20,). O perdxido
de hidrogénio é decompostos a agua (H,O) pelas enzimas catalase (CAT) e
ascorbato peroxidase (APX) (HEBERLE, 2012).

Uma das formas de se avaliar a qualidade fisica da semente € através da
determinacdo da umidade da semente, a qual mensura o conteldo de agua
presente nas sementes com o objetivo de estabelecer parametros adequados
para a manutencdo da qualidade fisiologica para fins de armazenamento e,
principalmente, para a comercializagdo (FERREIRA & BORGHETTI, 2004).

Estresse Oxidativo

Enzimas do estresse oxidativo evidenciam a resposta da planta/ organismo
frente a um estresse. Os vegetais sdo expostos a diversos fatores bidticos ou
abidticos, tais como salinidade, radiacdo UV, seca, metais pesados,
temperaturas extremas, deficiéncia de nutrientes, poluicdo do ar, herbicidas e
ataques de patdgenos. Estes disturbios no equilibrio levam ao aumento subito
de niveis intracelulares de ERO, que podem causar danos significativos a
estrutura da célula (BARBOSA et al., 2010; GILL & TUTEJA, 2010; ROCHA,
2014).

Esta bem estabelecido que organelas como cloroplastos, mitocondrias,
peroxissomos com uma atividade metabdlica altamente oxidante ou com taxa
de intenso fluxo de elétrons sdo uma importante fonte de ERO nas plantas. Os
organismos fotossintetizantes sofrem danos oxidativos, devido ao seu estilo de
vida bioenergética, que utiliza O2 como receptor final de elétrons, levando
também a formacdo de ERO nas células (BARBOSA et al., 2010; GILL &
TUTEJA, 2010).

Em condi¢cdes normais na célula, as ERO sdo componentes de diversas vias
de sinalizagcdo, sendo produzidas continuamente como subprodutos das
reacoes de oxidacao-reducdo em niveis menores em organelas tais como:

cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos. Porém durante condicOes
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estressantes (Figura 4), a taxa de producdo destas espécies se eleva
consideravelmente, como consequéncia do desequilibrio entre a sua producéo
e 0S mecanismos de eliminacdo (GILL & TUJETA, 2010; SILVA, 2012). O
excesso de ERO causa danos oxidativo em proteinas, lipideos e acidos

nucléicos, caracterizando o estresse oxidativo (MAIA, 2012).

Figura 4. Equilibrio e desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio (ERO) e antioxidantes.

—

Fonte: VENKATESWARLU et al., 2012 (figura adaptada).

O oxigénio molecular (O2) € relativamente ndo reativo e ndo toxico, devido a
sua estrutura estavel dos elétrons na sua camada externa. No entanto,
alteracdes na distribuicdo dos elétrons podem provocar a sua ativagdo e
influenciar os sistemas biolégicos. As espécies reativas de oxigénio (ERO)
podem ser geradas dentro das plantas como resultado da excitacdo ou um
“leve toque” no elétron externo, formando oxigénio atdémico (O) ou de uma
sucessiva adicdo de elétrons ao oxigénio molecular produzindo superoxido
(O2+) peroxido de hidrogénio (H202), hidroxila (OH") (RESENDE et al., 2003).

As principais espécies reativas de oxigénio distribuem-se em dois grupos,
radicais livres e 0os que nao séo radicais. Radicais livres sdo definidos como
moléculas e (ou) a&tomos de oxigénio ou nitrogénio que apresentam um ou mais
elétrons ndo pareados na ultima camada de valéncia, tornando-se, assim,
altamente instaveis e quimicamente reativos. Sao exemplos de radicais livres:
NO (Oxido Nitrico), ONOO" (Peroxinitrito), Radical Semiquinona (Q-), Radical
Hidroxila (OH-), Radical Superéxido (O,*), sendo esse Ultimo precursor das
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outras espécies reativas (GILL & TUTEJA, 2010). E o peréxido de hidrogénio
(H2.0,) é uma espécie reativa de oxigénio nao radical. Enquanto alguns deles
podem ser altamente reativos no organismo atacando lipideos, e existem ainda
alguns que sdo pouco reativos, mas apesar disso podem gerar espécies
danosas (BARREIROS & DAVID, 2006; GILL & TUTEJA, 2010).

As espécies reativas de oxigénio quando em baixas quantidades apresentam
papeis importantes, pois estdo envolvidas em varios aspectos da fisiologia da
semente. Fazem parte da sinalizacdo celular, elas estdo envolvidas no
processo de crescimento que ocorre na embriogénese inicial durante o
desenvolvimento da semente, e participa do mecanismo adjacente de
protrusdo de raiz durante a germinacdo. As ERO também podem ter uma
funcdo reguladora nas mudancas na expressdo génica durante o
desenvolvimento, dorméncia e germinacdo da semente. A sua interacdo com
outras moléculas, particularmente com hormoénios, tais como, o &cido
abscisico, sugere que as ERO devem ser consideradas como componentes
chaves de uma rede de sinalizacéo integrada em muitos aspectos da fisiologia
da semente (BAILLY, 2004).

Mecanismo de desintoxicacdo das ERO

A resposta celular € iniciada dependendo de varios fatores, a acumulacéo das
ERO induzida por estresse € combatida por um sistema antioxidante
enzimatico, que incluem uma variedade de agentes de limpeza, tais como:
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX),
monodeidroascorbato redutase (MDHAR), dehidroascorbato redutase (DHAR),
glutationa peroxidase (GPX), glutationa redutase (GR), dentre outras, e
metabdlitos ndo enzimaticos, tais como: ascorbato, glutationa, tocoferol,
compostos fendlicos, alcaldides, carotenoides, aminoacidos (GILL & TUTEJA,
2010; VENKATESWARLU et al., 2012). O sistema antioxidante tem funcéo de
inibir e/ou reduzir os danos causados pela a¢do deletéria dos radicais livres
e/ou espécies reativas nao radicais, sendo que o Ultimo pode ter origem
endogena ou exogena (BARBOSA et al.,, 2010). A Figura 5 ilustra o sistema

antioxidante nao enzimatico e enzimatico.
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Figura 5. Defesa antioxidante formada por um sistema enzimatico e ndo enzimatico. Espécies
reativas de oxigénio (ERO), superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX), monodehidroascorbato redutase (MDHAR), glutationa redutase (GR),
dehidroascorbato redutase (DHAR), glutationa peroxidase (GPX), glutationa S-transferase
(GST).

- Estresse abidtico
- Estresse bidtico
- Envelhecimento

Fonte: VENKATESWARLU et al., 2012 (figura adaptada).

Ha diversos sistemas de enzimas que catalisam reacdes para neutralizar
espécies reativas de oxigénio (ERO). As enzimas antioxidantes formam o
mecanismo de defesa enddgeno que protege a planta contra os danos
causados pelas ERO. Dentre as principais enzimas envolvidas na detoxificagdo
das ERO, destacam-se em especial por trés enzimas (Tabela 1 e Figura 6):
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX),
(MAIA, 2012).
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Tabela 1. Mecanismo de remocdo das espécies reativas de oxigénio (ERO) em células

vegetais através de enzimas antioxidantes.

Enzimas Mecanismo Localizacéo Referéncias
Superoéxido 0, + O, + 2H" = H,0, Mitocondria, GILL & TUJETA,
dismutase cloroplastos e 2010.

(EC 1.15.1.1) citoplasma
Catalase H,0,-0,,H,0 Peroxissomo, RESENDE et al.,
(EC 1.11.1.6) gliossomos, 2003; ROCHA,
mitocbndria e 2014; FLORES
citoplasma et al., 2014.
Ascorbato H,0, -0, , H,O Peroxissomo, KARYOTOU &
peroxidase citoplasma e DONALDSON,
(EC 1.11.1.12) clorosplasto 2005

Figura 6. Representacao esquematica da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em
plantas. A ativagcdo ocorre no O, por dois diferentes mecanismos. Reducédo gradual
monovalente de oxigénio atémico (‘O,) que leva a formacdo de oxigénio molecular (O,),
superdxido (O,"), peroxido de hidrogénio (H.O,), e hidroxila (OH’), enquanto a transferéncia de
energia para O, leva a formacdo de 'O,, superéxido (02") é facilmente dismutado ao H,O,
enzimaticamente pela superéxido dismutase (SOD). O peréxido de hidrogénio (H,O,) é

convertido em agua (H,O) pela catalase (CAT), e ascorbato peroxidase (APX).
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FONTE: SHARMA et al., 2012 (Figura adaptada).

O sistema de defesa antioxidante trabalha em conjunto para controlar as
cascatas de oxidacdo descontrolada e proteger a célula vegetal dos danos
oxidativos das ERO. Este sistema de defesa antioxidante € encontrado em
quase todos os compartimentos celulares, demonstrando a importancia na
desintoxicacdo de ERO para sobrevivéncia celular (VENKATESWARLU et al.,
2012).
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Superoxido dismutase (SOD)

A enzima superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi isolada pela primeira
vez em 1938 por Mann & Keilin a partir de sangue de bovino, na época
cogitava-se que fosse uma proteina de armazenamento de cobre. No entanto,
sua funcdo catalitica s6 foi descoberta em 1969 por McCord & Fridovich
(CASTRO, 2002). A superoxido dismutase € uma metaloenzima do sistema
antioxidante enzimatico intracelular eficaz, que catalisa dismutacdo de radicais
superoéxido (radicais com tempo de vida curto) em peroxido de hidrogénio (ERO
mais estével) (GILL & TUJETA, 2010).

As SOD se localizam principalmente nas mitocondrias e cloroplastos,
compartimentos que geram a maior parte das ERO (MAIA, 2012). E importante
ressaltar que a membrana fosfolipidica é impermeavel aos radicais superoxido,
conduzindo assim a sua acumulacdo nas células em niveis téxicos em
situacdes de estresse. Portanto, € crucial que diferentes isoformas de SOD
sejam ativadas para a remocédo de O,*, nos compartimentos subcelulares onde
os radicais sdo gerados (ARORA & BHATLAS, 2015).

Estda bem estabelecido que estresses ambientais muitas vezes levam ao
aumento da geracdo de ERO. A SOD tem sido muito estudada por sua
importancia na tolerancia ao estresse de plantas e por fornecer a primeira linha
de defesa contra os efeitos toxicos dos niveis elevados de espécies reativas de
oxigénio (MITTLER, 2002). As SOD séo classificadas pelos seus cofatores de
metal, em trés tipos: cobre/ zinco (Cu/ Zn-SOD), manganés (Mn- SOD) e ferro
(Fe-SOD), que estéo localizados em diferentes compartimentos celulares (GILL
& TUTEJA, 2010). A Cu/Zn-SOD esta localizada principalmente no citoplasma
das células eucaritticas, Mn-SOD existe na mitocondria de células eucaridticas
e citoplasma de células procaridticas, e a Fe-SOD ocorre principalmente nos
procariotos e cloroplastos de plantas (ARORA & BHATLAS, 2015).

Tem sido relatado um novo tipo de SOD, em seu sitio ativo ha niquel (Ni-SOD),
estando presente em Streptomices e cianobactérias. A Ni-SOD possui uma
estrutura homohexamérica onde cada subunidade esta conformada por quatro

hélices, onde se localiza o sitio ativo. A Ni-SOD, apresenta baixo peso
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molecular, sendo que toda a estrutura apresenta de 13.000 KDa (WUERGES et
al., 2004; PEREIRA, 2010).

De maneira geral, as Cu/Zn-SOD sao encontradas no citosol e no
estroma dos cloroplastos, possuem um peso molecular de 32.000 KDa. Em
folhas de Nicotiana plumbaginifolia (TABACO) a isoenzima Cu/Zn-SOD, teve
seu peso molecular em cerca de 33,2 KDa, sendo que a eletroforese revelou a
presenca de duas subunidades iguais de 16,6 KDa (HAYKAWA et al., 1994;
PEREIRA, 2010). As Mn-SOD e Fe-SOD tém sido achadas comumente na
matriz mitocondrial de células eucarioticas e em células procarioticas. A Mn-
SOD é uma proteina cujo peso molecular € de 40.000 KDa, a Fe-SOD foi
encontrada em algumas familias de plantas superiores e esta associada
principalmente aos cloroplastos, possui peso molecular de 55,85 KDa. A
estrutura molecular da Fe-SOD esta representada na Figura 7 (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1990; MALLICK & MOHN, 2000; PEREIRA, 2010).

Figura 7. Estrutura molecular da superéxido dismutase Fe-SOD. (A) Estrutura tridimensional da
isoforma Fe-SOD. (B) Detalhe do centro ativo. Desenhados a partir do modelo descrito para
Fe-SOD de Escherichia coli (Cod. 11SA do Protein Data Bank), utilizando o programa RasMol
(SAYLE e MILNER-WHITE, 1995). Em azul, os residuos de histidina, em vermelho residuos de

aspartato, em laranja Fe*?, em cinza B-fias e a-hélices.

Fonte: CASTRO, 2002.

A estrutura da Cu/Zn-SOD (Figura 8) consiste em uma chave-grega beta-barril
com oito fitas antiparalelas, apresentando-se como um homodimero com
massa molecular de cerca de 32.000 Da e contém um atomo de cobre e zinco
por subunidades, sendo o cobre especifico e 0 zinco pode ser substituido por
outros metais sem diminuicdo da atividade. O centro ativo esta localizado no

fundo de um canal profundo do lado de fora do B-barril entre dois loops largos
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(HASSAN, 1989; JAMES, 1994; CASTRO, 2002). Durante a reac¢ao catalitica, o
Cu?" é reduzido e oxidado durante encontros sucessivos com o substrato
superoxido no centro ativo (TAINER et al., 1983; CASTRO, 2002).

Figura 8. Estrutura da superdxido dismutase Cu/Zn-SOD. (A) Estrutura tridimensional da
isoforma Cu/Zn-SOD. (B) Detalhes do centro ativo. Desenhados a partir do modelo descrito
para Cu/Zn-SOD de levedura (Cod. 1SDY do Protein Data Bank), utilizando o programa
RasMol (SAYLE e MILNER-WHITE, 1995). Em azul, os residuos de histidina em vermelho, o
residuo de aspartato em laranja, o residuo de arginina, em amarelo Zn*?, em rosa Cu*?, em

cinza B-fias e a-hélices.

Fonte: CASTRO, 2002.

Pouco se sabe sobre a regulacdo dos tipos de SOD por modificacbes pos-
traducionais (GILL et al.,, 2015). No entanto, sabe-se que na bactéria
Escherichia coli, a atividade da SOD é regulada na transcricdo pelo operon
soxRS (CASTRO, 2002). Em plantas a atividade da SOD nas células é
aumentada em respostas a diversos estresses xenobiotico, biético e abidtico.
Aparentemente cada uma das isoenzimas de SOD é independentemente
regulada de acordo com o grau de estresse oxidativo existentes em cada
compartimento celular, mas os mecanismos moleculares dessa comunicacao
ainda séo desconhecidos (BOWLER et al., 1992; CASTRO, 2002)

A enzima superoxido dismutase tem sido utilizada como agente antioxidante
em aplicacdes na medicina, na cosmética, industria quimica e alimenticia. E
sdo atualmente fornecidas por métodos de extracdo ou o0 uso de clonagem
recombinante a partir de plantas. Além disso, algumas isoformas de SOD em
plantas estdo envolvidas na defesa contra agentes patogénicos e na

sinalizacdo para as vérias tensdes, uma vez que as diferentes isoformas de
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SOD em plantas apresentam diferentes respostas a infeccbes e estresse
(NIYOMPLOY et al., 2014). O nivel de expressado das isoenzimas de SOD séo
especificos em tecidos chave e pode ser utilizado como um indicador para
determinar o estagio de crescimento ou circunstancia de um estresse ou
infeccdo na planta (NIYOMPLOQOY et al., 2014).

Catalase (CAT)

A Catalase (CAT, EC 1.11.1.6) € uma enzima tetramérica (Figura 9) que
contém um grupamento heme em cada subunidade encontrada e esta presente
em todos os organismos aerobicos (HORVATH et al., 2002). A CAT apresenta
um peso molecular de 240.000 KDa em célula animal e em plantas existem
pelo menos trés tipos de catalases distintas, que diferem em termos de
localizacéo e regulacédo (PEREIRA, 2010).

Figura 9. Estrutura tridimensional

da Catalase (Protein Data Bank).

FONTE: PEREIRA, 2010.

A CAT decompbe o H202 em agua e gas oxigénio, evitando que as células
sofram danos oxidativo. As catalases estdo presentes nos peroxissomos,
glioxissomos e organelas relacionadas onde enzimas geradoras de peréxido
estédo localizadas. Mas também podem estar presentes em mitocondrias € no
citoplasma (RESENDE et al., 2003; ROCHA, 2014). A CAT tem uma das
maiores constante de catalise (taxas de rotatividade) de todas as enzimas, uma

molécula de CAT converte cerca de seis milhdes de moléculas de H202 para
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H.O e O, por minuto. Assim a CAT € importante na remocédo de peroxido de
hidrogénio, que é gerado em peroxissomos pelas oxidases envolvidas na (-
oxidacdo de acidos graxos, fotorrespiracdo e catabolismo de purinas (GILL &
TUJETA, 2010; HASANUZZAMAN et al., 2012).

Devido a sua larga distribuicdo, conservacdo evolutiva e capacidade de
degradar rapidamente o peroxido de hidrogénio, a CAT possui uma extrema
importdncia nos sistemas que evoluiram para permitir que organismos
pudessem habitar em sistemas aerdbicos, pois esta é responsavel pela
remocao do excesso de ERO (SCANDALIOS, 2005).

Os genes CAT respondem diferencialmente a varios estresses conhecidos que
geram ERO (SCANDALIOS, 2005). As plantas possuem varias isoformas de
CAT presentes nos peroxissomas e glioxissomas. Podem ser divididas em trés
categorias: 1 — catalase monofuncional, removedora de H202 produzido durante
a fotorrespiracdo em tecidos fotossintéticos; 2 — catalase peroxidase bifuncional
(KatG), séao produzidas em tecidos vasculares e podem exercer uma fungéo de
lignificacdo, sua exata funcao bioldgica permanece desconhecida; 3 — binuclear
catalase de manganés (Mn-catalase), estdo presentes abundantemente em
sementes de plantas jovens, cuja atividade esta relacionada a remocao do
H202 produzido durante a degradacdo dos acidos graxos no glioxissoma
(CHAKRAVARTY et al., 2015).

A CAT 1 e CAT 2, tém sido extensivamente caracterizadas a partir de varios
organismos procariotos e eucariotos. E a distribuicdo da Mn-CAT é restrita a
procariotos e Arquea. A Mn-CAT tem sido relativamente mal caracterizada, a
estrutura cristalina de somente duas Mn-CAT foram relatadas até agora, estas
estruturas tém demonstrado que as mesmas sdo proteinas de 4 hélices
pertencentes a superfamilia do tipo de ferritina (CHAKRAVARTY et al., 2015).

Ascorbato peroxidase (APX)

Ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) € uma enzima responsavel pela
eliminacdo de H,0O,, é o primeiro passo do ciclo do ascorbato glutationa (ASA-
GSH) e pode desempenhar o papel mais importante na limpeza de ERO,
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protegendo as células de plantas superiores. APX sdo enzimas que contém
grupo heme envolvido na decomposi¢cédo de H,O, em H,O no ciclo do ASA-
GSH, utilizando o ascorbato (ASA) como substrato e catalisando elétrons de
ASA para H;0O,, produzindo dehidroascorbato (DHA) e agua
(HASANUZZAMAN et al., 2012).

O ciclo ascorbato-glutationa € um caminho eficiente para as células vegetais
eliminarem o H,O, em certos compartimentos celulares onde esse metabdlito &
produzido e nenhuma catalase esta presente. Esse ciclo usa os antioxidantes
nao enzimaticos (ascorbato e glutationa) em uma série de reacdes catalisadas
por quatro enzimas antioxidantes: ascorbato — APX, monodehidroascorbato
redutase — MDHAR, dehidroascorbato redutase — DHAR e glutationa redutase
— GR, como demonstrado na Figura 10 (RESENDE, 2010; HASANUZZAMAN
et al., 2012).

Figura 10. Mecanismos de desintoxicacdo de ERO por acao diferentes enzimas antioxidantes.
As linhas pontilhadas denotam conversdo ndo enzimatica. R pode ser um grupo alifatico,
aromatico ou heterociclico; X pode ser um sulfato, nitrito ou grupo halogénio. Superéxido
dismutase (SOD), radical superoxido (O,""), peroxido de hidrogénio (H.O,), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX), agua (H,O), ascorbato (AsA), nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato oxidado (NADP™), nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH + H™),
monodehidroascorbato (MDHA), monodehidroascorbato redutase (MDHAR), dehidroascorbato

redutase (DHAR), glutationa redutase (GR), glutationa oxidada (GSSG), glutationa reduzida

(GSH), glutationa S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPX).
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Fonte: VENKATESWARLU et al., 2012 (Figura adaptada).




52

A familia APX consiste em pelo menos cinco diferentes isoformas incluindo a
mitocondrial (MAPX), a tilacoide (tAPX), formas na membrana dos glioxissomos
(gmAPX), bem como a forma soltvel do estroma do cloroplasto (SAPX) e a
forma citosolica (CAPX). A atividade da APX é melhorada em plantas em
respostas as diferentes condicdes de estresses abidticos (HASANUZZAMAN et
al., 2012).

As APX sdo hemeproteinas contendo o grupo prostético protoporfirina, similar a
guaiacol peroxidase em plantas (Figura 11). As propriedades enzimaticas da
APX, contudo, sdo bem diferentes de outras heme - peroxidases. As
iIsoenzimas variam em uma faixa de massa molecular entre 27 e 40 kDa.
Geralmente, a APX esta presente como um monOmero, ou cOmO um
homodimero (ASADA, 1992; SOARES, 2006).

Figura 11. Modelo estrutural da APX mostrando a posicdo dos residuos de aminoécido, lisina
(Lys5b5), fenilalanina (Phe201), arginina (Arg64), tripisina (Trp67 e 208), histidina (His68 e 192),
asparigina (Asp253). Os residuos de cor verde e vermelho representam residuos de APX o
modelo é baseado em estruturas cristalinas publicadas para soja complexo citosoélico APX-
ascorbato.

Phe201
M Argbd
Thps 1y} His6s
s 1D,
Y
A#.‘B

Fonte: ADAK e DATTA, 2005.

A diferenca de afinidade entre a Ascorbato peroxidase (APX) (faixa de uM) e a

CAT (faixa de mM) pelo H,O, sugere que elas pertencam a duas classes
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distintas de enzimas responsivas ao H,O,: APX pode ser responsavel pela fina
modulacdo das ERO para a sinalizacdo, enquanto a CAT pode ser responsavel
pela remocdo do excesso de ERO durante o estresse (MITTLER, 2002;
ROLAO, 2010;). A CAT é Unica dentre as enzimas que degradam H,O,, pois
nao consome equivalentes redutores celulares, além de possuir um mecanismo
muito mais eficiente para a remoc¢do do peroxido de hidrogénio formado nas
células sob condicées de estresse (SCANDALIOS, 2005; ROLAOQ, 2010).
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CAPITULO 1

Efeito do armazenamento nas caracteristicas fisiologicas das sementes
dos cultivares Nordestina e Paraguacu de Ricinus communis L.

RESUMO

A mamona, Ricinus communis L., da familia Euphorbiaceae, muito difundida
em regibes temperadas, tropicais, sub-tropicais e quentes, € comercialmente
cultivada em larga escala pois apresenta diversas aplicabilidades,
principalmente para a inddstria. Durante o armazenamento, a qualidade das
sementes dependem principalmente da umidade e temperatura. Condicdes
ambientais influenciam diretamente no processo de armazenamento, podendo
ocorrer danos oxidativo ao longo do tempo. Nesse contexto, este trabalho teve
como objetivo investigar o efeito de diferentes condigcbes de armazenamento
nas caracteristicas fisiologicas de sementes dos -cultivares Nordestina e
Paraguacu de Ricinus communis L. armazenadas em diferentes condicfes de
temperatura e umidade. Foram utilizadas sementes dos cultivares Nordestina e
Paraguagu que foram armazenadas durante 12 meses (margo de 2014 a margo
de 2015) em diferentes condicbes: (1) umidade relativa e temperatura
controlada - URTC, (2) umidade relativa controlada - URC, (3) temperatura
controlada - TC e (4) umidade relativa e temperatura do ambiente de
laboratério - URTAL. Foram avaliados parametros fisiolégicos de germinacéo
(Germinacao maxima final — GFM, Tempo para alcancar 50% de germinacéo —
T50, Uniformidade da germinacdo — U8416, Area abaixo da curva — AAC,
porcentagem de plantulas normais, biometria e massa seca das plantulas
normais), umidade e avaliagdo de viabilidade das sementes através do teste de
tetrazélio. Os cultivares Nordestina e Paraguagu apresentam comportamentos
fisiolégicos distintos. O cultivar Nordestina apresentou os melhores resultados
fisiolégicos para GFM, T50, U8416, AAC, viabilidade de semente e quantidade
de plantulas normais. A producdo de plantulas normais esta diretamente
relacionada com a porcentagem de germinacdo, para ambos os cultivares.
Quando nao se controla nem a temperatura e nem a umidade relativa (URTAL),
principalmente para as sementes do cultivar Paraguacu, de qualidade inferior
ao cultivar Nordestina, h& alteracéo nos parametros fisiolégicos e diminuicdo da
germinabilidade e vigor das sementes. A umidade relativa € o principal fator
que interfere na qualidade das sementes ao longo do tempo. Para ambos os
cultivares as melhores condicbes de armazenamento foram as que tiveram a
umidade relativa controlada (URTC e URC). O armazenamento de sementes
de R. communis pode ser realizado mantendo apenas o controle de umidade
relativa, principalmente em ambientes onde é dificii a manutencdo da
temperatura, a exemplo do armazenamento realizado pelo pequeno agricultor
do semiarido Brasileiro.

Palavras chaves: Germinabilidade. Mamona. Umidade Relativa. Viabilidade
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1. INTRODUCAO

A mamoneira (Ricinus communis L.) pertencente a familia Euphorbiaceae, é
atualmente cultivada em diversos paises do mundo. Apresenta destaque em
trés paises: india, a China e o Brasil, sdo considerados os maiores produtores
mundiais (BRITO et al., 2015; SINGH et al., 2015). Essa espécie vegetal € uma
oleaginosa que possui uma relevante importancia econdmica e social,
principalmente devido as caracteristicas e possibilidades de uso do 6leo
extraido de suas sementes que é rico em acido ricinoléico - acido 12-hidroxi-
cis-9-octadecenoico (SOUZA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2015).

A mamona apresenta baixo custo de producao e por ser de facil manejo, seu
cultivo constitui uma das opg¢bes agricolas, sendo uma boa alternativa no
plantio para o pequeno agricultor, pois serve como uma possibilidade de
trabalho e renda, tornando-se uma cultura viavel para a regido semiarida do
Brasil, onde ha poucas alternativas agricolas (RIBEIRO et al.,, 2014). A
mamona é uma cultura importante para a economia do semiarido do brasileiro,
devido a sua capacidade de gerar renda para os agricultores familiares do
nordeste (QUEIROGA et al., 2011).

A producdo agricola do mundo depende fundamentalmente das sementes,
logo, a manutencdo de sua viabilidade durante o armazenamento é de
particular importancia. Nesse sentido € importante salientar que a utilizacdo de
sementes com boa qualidade fisica, fisiolégica e sanitaria, sdo fatores de
fundamental importancia para o sucesso da producdo (NOBRE et al., 2014),
bem como, a ampliacgdo do conhecimento sobre o armazenamento e

preservacao de sementes (ABREU et al., 2013).

Durante o armazenamento existem fatores que devem ser levados em
consideracao, tais como: a qualidade inicial do lote de sementes, o ambiente
para a conservacao (temperatura, umidade, disponibilidade de oxigénio e o tipo
de embalagem), bem como caracteristicas inerentes as espécies. O tipo de
embalagem durante o armazenamento assume um papel relevante sobre a
gualidade da semente, uma vez que a embalagem ajuda a atenuar a

velocidade de deterioracdo, ao manter o teor de umidade inicial das sementes
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armazenadas, mesmo com a diminui¢cdo, ou nao, da taxa de respiracdao das
sementes (ABREU et al., 2013).

O teor de umidade das sementes depende da umidade relativa do ar no
ambiente de armazenamento que por sua vez, € influenciado pela temperatura.
O tempo necessario para que a umidade das sementes entre em equilibrio com
a umidade relativa do ambiente (ponto de equilibrio higroscopico) depende da
espécie e principalmente da temperatura (KANO et al., 1978; SANTOS, 2010;
MBOFUNG et al., 2013).

As condicdbes de armazenamento sdo determinantes para garantia da
qualidade fisiologica das sementes e, embora a sua qualidade ndo possa ser
melhorada, boas condi¢des durante este periodo contribuirdo para manté-las
viaveis por um tempo mais longo, retardando o processo de deterioracéo
(CAIXETA, 2009; ALMEIDA, 2010). Quando impropriamente armazenadas, as
sementes oleaginosas se deterioram devido ao aumento da acidez. Além disso,
0 armazenamento inadequado provoca problemas como: morfo, perda de cor,
diminuicao do vigor e das reservas nutritivas da semente, o que faz com que os
produtores de sementes se preocupem com a utilizacdo de técnicas que

propiciem a minimizag&o dos fatores de deterioragao (FIGUEREDO, 2006).

Devido a existéncia de tantos fatores que podem afetar direta ou indiretamente
a semente, sdo necessarias condicdes de armazenamento adequadas para
minimizar os danos sofridos as sementes, sendo indispensaveis sempre novos
estudos que ajudem a contribuir com métodos ja existentes ou o surgimento de
formas mais inovadoras. Deste modo, os estudos béasicos sobre as
transformacdes fisiolégicas pelas quais passam as sementes durante o
armazenamento, incluindo o conhecimento das bases bioquimicas que regem a
perda da viabilidade sdo essenciais para o entendimento dos mecanismos
envolvidos na manutencdo das caracteristicas fisiologicas ou deterioracao
durante o armazenamento. Assim, o0 presente estudo visou investigar o efeito
de diferentes condi¢Bes de temperatura e umidade relativa nas caracteristicas
fisiologicas dos cultivares Nordestina e Paraguacu de R. communis durante 12

meses de armazenamento.
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2. MATERIAS E METODOS

2.1. Material bioloégico e conducdo do armazenamento

2.1.1. Cultivar Nordestina e Paraguacu

Os Cultivares BRS 149 Nordestina (Nordestina) e BRS 188 Paraguagu
(Paraguacu) foram plantados no més de fevereiro do ano de 2013 e colhidos
em julho-agosto do mesmo ano. O plantio foi realizado no Campo Experimental
de Montes Claro (CEMC) da Empresa de Pesquisa Agropecuéaria de Minas
Gerais (EPAMIG). O CEMC esta localizado em Montes Claros em Minas
Gerais, com as seguintes caracteristicas fisiograficas: altitude de 602 m,
paralelo de 16° 66’, latitude sul de meridiano de 43° 73’, longitude oeste de
Greenwich. A temperatura média foi de 23,55°C, e a pluviosidade média de 950
mm.

Figura 12. Localizacdo do Campo Experimental de Montes Claros (CEMC) da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais - EPAMIG. (A) Estado de Minas Gerais, (B) Cidade de
Montes Claros, (C) CMEC.

(A) (B) (©)

FONTE: EPAMIG.
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2.2. Armazenamento

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Bioquimica, Biotecnologia e
Bioprodutos — LBBB, Departamento de Biofuncdo do Instituto de Ciéncias da
Bahia — ICS da Universidade Federal da Bahia — UFBA. Foram utilizadas
sementes dos cultivares Nordestina e Paraguacu de R. communis , fornecidas
pela Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerias — EPAMIG em
marco de 2014. Ao chegarem ao LBBB/ICS/UFBA as sementes inicialmente
passaram pelo processo de beneficiamento manual, visando retirar, possiveis
individuos que estivessem com algum dano, que gerasse conflito no momento
de utilizacdo. Realizou-se a caracterizagdo inicial dos lotes dos cultivares
Nordestina e Paraguacu, de acordo com o descrito nas Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 2009).

Para a caracterizacao fisioldgica inicial das sementes realizou-se a morfometria
das sementes, determinacdo da massa de mil sementes, avaliacdo da
germinabilidade: germinacédo final maxima (GFM), do tempo maximo para
alcancar 50% de germinacdo (T50), indice de uniformidade de germinacédo
(UB416), da area abaixo da curva de germinacdo (AAC). Dados gerados pelo
programa GERMINATOR (JOOSEN et al.,, 2010). Realizou-se também a
biometria das plantulas normais (BPN), teor de umidade das sementes (U) e
peso da massa seca das plantulas normais (PMSPN). Amostras das sementes
dos dois cultivares foram separadas e armazenadas em freezer -80 °C (tempo

zero) para uso posterior e realizacdo das andlises bioquimicas.

Apoés a caracterizacdo inicial, todas as sementes dos cultivares Nordestina e
Paraguacu foram colocadas em sacos de aniagem, totalizando 8 sacos. Cada
saco de aniagem, contendo aproximadamente 5 Kg de sementes, foi colocado
nas condicdbes de armazenamento descritas na Tabela 2: (1) condicdo
considerada com manutencao da umidade relativa e temperatura controladas
(URTC), onde a bombona contendo os sacos de sementes e silica gel foi
colocada na camara de germinacéo - BOD (Eletrolab — EL402/150), mantendo-
se a umidade relativa de 13,60 + 4,43% e temperatura de 16,29 * 2,36 °C; (2)
na condicdo de umidade relativa controlada (URC) colocou-se a bombona com

sementes e silica gel no ambiente de laboratério (umidade de 9,03 + 2,26%),
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onde a temperatura é 23,09 + 0,85°C; (3) a condicdo com temperatura
controlada (TC) foi mantida (17,32 = 3,09 °C) as sementes foram colocadas na
BOD (Eletrolab — EL402/150), com umidade relativa alta e sem controle (69,09
+ 9,31%); (4) a condicdo umidade relativa do ambiente de laboratério (URTAL)
foi obtida (53,23 + 8,30%), onde a temperatura é de 24,74 + 1,50 °C. Durante
0s 12 meses de armazenamento (marco de 2014 a marco de 2015), a
temperatura e a umidade de cada ambiente foram medidas diariamente

utilizando-se o datalogger (Impac — IP747RH).

Tabela 2. Condi¢Bes de armazenamento de sementes dos cultivares Nordestina e Paraguagu
de Ricinus communis L. no Laboratério de Bioguimica, Biotecnologia e Bioprodutos — LBBB,

durante o periodo de 12 meses (marco de 2014 a mar¢o de 2015).

Condicobes Umidade Umidade Temperatura Umidade relativa
relativa e relativa controlada e temperatura do
De temperatura controlada ambiente de
controlada laboratério
Armazenamento
Siglas (URTC) (URC) (TC) (URTAL)
Sacos de aniagem X X X X
Bombona + silica gel X X - -

Temperatura (°C) 16,29 + 2,36 23,09 +0,85 17,32 £ 3,09 2474 + 1,50

Umidade relativa (%) 13,60 = 4,43 9,03 £ 2,26 69,09 + 9,31 53,26 + 8,30

2.3. Morfometria das sementes

Para as andlises morfométricas foram selecionadas aleatoriamente 100
sementes de cada um dos cultivares de R. communis (quatro replicatas de 25
sementes), onde foi medido a altura (medida do apice a base), a largura e a
espessura (regido mediana) de cada uma com o auxilio de paquimetro digital
(Lee Tools- Electric Digital Caliper 6”). A dimensfes da altura, largura e
espessura foram determinadas em mm. A morfometria das sementes foi
realizada de acordo com as recomendacdes da Regra para analise de
sementes (BRASIL, 2009).
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2.4. Massa de mil sementes

A massa de mil sementes dos dois cultivares de R. communis (Nordestina e
Paraguacu) foi realizada de acordo com as recomendacdes da Regra para
Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). Utilizando um béquer, previamente
tarado, fizeram-se pesagens na balanca analitica (Shimandzu AUXX 220
unibloc) de 10 repetic6es de 100 sementes, para determinar a massa média. E
o resultado foi expresso em gramas. A partir da massa média calculou-se a

massa de mil sementes, utilizando-se a seguinte formula:

Massa de mil sementes (g)= X x 10

Onde X é a média das 10 repeticfes das 100 sementes.

Multiplica-se por 10 a média do peso das demais repeticdes de 100 sementes,

sendo este o resultado do teste.

2.5. Teste de germinacao

Os ensaios fisiolégicos foram realizados ao longo dos 12 meses de
armazenamento (marco de 2014 a marco de 2015). No entanto, foram
demostrados resultados trimestrais devido a grande quantidade de dados
obtidos ao logo do armazenamento das sementes dos cultivares Nordestina e

Paraguacu de R. communis.

Mensalmente, foram coletadas amostras das sementes armazenadas de cada
um dos cultivares e estas amostras foram submetidas ao teste de germinacao
em rolo, seguindo as recomendacfes da Regra para andlise de sementes
(BRASIL, 2009).

Para realizacdo dos experimentos, foram utilizadas quatro replicatas de 25
sementes de R. communis, totalizando 100 sementes, que foram separadas
aleatoriamente, por contagem manual. Apdés a contagem e separacdo das
sementes, foi realizada a desinfestagdo das mesmas, utilizando solucdo de
hipoclorito 0,5% e Tween 20 (1 gota por 100 mL). Para isso, as sementes

foram submersas na solugcdo de hipoclorito por 20 minutos sob agitacao
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constante. Foram realizadas quatro lavagens com &gua destilada para a
retirada do hipoclorito e as sementes foram colocadas para secar em cima do

papel toalha.

As sementes antes de serem colocadas para germinar, sofreram remocéo da
caruncula com o objetivo de garantir uma maior uniformidade de embebicdo na
germinacao. Os ensaios foram realizados em rolos de papéis (germitest), como
substrato, umedecidos com &agua destilada, na quantidade equivalente a 2,5
vezes do peso do substrato seco. Os rolos eram formados por 3 folhas de
papel germitest, sendo que as 25 sementes foram arrumadas sobre 2 folhas de
papel e cobertas por uma folha de papel sobre as mesmas, e foram colocadas
em sacos plasticos transparentes e em seguida transferidos para a camara de
germinacao tipo BOD (Panasonic — humidity), sem fotoperiodo, a uma

temperatura de 30°C (Figura 13).

Figura 13. Montagem do experimento de
germinacdo de sementes dos cultivares
Nordestina e Paraguacu de Ricinus communis
L.. (A-D) corresponde a montagem do rolo de
germinacdo com papel germitest; (E) rolos de
papel para a germinacéo dentro do germinador

(Panasonic - humidity).
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A avaliacdo do teste de germinacéo foi diaria e realizada por seis dias, sendo
analisados os seguintes parametros: protrusdo da radicula, plantulas normais,
sementes ndo germinadas e sementes mortas (Figura 14). As plantulas
normais foram retiradas com quatro dias (primeira contagem) e apés seis dias
(contagem final). Os dados de germinacdo obtidos foram analisados no
software Germinator (Joosen, 2010) gerando os seguintes parametros: GFM
(germinacéo final méxima); T50 (Tempo para alcancar 50 % de germinacao);
U8416 (uniformidade de germinacdo medindo-se o intervalo de tempo em
horas entre 84% e 16% de germinacdo de sementes); AAC (area abaixo da

curva de germinacao).

Figura 14. Padr6es de germinagcdo de sementes dos cultivares Nordestina e Paraguacu
de Ricinus communis L.. (A) sementes ndo germinadas (Paraguacgu); (B) plantulas
normais (Paraguagu), (C) plantulas normais (Nordestina); (D) plantulas anormais

deformadas (Paraguacu) e (E) plantulas anormais deterioradas (Paraguacu).

oes

As biometrias das plantulas normais foram realizadas no quarto dia € no sexto

dia de germinacao utilizando paquimetro digital (LEE Tools — electric digital
caliper 6”), sendo os resultados expressos em mm. Para determinacdo da
massa seca das plantulas normais, estas foram acondicionadas em sacos de

papel e levados para a estufa (Eletrolab — EL402/150) a 80°C por trés dias.
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ApoOs os trés dias as plantulas foram levadas ao dessecador (NS24/29) onde
este € despressurizado, ficando as plantulas no mesmo durante 20 minutos
(para esfriar), em seguida realizou-se a pesagem em balanca analitica

(Shinadzu, AUW?220D), para determinar a massa seca das plantulas normais.

2.6. Teste de umidade

A avaliacdo da umidade por gravimetria (Figura 15) foi realizada seguindo as
recomendacdes da Regra para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Foram
utilizados recipientes de aluminio com tampas previamente pesados (t) em
balanca (Shinadzu, AUW220D). Posteriormente foram separadas em quatro
repeticbes, com aproximadamente 10 g de sementes cada, que foram
colocadas em quatro recipientes de aluminio e quebradas antes da pesagem
(sementes e recipientes juntos (P)), e colocados na estufa (Eletrolab, EL 202) a
105°C por 24 horas. ApGs as 24 horas, os recipientes de aluminio com as
sementes foram colocados em dessecador (NS24/29), sendo despressurizado,
onde permaneceu por 20 minutos para esfriar os recipientes. Apos este periodo
realizou-se a pesagem final e a anotacdo dos valores obtidos (semente seca
juntamente com os recipientes - p). Por fim a porcentagem de umidade foi

calculada utilizando a seguinte formula:

% Umidade=100(P-p)
P-t

Onde:

P = Peso Inicial (Peso do recipiente e sua tampa mais 0 peso da semente

umida (9));

p = Peso Final (Peso do recipiente e sua tampa, mais o peso da semente seca

(9));

t = Tara (peso inicial do recipiente com sua tampa (g)).
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Figura 15. Determinacdo da umidade
(%) das sementes dos cultivares
Nordestina e Paraguacu de Ricinus
communis L., mostra a quebra das

sementes.

2.7. Teste de tetrazolio

Para avaliar a viabilidade das sementes foi seguido o protocolo descrito por
Gaspar-Oliveira et al.,, (2009). Para a realizacdo do teste de tetrazdlio, as
sementes foram embebidas previamente em agua por 24 horas (em copo
descartavel com 75 mL de agua destilada e mantidas a temperatura ambiente,
25°C). ApOs este periodo, foram retirados o tegumento das sementes e estas
sofreram um corte sagital, cortando ao meio o embrido e o endosperma. Em
seguida as duas metades obtidas foram avaliadas quando a sua integridade e
qualidade do corte, sendo utilizada apenas a metade da amostra para o
prosseguimento do teste. As sementes cortadas foram colocadas em copos
plasticos, submersas em solucdo de tetrazolio 0,2% e incubadas a 35°C no
escuro (ELETROIab — EL202/3) por duas horas. A reacéo foi finalizada com o
descarte da solucdo de tetrazolio e a substituicAo por &gua destilada. As
sementes foram lavadas trés vezes com agua destilada e colocadas para secar
em papel toalha, sendo em seguida avaliadas em sementes viaveis e sementes
ndo viaveis de acordo com a coloracdo (Figura 16). Sementes com 50% do
endosperma e 100% do embrido corado de vermelho foram consideradas

viaveis e sementes com menor propor¢cao de coloracdo foram consideradas
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como inviaveis. Este teste foi realizado com 100 sementes de cada condicao,

sendo dividido em quatro repeticdes de vinte e cinco sementes (A, B, C e D).

Figura 16. Teste de tetrazdlio em sementes de
Ricinus communis L., padrbes de sementes
inviaveis (com menos de 50% do endosperma
corado e menos de 100% do embrido corado) e
viaveis (com mais de 50% do endosperma
corado e 100% do embrifio corado). (A)
sementes inviaveis do cultivar Paraguacgu, (B)

semente viavel do cultivar Nordestina.

(A)

2.8. Andlise dos dados e tratamento estatistico

Para avaliacdo dos dados foi utilizado o delineamento experimental em parcela
subdividida no tempo e os resultados obtidos foram submetidos ao teste de
Tukey com probabilidade de 5%. Utilizou-se para este processamento de
dados do programa SISVAR verséo 5.0 (FERREIRA, 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Morfometria das sementes

Estudos relacionados aos aspectos morfométricos e a avaliacdo da germinacao
de sementes sédo parametros importantes para a identificacdo e diferenciacéo
de espécies, lotes, variedades, cultivares, genoétipos de plantas, entretanto,
devem ser associados a outros parametros. A morfometria das sementes
fornece informagdes importantes para avaliar a variabilidade genética dentro de
populacdes de uma mesma espécie (CARVALHO et al., 2003; FONTENELE et
al., 2007; AQUINO et al., 2009; SCHULZ et al., 2014).
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A caracterizacdo dos cultivares € importante para que se possa, a partir dos
estudos realizados, determinar o comportamento dos cultivares frente as
diferentes condigbes ambientais a que sdo submetidos os materiais estudados
(JESUS FILHO, 2014).

Os resultados descritos na Tabela 3 correspondem a morfometria e a
determinacdo da massa de mil sementes, realizadas antes do inicio do
armazenamento em diferentes condi¢cdes de temperatura e umidade relativa,
utilizando dez sub-amostras de 100 sementes provenientes dos lotes dos
cultivares Nordestina e Paraguacu. A partir da analise dos dados
morfométricos, verificou-se que ndo ha diferenca significativa entre estes

parametros quando comparado os dois cultivares.

Tabela 3. Morfometria (altura, comprimento e largura (mm) e volume (mm3)) e massa de mil
sementes (g) dos cultivares Nordestina e Paraguacu de Ricinus communis L. produzidas pela

Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerias — EPAMIG, 2013.

Morfometria (mm)

Massa de mil

3
Cultivar Altura Largura Espessura VBIUme (i) sementes (g)

Nordestina 16,92+0,57A 13,62+0,17A 7,49+0,11 A 1726,73+0,95A 657,3
Paraguacu 17,08+0,09A 13,40+0,14A 7,50+0,01 A 1714,94+0,26 A 690,3

CV. (%) 2,30 1,40 1,00 3,99

Média seguida da mesma letra mailuscula na coluna ndo difere entre si pelo teste de Tukey,

para o valor de 5% de significancia.

No presente estudo verificou-se que ndo ha diferencas significativas quanto
estes parametros, entretanto, por se tratar de dois cultivares com
caracteristicas genéticas distintas, ao longo do armazenamento houve
diferencas no comportamento de cada cultivar quanto aos parametros
fisiologicos e bioquimicos estudados. Estes resultados diferem do descrito por
Jesus Filho (2014) e esta de acordo com os resultados obtidos por Drumond
(2010) que ao avaliarem sementes de Nordestina encontraram largura (12,10
mm), altura (15,80 mm), espessura (6,96 mm) e de Paraguacu largura (12,92
mm), altura (17,35 mm), espessura (7,15 mm). A morfometria das sementes de

R. communis varia entre cultivares e entre racemos, dependendo do seu
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tamanho e densidade pode influenciar na germinacdo e vigor da mesma
(CAVALCANTE et al., 2012).

Em muitas espécies o tamanho da semente tem sido indicativo de vigor, em
geral, as sementes de maior tamanho foram mais bem nutridas durante o seu
desenvolvimento, possuindo embrido bem formado e com maior quantidade de
reserva, consequentemente, as mais vigorosas (CARVALHO & NAKAGAWA,
2000; ALVES et al., 2005; SANTOS, 2007; AIQUINO et al., 2009; CANGUSSU
et al., 2013; SCHULZ et al.,, 2014). No entanto, estudos relacionados com
sementes de varias espécies demonstram que a massa e o0 tamanho das
sementes nao influenciam os resultados dos testes realizados em laboratorio e
do desempenho de plantas no campo. Nesse sentido, os trabalhos existentes
na literatura relacionados com o tamanho e massa de sementes e a sua
relacdo com germinacéo e vigor, sdo bastante controversos (CANGUSSU et
al., 2013).

Além disso, o conhecimento acerca da morfologia de sementes € util na
identificacdo e certificacdo da qualidade das sementes. Este conhecimento tem
também aplicacdo no manejo de fauna mediante estudos sobre dieta de
herbivoros e nos estudos sobre a flora, auxilia na identificacdo de espécies no
banco de sementes, contribuindo para a compreensdo da regeneracdo e
sucessao vegetal nos ecossistemas (OLIVEIRA, 2010; FONSECA et al., 2013).

Segundo as Regras de andlises de sementes (BRASIL 2009), o peso ou a
massa de mil sementes é utilizado para calcular a densidade de semeadura, o
namero de sementes por embalagem e o peso da amostra de trabalho para
andlise de pureza, quando ndo especificado nas RAS. E uma informacéo que
da ideia do tamanho das sementes, assim como de seu estado de maturidade
e de sanidade. No trabalho de Zuchi (2010) o peso de mil sementes do cultivar
Paraguacgu foi de 711 g e no trabalho de Jesus Filho (2014) o peso de mil
sementes para o cultivar Nordestina (614,2 g) e para o Paraguacgu (738,1 g). Ao
comparar estes dados com os resultados obtidos no presente estudo, €
possivel afirmar que um mesmo cultivar de mamona pode apresentar variacdes
na massa de mil sementes em funcéo do local e condi¢des de cultivo, e que um

menor valor na massa de mil sementes ndo indica se o cultivar sera menos
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produtivo que o cultivar com massa de mil sementes maior (JESUS FILHO,
2014).

Os dados apresentados na Tabela 4 sdo importantes para avaliagao inicial do
lote de sementes, como também para acompanhamento e avaliacdo das
sementes durante o armazenamento, estes dados foram gerados no programa
GERMINATOR (JOOSEN et al, 2010), a partir dos resultados de germinacao
obtidos. A germinacéo final méxima (GFM) serve para avaliar a qualidade das
sementes quanto a germinacao; através do T50 (tempo para alcancar 50% da
germinacdo) se analisa a viabilidade e vigor das sementes; o indice de
uniformidade (U8416) corresponde ao tempo que as sementes de um
determinado lote germinam dentro do espaco de tempo especifico, permitindo
avaliar o quanto uniforme é a germinacdo; a area abaixo da curva de
germinacao (AAC) é um parametro que permite avaliar o vigor das sementes a
partir do GMF e T50. Os dados de tamanho (biometria) das plantulas normais
(BPN) e peso da massa seca das plantulas normais (PMSPN) sao outros
parametros que permitem avaliar vigor das sementes. E a umidade das
sementes (U) é de fundamental importancia para a avaliagdo da qualidade da

semente, principalmente durante o armazenamento.

De acordo com as Regras para Andlise de Sementes - RAS (BRASIL 2009) é
interessante determinar a germinacdo final maxima de um lote de sementes,
pois € uma maneira de comparar a qualidade de diferentes lotes e também
estimar o valor para semeadura em campo. Ha diferencgas significativas entre a
germinacéo final maxima (GFM) das sementes dos dois cultivares em estudo.
Diferem também quanto ao tempo para alcancar 50% de germinacéo (T50), ao
U8416, AAC e BPN. No entanto, ndo ha diferenca significativa para o teor de
umidade das sementes e para o peso da massa seca das plantulas normais.
Verificou-se que as sementes do cultivar Nordestina sdo mais vigorosas e com
uma melhor porcentagem de germinagao quando comparadas com o lote de

sementes de Paraguacu utilizadas no neste estudo.
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Tabela 4. Caracterizacdo inicial de sementes de os cultivares Nordestina e Paraguacu de
Ricinus communis L. produzidas pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerias —
EPAMIG, 2013. Germinacdo final maxima — GFM (%), tempo para alcancar 50% da
germinacao - T50 (horas), indice de uniformidade da germinacao - U8416 (horas), area abaixo
da curva de germinacdo — AAC (adimensional), biometria das plantulas normais — BPN (mm),

umidade - U (%) e peso da massa seca das plantulas normais — PMSPN(g).

Caracterizagdo inicial

GFM T50 U416 BPN PMSPN
Cultivar U (%) (%) (horas) (horas) AAC (mm) (@)

5,16+ 1000 30,90 3,90 = 69,00 + 68,06+ 0,83+
Nordestina 0,09A A 0,89 A 2,81A 1,04 A 514 A 0,34 A

5,89+ 62 + 47,70 = 1780+ 30,40+ 49,12+ 052+
Paraguacu 0,14 A 0,02 B 3,15B 4,95 B 2,35B 833B 0,14A

Média seguida da mesma letra mailuscula na coluna ndo difere entre si pelo teste de Tukey,

para o valor de 5% de significancia.

3.2 Umidade

A umidade das sementes de mamona dos cultivares Nordestina e Paraguacu
determinada ao longo dos meses de armazenamento esta representada na
Figura 17. As sementes dos cultivares Nordestina e Paraguacu apresentaram
umidade que variaram entre 3,0 a 6,9% durante os doze meses de
armazenamento. Como esperado, as sementes apresentaram 0S menores
valores de teor agua quando armazenadas nas condi¢cbes de umidade
controlada, ou seja, uso de bombona com silica gel, na temperatura ambiente
(URC) e com o controle de umidade e temperatura (URTC). Enquanto que as
sementes de ambos cultivares mantidas sem controle de umidade absorveram
agua do ambiente. Ao se comparar a germinacao (Figura 18) e a umidade, as
sementes que apresentaram menor porcentagem de germinacdo foram
aquelas que ficaram armazenadas sem controle de umidade. Isso condiz com a
literatura, pois, no armazenamento, altos teores de umidade deterioram as
sementes, provocando a perda do vigor e poder germinativo (ALMEIDA et al.,
1997; FIGUEIREDO, 2006; BIZERRA et al., 2015).
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Figura 17. Umidade (%) de sementes de dois cultivares de Ricinus
communis L. armazenadas em diferentes condi¢cbes (umidade relativa e
temperatura controla - URTC; umidade relativa controlada - URC;
temperatura controlada - TC e umidade relativa e temperatura do ambiente
de laboratério — URTAL), no periodo de margo de 2014 a margo de 2015 no
LBBB/ICS/UFBA. (A) Nordestina e (B) Paraguacu.
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Letras mailsculas iguais (em cada condicdo de armazenamento) nao
representam diferenca significativa entre os tempos de armazenamento (0,
3, 6, 9, 12 meses); letras mindsculas iguais entre os tempos de
armazenamento ndo representam diferenca significativa entre as condi¢fes

de armazenamento, de acordo com o teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Jesus Filho (2014), em seu estudo de caraterizacdo de genotipos de R.
communis, avaliou a umidade das sementes do cultivar Nordestina (5,94%) e
do cultivar Paraguacgu (5,93%), semelhantes aos determinados no presente
estudo. Almeida et al. (2002), afirmou que o percentual de umidade nas
sementes de mamona, deve estar entre 4 e 6% da massa total das sementes.
O teor de umidade nas sementes de Nordestina e Paraguacu variou entre 3 e
6,9 %, este percentual refletiu que a umidade das sementes mantidas em todos
0s tratamentos, estavam dentro dos padrées de umidade descritos pela Regras
de Andlise de Sementes (BRASIL, 2009) que € de no maximo 10% de umidade
para sementes oleaginosas e muito proximo do descrito por Almeida et al.
(2002). No entanto, mesmo com valores relativamente baixos, pequenas
variacbes na umidade refletem em diferencas significativas em varios
parametros da germinabilidade das sementes, visto que a atividade de alguns
fungos, de enzimas e até mesmo de alguns insetos dependem de pequenas
variacbes na umidade das sementes e temperatura do ambiente para serem

ativados ou mesmo acelerados. Isto foi confirmado no presente estudo.

3.3. Germinacgéo

A analise dos resultados obtidos, durante 12 meses de armazenamento de
sementes destes dois cultivares de R. communis, demonstra que ha diferencas
entre os cultivares Nordestina e Paraguacu quanto a germinacéo, viabilidade e
vigor. A germinacgdo final maxima das sementes diferiu quando comparada

entre os dois cultivares, condi¢des e periodos de armazenamento (Figura 18).

O cultivar Nordestina, em trés das condicfes nas quais as sementes foram
submetidas ao armazenamento, passados doze meses, continuou com uma
boa germinacéo, variando entre 90% a 100%, exceto na condicdo URTAL
(Figura 18 A). Neste caso, os resultados foram de acordo com o esperado, ja
que se tratou da condicdo onde o controle ambiental foi menor, ficando
submetida as maiores variagbes de temperatura e umidade. O cultivar
Nordestina armazenado na condigdo URTAL apresentou diferenga significativa
na GFM ao longo do armazenamento, especificamente entre o inicio do

armazenamento (tempo zero) e nos meses seis e doze.



Figura 18. Germinacao final maxima (%) de sementes de dois cultivares de

Ricinus communis L. armazenadas em diferentes condi¢bes (umidade

relativa e temperatura controla - URTC; umidade relativa controlada - URC;

temperatura controlada - TC e umidade relativa e temperatura do ambiente

de laboratério — URTAL), no periodo de mar¢o de 2014 a marco de 2015 no
LBBB/ICS/UFBA. (A) Nordestina e (B) Paraguacu.
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Quando comparou a GFM obtido em cada més avaliado para todas as
condicbes armazenamento (Figura 18 A), o valor de GMF das sementes de
Nordestina, nos meses seis e doze apresentou diferenga significativa.
Ressalta-se que na condicdo sem controle de temperatura e umidade relativa

as sementes sofreram mais variacdo do ambiente durante o armazenamento.

As sementes de Paraguagu apresentaram variacbes na germinacdo durante
todos os doze meses de armazenamento. A0 iniciar 0 experimento,
apresentavam GFM de 62%, e ndo alcancaram 100% de germinacdo em
nenhuma das condicbes de armazenamento, nos periodos testados.
Entretanto, as sementes apresentaram germinacdo em torno de 80% em trés
meses de armazenamento para as quatro condi¢cdes testadas. As sementes
mantidas nas condicdes URTAL e TC, atingiram 80% de germinacdo no
terceiro més de armazenamento, entretanto, houve uma queda de germinacao
maior até diminuir para 40 e 32% de germinag¢do (nono més), respectivamente.
Enquanto que, as sementes mantidas nas condigbes de armazenamento em
bombona com silica gel (URTC e URC) apresentaram variacfes de germinacao

entre 80 a 52% durante o periodo de armazenamento.

A irregularidade na emergéncia das plantulas de mamona em campo e também
em laboratério tem sido atribuida a dificuldade de absorcdo de agua pelas
sementes, devido a espessura e rigidez do tegumento ou a uma possivel
dorméncia pds-colheita (LAGO et al., 1979; MENDES et al., 2009; NOBRE et
al., 2014). Por isso, a colheita dos racemos, frutos e sementes da mamoneira é
feito em varias etapas, periodicamente, com o intuito de minimizar os efeitos da
falta de uniformidade na maturacdo e maximizar a qualidade das sementes
(GONCALVES, et al.,, 1981; MAZZANI, 1983; FANAN et al., 2009). Esta
variacdo de germinacdo pode ocorrer devido a condicdo de armazenamento,
como também, devido a estas sementes terem sido colhidas em diferentes
racemos ou posi¢des no racemo, que séo afetadas pelas condigbes ambientais

vigentes antes e durante a sua formacao (FANAN et al., 2009).

Além das caracteristicas especificas de cada cultivar, a mistura de sementes
colhidas em diferentes condicbes e de plantas e racemos distintos poderia

explicar a variagdo de germinacdo e diferengcas de vigor entre os cultivares
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Nordestina e Paraguacu, ja que antes de realizar o experimento todas as
sementes sofreram remocdo da carincula com o objetivo de garantir uma
maior uniformidade de embebicdo durante a germinacdo. Essas caracteristicas
de cada lote e/ou cultivar podem influenciar na qualidade inicial das sementes e
no potencial de armazenamento (LUCENA et al.,, 2006), o que foi verificado

com o cultivar Paraguagu.

O tempo maximo para alcancar 50% de germinacao T50 é um parametro para
avaliar vigor. As sementes de Nordestina necessitaram entre 30 e 40 horas de
tempo maximo para alcancar 50% de germinacdo, ocorrendo em todas as
amostragens realizadas durante os doze meses de armazenamento. Ja o
tempo para as sementes de Paraguacu alcancarem o T50 foi superior,
ocorrendo somente a partir de 50 horas de embebicéo (Figura 19). Verificou-se,
assim, que a protrusdo de 50% das sementes do cultivar Nordestina ocorreu
em menor tempo, além disso, com o aumento do periodo de armazenamento
as sementes do cultivar Paraguagu aumentaram o T50 (50 a 64 horas) para
gue metade das sementes utilizadas germinasse. O aumento no T50 para o

cultivar Paraguacu pode ser considerado como um indicativo de perda de vigor.

Um dos aspectos mais pesquisados nos Ultimos anos tem sido a qualidade
fisiolégica das sementes, em decorréncia de estarem sujeitas a uma série de
mudancas degenerativas de origem bioquimica, fisiologica e fisica, apds a sua
maturacdo, as quais estdo associadas com a reducédo do vigor (FIGUEIREDO,
2006). Os parametros de germinabilidade, ao longo de doze meses de
armazenamento, diferiram significativamente entre dos dois cultivares, estando
de acordo com o descrito por Eicholz et al. (2012), pois verificou-se que 0s
cultivares de sementes de mamona (IAC 80, IAC 226, IAC Guarani, IAC 2023,
BRS energia, AL Guarany 2002, Lyra), possuiam qualidade fisiolégica e
comportamentos diferentes. Os resultados da condicdo URTAL, tiveram uma
reducdo na GFM e um aumento no T50, pois se tratou de uma condi¢cdo sem
controles das condigbes ambientais, ficando as sementes expostas a maiores

variagcOes de temperatura e umidade (OLIVEIRA, 2011).



Figura 19. Tempo para alcancar 50% de germinacédo (T50) de sementes de
dois cultivares de Ricinus communis L. armazenadas em diferentes
condicdes (umidade relativa e temperatura controla - URTC; umidade
relativa controlada - URC; temperatura controlada - TC e umidade relativa e
temperatura do ambiente de laboratério — URTAL), no periodo de marco de
2014 a mar¢co de 2015 no LBBB/ICS/UFBA. (A) Nordestina e (B)

Paraguacu.
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Tempo para alcancar 50% de germinacdo € mais rapido quando as sementes
estdo armazenadas em condicdes com baixa temperatura e umidade, pois
guanto menor a temperatura e a umidade relativa, mais baixo vdo estar o
metabolismo das sementes, e consequentemente a taxa de respiracdo das
sementes vai estar reduzida (DAIUTO et al., 2010). Devido as caracteristicas
das sementes, sua umidade é influenciada pela umidade externa e condi¢cdes
de armazenamento ndo herméticas permitem o contato da semente com o
ambiente, alterando frequentemente a umidade dos produtos armazenados,
sendo que cada espécie e cada genotipo tém seu equilibrio higroscépico.
Desse modo, o teor de adgua das sementes é diretamente proporcional da
umidade relativa do ambiente com o qual mantém estreito contato, incluindo o
ar intersticial (OLIVEIRA, 2011; GREGGIO & BONINI, 2014).

A perda do vigor das sementes pode ser demonstrada pela reducdo da
germinacao e pelo aumento do tempo para alcancgar 50 % da germinacao. Este
fator pode estar associado a dorméncia ou deterioracdo das sementes, que
pode ser acelerado pelo aumento de fatores externos (umidade e temperatura)
(SMANIOTTO et al., 2014). Os resultados de T50 obtidos com estas sementes,
durante o armazenamento corroboram com o estudo de Vasconcelos (2015)
que obteve um T50 de 34 a 80 horas para sementes do cultivar MPA11l de
Ricinus communis. Estes resultados diferem dos obtidos por Teles (2013), que
observou que sementes de mamona do cultivar MPA 11 da EBDA colhidas com
mais de 63 dias ap0s a inflorescéncia e armazenadas, ndo apresentaram
melhorias na velocidade da germinagdo nem na uniformidade. Neste estudo
verificou-se que a temperatura e a umidade relativa afeta de forma direta, como
descrito por SMANIOTTO et al. (2014) no vigor das sementes. As sementes
mantidas na condicdo URTAL apresentaram um aumento do T50 e uma
reducdo na GFM para os cultivares Nordestina e Paraguagu ao longo dos 12
meses de armazenamento.

Em relacédo ao indice de uniformidade (U8416) é possivel notar divergéncias
entre o tempo de germinacdo determinado para as sementes de ambos os
cultivares durante o periodo de armazenamento. As sementes de Nordestina
apresentaram maior uniformidade durante a germinacao. No entanto, durante o
armazenamento a uniformidade diminuiu a partir do sexto més para as

sementes que ficaram na condicdo URTAL (Figura 20).



Figura 20. indice de uniformidade (U8416) da germinacdo de sementes de
dois cultivares de Ricinus communis L. armazenadas em diferentes
condicdes (umidade relativa e temperatura controla - URTC; umidade
relativa controlada - URC; temperatura controlada - TC e umidade relativa e
temperatura do ambiente de laboratério — URTNC), no periodo de marco de
2014 a marco de 2015 no LBBB/ICS/UFBA. (A) Nordestina e (B)

Paraguacu.
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de armazenamento, de acordo com o teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Ja as sementes de Paraguacu apresentaram menor uniformidade, no entanto,
durante os doze meses ocorreram variacbes significativas apenas para as
sementes armazenadas na condicdo URTAL enquanto que nas sementes de

Nordestina a variacao foi nas condicbes URTC e URTAL.

O tempo que as sementes levaram para que houvesse a germinacao refletiu a
variacao da qualidade da germinagdo das mesmas entre os dois cultivares e de
acordo com a condicdo e o tempo de armazenamento. Vasconcelos (2015)
avaliou o indice de uniformidade da germinacdo de sementes secas de MPA
11, obtendo um resultado de U8416 (21,16 horas). A uniformidade na
germinacdo é um parametro almejado em cultivos agricolas, o que pode ser
alcancado por meio de tratamentos pré-germinativos, visando uniformizar o
estande, o crescimento e o desenvolvimento da lavoura, e posteriormente
facilitar e otimizar a colheita e a comercializacdo (VARIER et al., 2010; CHEN &
ARORA, 2013).

Outro parametro que € possivel associar a viabilidade das sementes para
germinar, é a area abaixo da curva (AAC), pois através desse parametro se
avalia a germinacdo final maxima pelo tempo para alcancar 50 % de
germinacao, por um periodo de cem horas. As sementes que obtiveram melhor
uniformidade, e levaram menos tempo para alcancar 50% da germinacao,
apresentaram a AAC maior, visto que alcangcaram maior percentual de

sementes germinadas.

Como a AAC reflete a capacidade de germinagcao das sementes, este pode ser
um parametro para a analise da viabilidade das sementes armazenadas em
diferentes condi¢cdes e comparacdo entre o comportamento dos cultivares
Nordestina e Paraguacgu. Os resultados da AAC representados na Figura 21
indicam que o cultivar Nordestina apresentou maior area abaixo da curva e
maior uniformidade entre as condi¢cdes estudadas em comparacdo com o

Paraguacu.

Portanto, as sementes do cultivar Nordestina apresentaram melhores
resultados durante a germinagao, com exce¢ao quando mantidas na condi¢cao
URTAL, onde houve uma variacdo significativa ao longo dos meses de

armazenamento.



Figura 21. Area abaixo da curva (AAC) da germinacdo de sementes de

dois cultivares de Ricinus communis L. armazenadas em diferentes

condicdes (umidade relativa e temperatura controla - URTC; umidade

relativa controlada - URC; temperatura controlada - TC e umidade relativa e

temperatura do ambiente de laboratério — URTAL), no periodo de margo de
2014 a marco de 2015 no LBBB/ICS/UFBA. (A) Nordestina e (B)

Paraguacu.
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Ja a AAC para as sementes do cultivar Paraguagu apresentou variacao
significativa ao longo dos 12 meses de armazenamento em todas as
condigbes. Vasconcelos (2015) avaliou a AAC das sementes secas do cultivar
MP11 de R. communis e obteve um resultado de 59,53 horas, o que condiz

com a germinacao final maxima de 96% que ele obteve no seu experimento.

A area abaixo da curva € um dos parametros no qual € possivel se relacionar o
mesmo com o potencial germinativo das sementes. As sementes que
apresentam melhor uniformidade, e levam menos tempo para alcancar 50% da
germinacao total, apresentaram a AAC maior, visto que alcancaram maior
percentual de sementes germinadas. Como a AAC reflete a capacidade de
germinacao das sementes, este pode ser um parametro utilizado para a andlise
da viabilidade de sementes armazenadas em diferentes condi¢cbes e pode ser
utilizado para comparacdo entre o comportamento de diferentes cultivares e

lotes, como foi feito neste estudo.

O cultivar Nordestina apresentou uma porcentagem maior de plantulas normais
quando comparado com o cultivar Paraguacu (Figura 22), isso condiz com 0s
resultados da germinacao final maxima na Figura 18. Foi possivel verificar que
ocorreu uma reducéo significativa para a condicdo URTC no més nove. E para
a condicdo URTAL o correu alteracdes significativas a partir do sexto més de
armazenamento. E para o cultivar Paraguacu, ocorreu variagdes significativas
na porcentagem de plantulas normais para todas as condi¢des URTC, URC,
TC, e URTAL o que condiz com a variagdo na germinacdo das sementes do

cultivar Paraguacu.

O resultado da germinacdo e do desenvolvimento de plantulas normais € um
indicativo da manutencdo do vigor das sementes armazenadas nas diferentes
condicBes, ou seja, sementes das amostras que germinam mais rapidamente e
gue apresentam maior porcentagem de plantulas normais sao consideradas
mais vigorosas e terdo maiores possibilidades de emergir e produzir plantas
normais em condicbes adversas de campo (OLIVEIRA et al., 2009). E a
reducdo da porcentagem de plantulas normais indica a deterioracdo das

sementes durante o armazenamento (MELLO, 2013).



Figura 22. Plantulas normais (%) dos dois cultivares de Ricinus communis
L. armazenadas em diferentes condi¢Bes (umidade relativa e temperatura
controla - URTC; umidade relativa controlada - URC; temperatura
controlada - TC e umidade relativa e temperatura do ambiente de
laboratério — URTAL), no periodo de margo de 2014 a marco de 2015 no
LBBB/ICS/UFBA. (A) Nordestina e (B) Paraguacu.
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de armazenamento, de acordo com o teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Os efeitos na qualidade fisiolégica das sementes sdo geralmente traduzidos
pelo decréscimo de germinacdo e decorréncia da reducdo de plantulas
normais, as porcentagens das plantulas normais variam em funcdo do vigor
das sementes (TOLEDO, 2011). Verifica-se que as sementes de ambos os
cultivarem perdem o vigor ao longo do armazenamento. Este resultado
corrobora com o de Nakagawa et al., (2009), ao avaliar as plantulas normais
provenientes do armazenamento de sementes guandu (Cajanus cajan L.),
durante o periodo de seis anos, verificou que os niumeros de plantulas normais
foi crescente, devido a perda de vigor das sementes armazenadas, resultando

em menor numero de plantulas normais no decorrer dos anos.

O comprimento de plantulas € um método para avaliar o vigor e classificar lotes
de sementes de acordo com a sua qualidade fisiolégica. Esse método possui
como principais vantagens: o baixo custo, ndo necessita de equipamentos
especiais, ndo demanda treinamento adicional especifico sobre a técnica

empregada e é relativamente rapido (VANZOLINI et al., 2009).

Apds a germinacdo das sementes de mamona dos cultivares Nordestina e
Paraguagu foram obtidos os dados referentes ao tamanho das plantulas
normais (Figura 23) obtidas apés a primeira e segunda contagem destas.

As biometrias das plantulas normais do cultivar Nordestina variaram entre 42 a
80 mm e as plantulas do cultivar Paraguacu variaram de 48 a 95 mm. Em
ambos os cultivares ocorreu diferenca significativa para as sementes mantidas
nas quatro condicbes de armazenamento, com excecado para sementes do
cultivar Paraguacu na condicdo URTC, que apresentaram diferenca
significativa apenas no més trés e doze quando comparado com as demais

condicBes de armazenamento.

Na interpretacdo dos dados referente ao vigor do lote, ndo se deve considerar
apenas os resultados do comprimento da plantula (média) ou parte dela, mas
também os valores da germinacao (%), pois alguns lotes podem apresentar
germinacdo menor produzindo plantulas com maior tamanho meédio e vice-
versa. Isto deve ser considerado para evitar interpretacdo errbnea quanto ao
vigor dos lotes (VANZOLINI et al., 2009).



Figura 23. Biometria das plantulas normais (mm) das sementes de dois
cultivares de Ricinus communis L. armazenadas em diferentes condicdes
(umidade relativa e temperatura controla - URTC; umidade relativa
controlada - URC; temperatura controlada - TC e umidade relativa e
temperatura do ambiente de laboratério — URTAL), no periodo de margo de
2014 a margo de 2015 no LBBB/ICS/UFBA. (A) Nordestina e (B)
Paraguacu.
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Vanzolini (2009), ao avaliar o comprimento de plantulas para avaliacdo
qualidade fisiolégico obteve plantulas de 69 mm, 56 mm e 128 mm e concluiu
que o comprimento de plantulas, ou parte delas, dada pelo numero de
sementes colocadas em teste € mais sensivel para classificar lotes com
diferencas sutis de qualidade, em comparacdo com a forma tradicional de
expressar o comprimento com base no numero de plantulas normais obtidas no

final do teste.

O peso da massa seca das plantulas normais (PMSPN) também foi utilizado
para auxiliar na andlise de vigor das sementes. O peso de massa das plantulas
normais foi medido apds a secagem em estufa e quando o0 peso passou a ser
constante, pela perda de agua. Os resultados obtidos referentes a massa seca
das plantulas de mamona dos cultivares Paraguacu e Nordestina estéo
representados na Figura 24.

As sementes mantidas na condicdo URC para ambos os cultivares nao
apresentaram diferencas significativas ao longo do armazenamento. Ocorreram
alteracdes significativas para as sementes do cultivar Nordestina, armazenadas
nas condicbes URTC e URTAL, e para as sementes de Paraguacu mantidas
condigcbes URTC, TC e URTAL. Os pesos da massa seca das plantulas de
Nordestina variaram de 0,42 g a 0,83 g e do cultivar Paraguacu variou entre
0,12g a 0,52 g. Portanto, a massa seca de plantulas mostrou-se eficiente na
discriminagdo da qualidade dos cultivares, mostrando que as sementes de
Paraguacu possuem baixa qualidade quando se leva em consideracéo o valor
obtido e os dados de germinacédo e a biometria das plantulas que diminuiram

no decimo segundo més de armazenamento.

VANZOLIN et al. (2007) em estudo com sementes de R. communis
conseguiram avaliar a melhor qualidade do lote de sementes baseado no seus
resultados de massa seca e numero de plantulas normais. De forma
semelhante, Guedes et al. (2013) também constatou que os testes realizados
em campo (emergéncia, indice de velocidade de emergéncia e massa seca da
parte aérea das plantulas em campo) foram eficientes para determinacdo do

vigor de lotes de sementes.



Figura 24. Massa seca das plantulas normais (g) das sementes de dois
cultivares de Ricinus communis armazenadas em diferentes condi¢cfes
(umidade relativa e temperatura controla - URTC; umidade relativa
controlada - URC; temperatura controlada - TC e umidade relativa e
temperatura do ambiente de laboratério — URTAL), no periodo de margo de
2014 a margo de 2015 no LBBB/ICS/UFBA. (A) Nordestina e (B)

Paraguacu.
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Letras mailsculas iguais (em cada condicdo de armazenamento) nao
representam diferencga significativa entre os tempos de armazenamento (0O,
3, 6, 9, 12 meses); letras mindsculas iguais entre os tempos de
armazenamento ndo representam diferenga significativa entre as condigfes

de armazenamento, de acordo com o teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Gueges et al. (2013) verificaram que apenas o0 conteudo de massa seca das
plantulas provenientes da emergéncia em campo expressou diferencas
significativas para todos os lotes, tendo que se ressaltar a superioridade da
qualidade fisiolégica das sementes provenientes de lote L1 - Patos, o qual
atingiu o maior conteido de massa seca (0,369 g). No presente estudo se
verificou que ao comparar o més inicial aos demais meses de armazenamento,
até o décimo segundo més, ocorreu uma reducdo da massa seca das plantulas
normais de ambos os cultivares. Assim, sendo, ao longo do armazenamento
as sementes de ambos os cultivares perderam o vigor, principalmente as
sementes do cultivar Paraguagu que ja apresentavam uma baixa qualidade, ao
iniciar o armazenamento, quando comparado ao lote de sementes do cultivar

Nordestina.

De acordo com as Regras de Andlise de Sementes (BRASIL, 2009) o teste de
tetrazélio € um teste bioquimico rapido, que pode ser usado para avaliar a
viabilidade das sementes, o principio do teste se baseia na utilizagdo de uma
solucéo incolor 2, 3, 5 trifenil cloreto que € utilizado como indicador para revelar
0 processo de reducdo que acontece dentro das células vivas. Neste processo,
os ions de H" liberados durante a respirac¢éo dos tecidos vivos s&o transferidos
por um grupo de enzimas desidrogenases, particularmente, a desidrogenase
do &cido malico, e interagem com o tetrazllio, o qual é reduzido a um
composto vermelho, estavel e ndo difusivel chamado de trifenil formazan.
Como esta reacdo se processa no interior das células vivas e o composto se
difunde, h& nitida separacdo dos tecidos vivos e coloridos que respiram,
daqueles mortos e que ndo colorem (DELOUCHE et al., 1976; GASPAR-
OLIVEIRA et al., 2009).

3.4. Viabilidade das sementes

A caracterizagdo da viabilidade das sementes do cultivar Nordestina esta
representada na Figura 25, o sucesso do corte e a avaliacdo da viabilidade das
sementes € determinado pela coloracdo da semente quando mantida em
tetrazolio por 2 horas. As sementes mantidas em todas as condi¢cbes de

temperatura e umidade relativa foram totalmente viaveis nos 12 meses de
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armazenamento, sendo corroborado pelo teste de germinagao que variou entre
90 a 100%.

Figura 25. Teste de tetrazdlio em sementes viaveis do cultivar Nordestina de Ricinus
communis L. armazenadas em diferentes condicbes (umidade relativa e temperatura
controlada — URTC, umidade relativa controlada — URC, temperatura controlada — TC, umidade
relativa e temperatura do ambiente de laboratério — URTAL). LBBB/ICS/UFBA durante margo
de 2014 a margco de 2015. (A), (B) e (C) sementes coradas de vermelho indicativo de

viabilidade.

Em tecidos mortos (ndo viaveis) ndo ha reacdo, logo ocorre a conservagao da
cor natural na semente inteira ou em parte da mesma, como representado na
Figura 26 (DELOUCHE et al., 1976; FRANCA NETO et al., 1999; GASPAR-
OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 26. Teste de tetrazdlio em sementes invidveis do cultivar Paraguacu de Ricinus
communis L. armazenadas em diferentes condicbes (umidade relativa e temperatura
controlada — URTC, umidade relativa controlada — URC, temperatura controlada — TC, umidade
relativa e temperatura do ambiente de laboratério — URTAL). LBBB/ICS/UFBA durante margo
de 2014 a marco de 2015. (A) sementes sem coloracdo, (B) Endosperma e embrido de

sementes com menos de 50% de area corada e (C) sementes inviaveis.

A determinacdo do numero de sementes viaveis (Figura 27), usando como
critério as cores das sementes representadas nas Figuras 24 e 25, foi realizada
a cada trimestre, no periodo de margo de 2014 a margo de 2015.




Figura 27. Sementes viaveis (%) dos dois cultivares de Ricinus communis
L. armazenadas em diferentes condic6es (umidade relativa e temperatura
controla - URTC; umidade relativa controlada - URC; temperatura
controlada - TC e umidade relativa e temperatura do ambiente de
laboratério — URTAL), no periodo de margo de 2014 a mar¢o de 2015 no
LBBB/ICS/UFBA. (A) Nordestina e (B) Paraguacu.
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Letras mailsculas iguais (em cada condicdo de armazenamento) ndo
representam diferenca significativa entre os tempos de armazenamento (3,
6, 9, 12 meses); letras mindsculas iguais entre 0s tempos de
armazenamento nao representam diferenca significativa entre as condicfes
de armazenamento, de acordo com o teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Durante 0os meses de armazenamento as sementes de Nordestina
apresentaram-se Vviaveis, sem nenhuma variagdo na coloracdo entre as
sementes analisadas, mantendo-se avermelhadas durante o teste de tetrazolio
(Figura 27). No entanto, as sementes de Paraguacu ao longo dos meses de
armazenamento apresentaram algumas sementes inviaveis. Ressalta-se que
mesmo apresentando uma alta porcentagem de sementes viaveis, pelo teste
de tetrazédlio, este ndo garante que a germinacdo do lote de sementes tera

producao de plantulas normais, o que ocorreu com o cultivar Paraguacu.

O cultivar Nordestina apresentou 100% de viabilidade ao longo dos doze
meses de armazenamento, verificou-se que o cultivar Paraguacu apresentou
entre 70 a 95% de sementes viaveis pelo teste de tetrazo6lio, mesmo possuindo
variacfes durante os meses de armazenamento e diferindo dos resultados de

GFM (Figura 18) para o mesmo lote e més de armazenamento.

Clemente (2009) ao avaliar a viabilidade de sementes armazenadas de cafeé,
observou que apesar da diferenca de qualidade entre os lotes, se comportaram
de forma semelhante em relacdo a metodologia do tetrazélio, apresentando
valores médios semelhantes ao valor da germinacdo das sementes. Trabalhos
realizados comprovam a perda de viabilidade de sementes de café ao longo do
armazenamento e principalmente quando as sementes estdo armazenadas em
ambiente aberto (VIEIRA et al., 2007). Tais resultados ressaltam a influéncia da
condicdo de armazenamento na preservacdo da viabilidade de sementes de
mamona como relatado por Lago et al. (1979) em estudos de conservacao de
mamona (Guarani, IAC 38 e Campinas) em armazém convencional pelo
periodo de vinte e um meses, e por Santos (2010) durante o armazenamento
de sementes de mamona Guarani, IAC-80 e IAC-226, armazenadas em dois
ambientes (camara fria e armazém convencional) em trés embalagens (papel

Kraft multifoliado e plastico com e sem acondicionamento a vacuo a 1 atm),

Ao se avaliar os dados de tetrazdlio das sementes do cultivar Paraguagu
(Figura 26) e os resultados da germinacao final méxima (Figura 18), verificou-
se que a porcentagem de sementes viaveis determinadas pelo teste de
tetrazolio ndo era condizente com a porcentagem de sementes que germinava,

entdo foi realizado um experimento pontual para avaliar a germinacdo das
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sementes do cultivar Paraguacu, para averiguar se estas estavam passando
por uma dorméncia tegumentar. Realizou-se entdo um teste de germinacao
com sementes do cultivar Paraguacu mantidas nas quatro condi¢coes de
armazenamento durante oito meses visando avaliar a germinacédo de sementes
com e sem tegumento. Verificou-se que na auséncia de tegumento a
germinacao das sementes foi maior do que na presenca de tegumento. Houve
diferenca significativa quando se comparou a porcentagem de germinacao das
sementes com e sem tegumento, mantidas na mesma condicdo de
armazenamento. Assim, € possivel afirmar que que ha dorméncia tegumentar
nas sementes de Paraguacu (Figura 28), No entanto, para o presente estudo
nao foi realizado nenhum outro experimento para avaliar os fatores que

levaram a esta dorméncia e nem 0s mecanismo deste processo.

Figura 28. Germinacdo final méxima (%)de sementes (com e sem
tegumento) de Ricinus communis L do cultivar Paraguagu, armazenadas
em diferentes condi¢des (umidade relativa e temperatura controla - URTC,;
umidade relativa controlada - URC; temperatura controlada - TC e umidade
relativa e temperatura do ambiente de laboratério — URTAL), no periodo de
marc¢o de 2014 no LBBB/ICS/UFBA.

Cultivar Paraguacu

100 S Az

90 e
80 4 I I aa

70 ]:
ABb
ABb m Com tegumento
Bb
i i Sem tegumento
URC TC

60
50 4
URTC URTAL
CondicOes de armazenamento oitavo més

N

40 +
30 4
20 +
10 §

GFM (%)

Letras mailsculas iguais (em cada condicdo de armazenamento) nao
representam diferenca significativa entre as condic6es de armazenamento
(URTC, URC, TC e URTAL); letras mindsculas iguais entre as germinacdes
com e sem tegumento ndo representam diferenca significativa entre as
condicbes de armazenamento, de acordo com o teste Tukey a 5% de

probabilidade.
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Alguns fatores extrinsecos (ambientais) e intrinsecos (sementes) devem ser
considerados. A dorméncia geralmente estd associada a fatores intrinsecos,
ligados a propria semente, como dureza e impermeabilidade do tegumento a
agua e gases, embrido imaturo, presenca de inibidores e aos fatores
extrinsecos, tais como temperatura, luz, umidade e substrato (DOUSSEAU et
al., 2007). O experimento foi realizado a fim de verificar se as sementes do

cultivar Paraguagu estavam apresentando por dorméncia ou néo .

Segundo as Regras de analise de sementes (BRASIL, 2009), sédo varias as
razdes para a ocorréncia de dorméncia, a exemplo de: dorméncia fisioldgica,
dorméncia fisica ou por substancias inibidoras. Um numero consideravel de
sementes duras ou dormentes pode permanecer sem germinar no final do
teste. Na suspeita de dorméncia, pode-se realizar novos testes de germinacao
visando obter resultados que elucidem melhor o processo realizando-se
usando-se um novo tratamento, uma combinacdo de tratamentos ou a remogao

do tegumento.

A dorméncia tegumentar e a desuniformidade de maturacdo, sdo problemas
que interferem diretamente na qualidade das sementes de mamona. As
sementes de mamona apresentam irregularidade na emergéncia das plantulas
em campo e também em laboratério. Tal evento tem sido atribuido a dificuldade
de absorcdo de agua pelas sementes, devido a espessura e rigidez do
tegumento ou a uma possivel dorméncia pdés-colheita, representada pela
dureza tegumentar (SANTOS, 2010). Mendes et al., (2009) em seus estudos
avaliando a qualidade fisiol6gica de sementes dos cultivares Guarani e IAC-38
de R. communis, constataram variacdo de 9 a 66% de sementes dormentes.
No presente estudo verificou-se que as sementes do cultivar Paraguacu
apresentam dorméncia e quebra de dorméncia ao longo dos doze meses

guando mantidas nas diferentes condi¢cdes de armazenamento.
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4. CONCLUSAO

A melhor condi¢éo para armazenamento de sementes para ambos cultivares é
quando sdo mantidas em bombona com silica gel e a umidade relativa
controlada (URC e URTC). Nestas condi¢cdes, as sementes apresentam 0s
melhores resultados de germinacédo e de todos os parametros relacionados a
germinabilidade e vigor. Sendo assim, associado a capacidade das sementes
armazenadas nessas condicbes em atingir alto percentual de GFM como
também T50, U8416 e AAC, que ratificam, que as sementes que levam menos
tempo para germinar e ocorre de forma mais uniforme, necessitando de menor
tempo para alcancar 50% da germinacdo, possui uma maior AAC e
consequentemente maior GFM.

O resultado obtido como teste do tetrazélio para avaliar a viabilidade de
sementes, pode ndo acompanhar os resultados de germinacéo, principalmente

guando h&a dorméncia na semente estudada.

A producdo de plantulas normais esta diretamente relacionada com a
porcentagem de germinacdo, para ambos os cultivares. A porcentagem de
plantulas anormais aumenta em condi¢cdes de armazenamento onde ndo ha
controle de umidade e temperatura, confirmando que o ambiente interfere de

forma direta na qualidade da semente.

A condicdo de armazenamento interfere nas caracteristicas fisiologicas das
sementes, quando mantidas em condicbes que alteram os parametros de
germinabilidade, entretanto, devem-se considerar também fatores bioldgicos,
intrinsecos de cada cultivar, como também a qualidade inicial do lote de
sementes utilizado, e as condi¢cdes do ambiente utilizado para a conservacéo

(temperatura, umidade, disponibilidade de oxigénio e o tipo de embalagem).

As sementes do cultivar Nordestina apresentam maior qualidade e vigor
guando comparadas com as sementes do cultivar Paraguacu considerando que
os parametros GFM, T50, U8416, AAC, porcentagem de sementes viaveis e
namero de plantulas normais sdo melhores para as sementes armazenadas

nas diferentes condi¢cdes de temperatura e umidade relativa avaliadas.
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A umidade relativa é o principal fator que interfere na qualidade das sementes
ao longo do tempo, pois dentre as condi¢des de armazenamento avaliadas, as
gue promovem maiores alteracbes nos parametros de germinabilidade séo as
condicbes sem controles de umidade, onde ha apenas o controle da
temperatura (TC). Quando ndo se controla nem a temperatura e nem a
umidade relativa (URTAL), principalmente para as sementes do cultivar
Paraguacu de qualidade inferior ao cultivar Nordestina, ha alteracdo nos

parametros fisioldgicos e diminuicdo da germinabilidade e vigor das sementes.

O armazenamento de sementes oleaginosas pode ser realizado mantendo
apenas o controle de umidade relativa, principalmente em ambientes onde é
dificil a manutencdo da temperatura, a exemplo do armazenamento realizado

pelo pequeno agricultor do semiarido Brasileiro.

A manutencdo de sementes de Ricinus communis L. em ambientes com
temperatura e umidade relativa controlada pode ser indicada e reproduzida em
localidades onde normalmente ndo ha controle destes para@metros, mas que €
necessario o armazenamento em larga escala e por um periodo de até doze

meses.
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CAPITULO 2

Superoxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase em sementes de
Ricinus communis L. armazenadas em diferentes condicbes de
temperatura e umidade relativa.

RESUMO

Ricinus communis L. é uma oleaginosa com grande variabilidade genética.
Durante o armazenamento de sementes oleaginosas a depender da condi¢cao o
ambiente pode afetar de forma direta as sementes, podendo ocorrer
deterioracdo e perda da qualidade das sementes. As enzimas antioxidantes
sdo marcadores bioquimicos sensiveis a presenca de espécies reativas de
oxigénio (ERO), e através da avaliacdo da atividade enzimética € possivel
verificar se a semente esta passando por processo de estresse oxidativo
durante o armazenamento. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo
investigar o efeito diferentes condi¢cées de temperatura e umidade relativa na
atividade da superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX) em sementes de dois cultivares de Ricinus communis L.
durante o armazenamento. As sementes dos cultivares Nordestina e
Paraguacu foram armazenadas em quatro diferentes condi¢des: (1) umidade
relativa e temperatura controlada — URTC; (2) umidade relativa controlada —
URC; (3) temperatura controlada — TC e (4) umidade relativa e temperatura do
ambiente de laboratério — URTAL) durante o periodo de doze meses,
realizando-se amostragens a cada trés meses. A atividade das enzimas SOD
foi determinada considerando a taxa de fotorreducéo do azul de nitrotetrazélio,
a CAT foi mensurada a partir do decréscimo da absor¢éo do H,O, a 240nm e a
APX foi avaliada monitorando-se a oxidacdo do ascorbato a 290nm. Foi
possivel verificar variacBes significativas na atividade das enzimas em
sementes mantidas nas quatro condicbes de armazenamento ao longo dos
doze meses e entre as condicOes testadas para ambos os cultivares. As
sementes dos dois cultivares apresentaram diferenca significativa quanto
atividade da SOD ao comparar as quatro condicbes em que foram mantidas,
com excecdo das sementes do cultivar Nordestina mantidas na condicdo TC.
Verificou-se que ha reducdo da atividade da SOD nas sementes do cultivar
Paraguacu em todas as condicbes testadas ao longo dos 12 meses de
armazenamento. Houve diferenca significativa na atividade da CAT das
sementes mantidas na condicdo URC do cultivar Nordestina e nas condicdes
TC e URTAL das sementes de Paraguacu. A atividade da APX diferiu
significativamente entre as sementes de Nordestina armazenadas em todas as
condicbes de armazenamento, enquanto que ocorreu 0 mesmo nas condi¢cdes
TC e URTAL para sementes do cultivar Paraguacu. Ao comparar a atividade
das enzimas antioxidantes analisadas com os resultados fisiolégicos obtidos,
ao longo dos doze meses de armazenamento, verificou-se reducdo da
qualidade e do vigor das sementes, principalmente do cultivar Paraguacu.
Dentre as enzimas antioxidantes avaliadas, a SOD pode ser utilizada como
potencial marcador bioquimico para avaliacdo de sementes de R. communis
durante o armazenamento e envelhecimento de sementes.

Palavras chaves: Mamona, Enzimas antioxidantes. Estresse oxidativo.



110

1. INTRODUCAO

A mamona (Ricinus communis L.) € uma Euphorbiaceae de origem Africana,
cultivada em regides tropicais e subtropicais do mundo (ALLAN et al., 2008;
BEZERRA NETO et al.,, 2010) e adaptada perfeitamente ao semiarido do
Nordeste brasileiro. Planta com habito arbustivo, com variacdo de coloracao no
caule, folhas e racemos, podendo ou nao possuir cera no caule e peciolo. Os
frutos geralmente possuem espinhos e estes podem ser deiscentes, semi-
deiscentes e indeiscentes. E as sementes apresentam grande variacdo no
tamanho, formato, coloragcdo e teor de 6leo (NAZARENO et al.,, 2011;
OLIVEIRA 2011). Oleaginosa com relevante importancia econdmica e social,
pois seu 6leo possui uma variedade de aplicacdes industriais (BEZERRA
NETO et al., 2010; BISCARO et al.,, 2012), gerando emprego e renda, com
massiva participacao do agricultor familiar (CENTENO et al., 2010; CAMPOS &
SANTOS, 2015).

O Oleo de ricino possui uma versatilidade de aplicacbes, € empregado na
industria de plastico, siderurgia, saboaria, perfumaria, curtume, tintas e
vernizes, usado para fabricacdo de cosmético, proteses para 0ssos humanos,
além de ser um excelente 6leo lubrificante para motores (NOBREGA et al.,
2010; OLIVEIRA, 2011; SANTOS et al., 2014). O &acido ricinoléico também &
antimicrobiano, tem propriedades antibacterianas, antivirais, antifingicas, anti-
inflamatdria e analgésicas. Devido as suas propriedades antifiingicas em
particular, tém sido tradicionalmente utilizado para inibir o crescimento de
fungos e infeccdes fungicas (ROBERTUS, 1991; ABDULRASHEED et al.,
2015).

As sementes de R. communis com alto potencial fisiolégico sdo requeridas,
pois o potencial fisiologico esta relacionado com a capacidade de a semente
desempenhar funcdes vitais, caracterizando-se pela longevidade, germinacéo e
vigor. A qualidade das sementes depende da maturidade fisiolégica, a reducéo
na qualidade, geralmente, é traduzida pelo decréscimo na percentagem de
germinacao, aumento de producdo de plantulas anormais e reducéo no vigor
das plantulas (TOLEDO et al., 2009; SANTOS, 2010; CARDOSO et al., 2012).
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A manutencdo da qualidade fisiologica no decorrer do tempo depende
diretamente da longevidade inerente a espécie, da qualidade inicial das
sementes, bem como das condigbes onde as sementes foram armazenadas
(FONSEICA & FREIRE, 2003; FREITAS et al., 2004). Além desses fatores, as
adversidades ocorridas durante o desenvolvimento das sementes no plantio,
deficiéncia hidrica, época de colheita, danos mecéanicos e tratamento
fitossanitério, tém sido citadas como agentes aceleradores de deterioragéo e
reducdo da qualidade da semente (ANDRADE & BORBA, 1993; ABREU et al.,
2013; HUSSAIN et al., 2015). A deterioragcdo € um processo inevitavel, que
pode ser mais rdpido ou mais lento a depender do ambiente e das
caracteristicas da semente, ocorrendo durante 0 processo mudancas
fisiolégicas e bioguimicas graduais, que ocasionam a perda gradativa do vigor
(VIEIRA, 2002; SANTOS, 2010; CARDOSO et al., 2012).

As sementes durante armazenamento de longo prazo passam por um processo
de envelhecimento, levando as sementes a deterioracdo gradual e constante
em maior ou menor velocidade (CABRAL et al., 2003; JOSE et al., 2010;
JUVINO et al., 2014). A qualidade de sementes pode ser afetada por fatores
durante o armazenamento, tais como: o ambiente de conservagdo (como
variacbes na temperatura e umidade, disponibilidade de oxigénio), tipo de
embalagem e caracteristicas da espécie. O tipo de embalagem e a condicao de
armazenamento assumem importancia relevante na qualidade das sementes,
uma vez que, ajuda a atenuar a velocidade de deterioracdo, mantendo o teor
de umidade inicial das sementes armazenadas e a reducdo da taxa de
respiracdo das sementes (ABREU et al., 2013; MOROZESK et al., 2014
JUVINO et al., 2014).

As perdas na qualidade de sementes estdo relacionadas a degradacédo de
macromoléculas, tais como proteinas, lipideos, &cidos nucléicos e
consequentemente a diminuicdo da atividade bioquimica (COOLBEAR,1995;
LIMA et al., 2014; SILVA et al., 2014). Deste modo, os estudos basicos sobre
as transformacoes fisioldégicas pelas quais passam as sementes, incluido o
conhecimento das bases bioquimicas que regem a perda da viabilidade
fisiolégica da semente sdo essenciais para 0 mecanismo que envolve a
deterioragédo (PAULA et al., 1998; SMANIOTTO et al., 2014).
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As enzimas desempenham um papel importante no processo de deterioracéo
de sementes, alteracdes na sua atividade pode ser uma indicacao de perda de
qualidade. Uma das consequéncias do processo deteriorativo € a formacao de
espécies reativas de oxigénio (ERO), ativacdo de mecanismos de protecao que
envolve enzimas e outras biomoléculas, responsaveis pela remocao de radicais
livres (SHABAN, 2013; MARQUES et al., 2014; PETROV et al., 2015). Quando
0 oxigénio molecular (O,) sofre reducado, a redugdo sucessiva em um elétron
faz varios subprodutos que sédo as espécies reativas de oxigénio, incluindo o
radical superéxido (O2°"), peréxido de hidrogénio (H2O2) e o radical hidroxila
(OH®) (GILL & TUTEJA, 2010; BARBOSA et al., 2014; BHATT et al., 2015).

ERO séo produzidas em condi¢des normais de crescimento como subprodutos
normais do metabolismo aerdbico e fotossintético, em concentracdes
compativeis com a homeostase redox celular, sendo componentes de diversas
vias de sinalizagdo. No entanto, o excesso das ERO causa danos oxidativos
em proteinas, lipideos e acidos nucleicos, caracterizando o estresse oxidativo,
gue aumenta, por exemplo, durante condicfes de estresse ambiental. As ERO
sdo altamente reativas, assim, as células necessitam de mecanismos de
prote¢cdo que possam minimizar a perturbagédo destes compostos, pois sdo
capazes de causar danos ao DNA, peroxidacao lipidica, oxidacao de proteinas
e morte celular (GILL & TUTEJA, 2010, GUPTA & HUANG, 2014; BHATT et al.,
2015).

Para evitar os danos oxidativos, a concentracdo das ERO é mantida em niveis
ndo toxicos por meio de mecanismo antioxidantes enzimaticos e néo
enzimaticos. (SHABAN, 2013; BHATT et al., 2015).0 sistema antioxidante tem
funcdo de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria dos
radicais livres e/ou espécies reativas ndo radicais, sendo constituido por
biomoléculas classificadas em enziméaticas e ndo enzimaticas. Dentre o0s
biocompostos ndo enzimaticos destaca-se o acido ascorbico, a-tocoferol,
carotenoides, compostos fendlicos, dentre outros que sdo responsaveis pela
desintoxicacdo dos ambientes celulares (GILL & TUTEJA, 2010; BARBOSA et
al.,, 2010; COTINGUIBA et al., 2013; BHATT et al.,, 2015). As enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato

peroxidase (APX), glutationa redutase (GR), glutationa S-transferase (GST),



113

guaiacol peroxidase (GPX), Deidroascorbato-redutase (DHA) e a
monodehidroascorbato redutase (MDHAR) sdo fundamentais no combate ao
estresse oxidativo. E em conjunto, estas enzimas representam componentes
importantes do sistema de protecdo (GILL & TUTEJA, 2010; BHATT et al.,
2015).

A superoéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), é a primeira enzima a ser ativada
para promover a dismutacdo do superodxido (O,*) em peréxido de hidrogénio
(H20,) e pode ser classificada de acordo com o metal que apresenta em sua
estrutura (Cu/ Zn, Mn, Fe e Ni) (RESENDE et al., 2003). As SOD sao um grupo
de enzimas encontrado na matriz mitocondrial e no citoplasma, compde a
primeira linha de defesa contra ERO e estdo entre as mais importantes do
sistema de defesa antioxidade. O peroxido de hidrogénio, formado como
subproduto da atividade da SOD, apesar de menos reativo, pode se difundir
facilmente através das membranas celulares e em altas concentragfes torna-
se téxico, pois pode reagir formando radicais hidroxila que causam peroxidagao
de lipidios (BARREIROS & DAVID, 2006; CORTE et al., 2010; TSANG et al.,
2014).

A catalase (CAT, EC 1.11.1.6) estd envolvida na remocdo de perdxido de
hidrogénio (H,O,) das células, e sua maior atividade pode esta associada &
diminuicdo de mecanismos de prevencdo de danos oxidativos (BAILLY, 2004,
TAVEIRA et al., 2012; BORGES et al., 2015). E uma enzima encontrada nos
gliossomos e peroxissomos, possui trés isoformas e é responsavel por
decompor o perdxido de hidrogénio em agua e gas oxigénio (RESENDE et al.,
2003; BAILLY, 2004; MAIA et al., 2012; VENKATESWARLU et al., 2013).

O ciclo do ascorbato glutationa, € um sistema de remoc¢édo de ERO, quatro
enzimas fazem parte desse ciclo: ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11),
dehidroascorbato redutase (DHAR, EC 1.8.5.1), monodehidroascorbato
redutase (MDHAR, EC 1.6.5.4) e a glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2). O
peréxido de hidrogénio produzido é removido pela APX através do ascorbato
como redutor, formando o radical monodeidro ascorbato (MDA). E esse por sua
vez ira dismutar para dehidroascorbato (DHA) e ascorbato (RESENDE et al.,
2003; VENKATESWARLU et al., 2013).
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As glutationas S-transferase (GST, EC 2.5.1.18) sdo um grupo de enzimas que
apresentam como cofator a glutationa reduzida (GSH) e catalisam reacdes
usando diferentes substratos xenobidticos com caracteristica de aceptores
eletrofilicos, utilizando a GSH para produzir conjugados menos toxicos e mais
soliveis em agua. Considerada enzima detoxificante, desempenha papel
fisiologico na iniciagcdo da detoxificagdo de potenciais agentes alquilantes,
incluindo varios pesticidas e compostos farmacologicamente ativos
(VENKATESWARLU et al., 2013).

Os estudos das alteracbes da expressdo de enzimas antioxidantes podem
fornecer de forma direta, evidéncias sobre o estresse oxidativo, e
indiretamente, podem fornecer dados importantes para o esclarecimento de
rotas de sinalizacdo e envelhecimentos de sementes. A compreensao da acao
especifica de cada enzima envolvida na resposta antioxidante, durante o
armazenamento, pode ser utilizada para a busca de marcadores bioquimicos
da qualidade de sementes. Portanto, os resultados enzimaticos aliados aos
fisiolégicos, poderdo permitir uma visdo geral do comportamento da semente
durante o armazenamento. Fornecendo dados que serdo de grande utilidade
para o melhor acondicionamento de sementes, para a inddstria e para o
pequeno agricultor (BAILLY, 2004; SANO et al., 2015; FU et al., 2015).

Nesse contexto o objetivo desse trabalho foi Investigar o efeito de diferentes
condicbes de armazenamento nas caracteristicas bioquimicas de sementes
dos cultivares Nordestina e Paraguacu de Ricinus communis L., avaliando a
atividade das enzimas antioxidantes: superoxido dismutase, catalase e
ascorbato peroxidase, que respondem inicialmente a presenca de espécies

reativas de oxigénio.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material bioldgico

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Bioquimica, Biotecnologia e
Bioprodutos (LBBB) no Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
da Bahia, no periodo de marco de 2014 a marco de 2015. Foram usadas
sementes dos cultivares Nordestina e Paraguacu de R. communis fornecidos
pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), safra de
2013.

2.1.1. Cultivar Nordestina e Paraguacu

Os Cultivares Nordestina e Paraguagu foram plantados no més de fevereiro do
ano de 2013 e colhidos em julho-agosto do mesmo ano. O plantio foi realizado
no campo Experimental de Montes Claro (CEMC) da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), com as seguintes caracteristicas
fisiogréaficas: altitude de 602 m, paralelo de 16° 66’, latitude sul de meridiano de
43° 73’, longitude oeste de Greenwich. A temperatura média foi de 23,55°C, e a

pluviosidade média de 950 mm.

2.2. Armazenamento

As sementes dos cultivares Nordestinas e Paraguacu de R. communis ao
chegarem ao laboratério passaram inicialmente pelo processo de
beneficiamento manual, visando retirar, possiveis individuos que estivessem
com algum dano, que gerasse conflito no momento de utilizacdo. Apds a
realizacdo da caracterizacdo inicial de cada lote (Capitulo I, Item 2.2), as
sementes foram separadas em 4 sacos de aniagem com aproximadamente 5
Kg de cada cultivar, armazenados em 4 diferentes condi¢des de temperatura e
umidade. Para tanto, utilizou-se bombonas com e sem silica gel mantidas em:
(1) condicdo considerada com manutengcdo da Umidade Relativa (UR) e
Temperatura (T) controladas (URTC), onde a bombona contendo os sacos de
sementes e silica gel foi colocada na cdmara de germinacao - BOD (Eletrolab —
EL402/150), mantendo-se a umidade relativa de 13,60 + 4,43% e temperatura
de 16,29 + 2,36 °C; (2) na condicdo de Umidade Relativa Controlada (URC)
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colocou-se a bombona com sementes e silica gel no ambiente de laboratorio
(umidade de 9,03 = 2,26%), onde a temperatura é 23,09 + 0,85°C; (3) a
condicdo com Temperatura Controlada (TC) foi mantida (17,32 + 3,09 °C) as
sementes foram colocadas na BOD (Eletrolab — EL402/150), com umidade
relativa alta e sem controle (69,09 £ 9,31%); (4) a condicdo umidade relativa e
temperatura do ambiente de laboratorio (URTAL) foi obtida (53,23 + 8,30%)
mantendo-se as sementes no ambiente de laboratério, onde a temperatura é
de 24,74 £ 1,50 °C. Durante os 12 meses de armazenamento (marco de 2014
a marco de 2015), a temperatura e a umidade de cada ambiente foram
medidas diariamente utilizando-se o datalogger (Impac — IP747RH). A Tabela 5

apresenta as condigOes de armazenamento descritas.

Tabela 5. Condi¢Bes de armazenamento de sementes dos cultivares Nordestina e Paraguacu
de Ricinus communis L. no Laboratério de Bioquimica, Biotecnologia e Bioprodutos — LBBB,

durante o periodo de 12 meses (mar¢o de 2014 a mar¢o de 2015).

CONDICOES Umidade Umidade Temperatura Umidade
relativa e relativa controlada relativa e
DE temperatura controlada temperatura
[
ARMAZENAMENTO  controlada 4do
ambiente de
laboratério
Siglas (URTC) (URC) (TC) (URTAL)
Sacos de aniagem X X X X
Bombona + silica gel X X - -

Temperatura (°C) 16,29 + 2,36 23,09 + 0,85 17,32 +3,09 24,74 +1,50

Umidade relativa (%) 13,60 + 4,43 9,03 + 2,26 69,09+9,31 53,26 + 8,30

2.3. Extracdo e quantificagdo de proteinas totais

Para a execucgao das analises enzimaticas foram utilizadas amostras coletadas
a cada trés meses, durante um ano de armazenamento (0, 3, 6, 9 e 12 meses).
Foram utilizadas 60 sementes, inteiras e sem 0 tegumento, coletadas de cada
uma das condi¢cdes de armazenamento testada e de cada cultivar (Tabela 1),
mantidas em sacos de papel aluminio devidamente identificados e guardados
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no freezer (Sanyo) — 80°C até o momento de uso. O desenho experimental foi

inteiramente casualizado utilizando-se 4 repeticbes de 15 sementes cada.

As sementes dos cultivares Nordestina e Paraguacu, coletadas a cada 3
meses, foram maceradas em nitrogénio liquido, apos a retirada do tegumento,
até a obtencéo de po fino, que foi colocado em tubo falcon e armazenado em
freezer (Sanyo) — 80°C. Pesou-se 0,5 g do macerado de cada amostra, que foi
transferido para tubo falcon individuais e ressuspendido em 10 mL de tampé&o
fosfato, 100 mM pH 7,4 (SAMBROOK et al., 1989). Os tubos falcons com as
amostras foram colocados em recipientes com gelo na mesa agitadora (Labnet
International, Inc. — ORBIT™ 300) durante 1 hora e sob agitacdo constante. Em
seguida centrifugou-se a 210 g, a 4°C durante 30 minutos. Apds a
centrifugacdo o sobrenadante (extrato proteico), sem lipideos, foi aliquotado (1
mL em tubo eppendorf), identificados e armazenado em caixas no freezer
(Sanyo) — 80°C.

A quantificacdo das proteinas totais foi realizada segundo o método proposto
por Bradford (1976), usando o padrdo de albumina sérica bovina - BSA
(Molecular Probes) para a construcdo da curva analitica. Utilizou-se como
reagente de cor, solucdo Bradford Protein Assay (Bio-Rad). As leituras das
absorbéancias foram realizadas no comprimento de onda de 595 nm, utilizando
espectrofotdmetro (GE Healthcare - Ultrospec™ 7000). Para determinacdo da
concentracdo de proteinas totais utilizou-se a solucdo estoque BSA (1440
pg/mL), o estoque padrdo de albumina sérica foi diluido para uma
concentracdo de 12,5 pg.mL™. A partir dessa diluicdo foi construida uma curva
analitica, na qual o intervalo variou de 0,5 a 10 pg.mL™. Para a anélise das
amostras foi utilizada uma aliquota de 1 uL do extrato bruto diluido em 799 yL
de agua ultrapura totalizando 800 pL, ao qual foi acrescentado 200 uL do
reagente de Bradford Protein Assay (Bio-Rad). A analise foi realizada em
triplicata, a absorbancia das solu¢cbes determinada em espectrofotémetro (GE
Healthcare - Ultrospec™ 7000), no comprimento de onda de 595 nm. A
concentracdo das proteinas nas amostras foi calculada usando-se a equacao

obtida no calculo de regresséao linear da curva analitica com BSA padréo.
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2.4. Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi determinada
espectrofotometricamente utilizando metodologia adaptada tendo como base o
descrito em Omar et al. (2012), Beauchamp & Fridovich (1971), Onahue et al.
(1997), Silva et al. (2012), Carneiro (2011) e Gianopolitis & Ries (1977).
Baseado na deteccéo espectrofotométrica do formazan a 560 nm (produto de
reducdo do azul de nitro-tetrazodlio — NBT), mediado pelos radicais superéxidos,
gue sao formados quando a riboflavina € submetida a luz, esta sofre fotdlise,
providencia um elétron para o oxigénio do ambiente (O2), resultando no ion
superoxido (O2e-). Este ion atua reduzindo o NBT a formazan (produto de
coloracdo roxa). Na presenca de SOD, a reacdo € inibida e foi utilizada esta
inibicdo para determinar atividade enzimatica da SOD (ALFENAS, 2006).

Inicialmente determinou-se o tempo de reacdo para fotorreducdo do NBT e
posteriormente foi realizada a inibicdo da formacdo do formazan a partir do
NBT utilizando o extrato proteico em estudo, para determinar o volume de
extrato a ser utilizado, segundo a metodologia de GIANOPOLITIS & RIES
(1977). Foram utilizados diferentes volumes de amostra para determinar qual o
volume necessario para inibir em 50% a reacdo de reducao do NBT, quando

mantidos durante 3 minutos a exposicao a luz (480 w).

A analise foi realizada a 25 °C e o meio de reacao foi composto por tampéao
fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 pyM. Para a
determinacdo da atividade da SOD utilizou-se 30 pyL de amostra (extrato
proteico) e acrescentou-se 0 meio de reac¢éao, totalizando 1 mL. Para o preparo
do controle utilizou-se apenas o meio de reacdo. Os tubos teste e o controle
foram mantidos por 3 minutos sob iluminacdo (480 w) em camara de
germinacao BOD Panasonic — humidity. O branco foi feito da mesma forma, no
entanto ficou sob o abrigo da luz. As leituras das absorbancias foram
realizadas a 560 nm em (GE Healthcare - Ultrospec™ 7000). Todas as anélises
foram realizadas em triplicata A atividade enzimatica foi considerada como a
guantidade de enzima (SOD) necessaria para inibir em 50% a fotorreducéo do

NBT e foi calculada pela reagéo de atividade especifica descrita abaixo:
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SOD (Unidade /mL) = [(V/v) - 1] x F/[PT] onde:

V corresponde a taxa de reagdo na auséncia da SOD (Absorbancia do tubo
controle);

v corresponde a taxa de reacdo na presenca da enzima (absorbancia do tubo

amostra);
F € o fator de dilui¢éo (33,33);
PT corresponde a concentracao de proteinas totais do extrato bruto.

Uma unidade (U) da SOD corresponde (uL.mL™) e o resultado é expresso em
Unidade SOD.ug™ de Proteina.

2.5. Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da CAT foi determinada pelo método descrito por BERGMEYER
(1970), no qual a decomposicdo enzimatica do peroxido de hidrogénio (H.0,) &

medida pelo decaimento da absorbancia a 240 nm.

A mistura de reacédo foi composta de tampao fosfato de potassio 50 mM (pH
7,4) contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,1 mM, perdxido de
hidrogénio (H.0,) a 3% e extrato proteico bruto contendo a enzima 70 uL . A
reacdo foi iniciada com a adi¢do do H,0,, e foi avaliada como o decréscimo da
absorbancia a 240nm medida em espectrofotometro (GE Healthcare -
Ultrospec™ 7000), pelo periodo de 3 minutos em intervalo de 10 segundos. E
o branco foi preparado utilizando a mistura da reacdo com auséncia de
peréxido de hidrogénio a 3% e da amostra. Uma unidade de catalase
corresponde a 1M de H,0; consumido min™.pg ™ proteina.

Foi utilizado o seguinte calculo:

Como 1U CAT =1,0 umol H>,O>/min, entdo:

[H202] mM = A A240 x 0,001 L x 1000
0,0436 (Vcubeta) (umol) =U CAT
T (min)

Onde, o A A240 ¢ a diferenca entre o valor de absorbancia no tempo zero e o

valor em que o decaimento deixou de ser linear.
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T € o tempo de reacdo em minutos (3 min);
0,0436 é o Coeficiente de Extingdo Molar do H,0;;
0,001 é o volume (L) da cubeta;

U CAT é a unidade de catalase.

Para se obter o valor de unidades de catalase por microgramas de proteinas,

utilizou-se a formula a sequir:
U CAT/ug de proteinas = U CAT / ([PT] x 70)
PT corresponde a concentracao de proteinas totais do extrato bruto;

70 corresponde ao volume (uL) de extrato bruto usado.

2.6. Ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11)

A atividade da ascorbato peroxidase, foi realizada pelo monitoramento da
oxidacdo do ascorbato (ASA) que ocorre com diminuicdo da absorbancia a 290
nm, segundo Nakano & Asada (1981), com modificacdes. O meio de reacao foi
composto de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0); acido ascérbico 0,5
mM; acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,1 mM; H,O, 1mM e 50 uL de
extrato proteico, para um volume total de reacdo de 1 mL. A reacado foi
realizada a 25°C com leitura da absorbancia a 290 nm em espectrofotémetro
(GE Healthcare - Ultrospec™ 7000), durante 7 minutos com intervalos de
leitura de 10 segundos. A reagéo foi iniciada com adigdo de 50 yL de extrato
enzimatico (amostra), tendo como branco o meio de reacao livre de H,O, e de
amostra. A taxa de oxidacdo do ascorbato foi determinada pelo decréscimo na
absorbancia a 290 nm (2,8 mM.cm™). A atividade da APX foi expressa como
mmol ASA consumido min™ ug™ proteinas, ou seja, APX (mmol ASA min-1 pg-!
Prot).

Foi usada a férmula a seguir:
(A x F)/ (2,8 x T) = mmol ASA min™*
Resultado (mmol ASA min™) /[PT] = mmol ASA min™ ug™ Prot.

A corresponde a absorbancia da amostra;
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F € o fator de diluicédo (20);
2,8 é o Coeficiente de Extingdo Molar do ascorbato (ASA);
T é o tempo de reacdo em minutos (7 min);

PT corresponde a concentracao de proteinas totais do extrato bruto;

2.7. Analises dos dados

Para avaliagdo dos dados foi utilizado o delineamento experimental em parcela
subdividida no tempo e os resultados obtidos foram submetidos ao teste de
Tukey com probabilidade de 5%. Utilizou-se para este processamento de
dados do programa SISVAR verséo 5.0 (FERREIRA, 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Atividade da superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

No presente estudo ao se avaliar como as sementes dos cultivares Nordestina
e Paraguacu ao longo dos 12 meses, submetidas a diferentes condi¢cdes de
temperatura e umidade relativa de armazenamento, verificou-se diferengas
qguanto o cultivar avaliado, ao tempo e a condicdo de armazenamento testado
(Figura 29).

Houve diferenca significativa entre os valores de atividade da SOD para os
cultivares Nordestina e Paraguacu nas diferentes condicbes de
armazenamento. A partir do tempo inicial foram verificadas diferencas
significativas nos valores de atividade enzimética nas sementes de Nordestina
para 0 més trés, sendo considerados como meses de adaptacdo da semente
ao ambiente de armazenamento. As sementes do cultivar Paraguacgu tiveram
um comportamento muito semelhante quanto a atividade da SOD para todas as
condigcbes de armazenamento quando se analisa 0s meses nove e doze,
excetuando a condicdo sem controle de temperatura e umidade relativa
(URTAL), onde o no nono més ocorreu um aumento significativo no valor da
atividade da SOD.
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Figura 29. Atividade da superdxido dismutase (SOD) em sementes de dois
cultivares de Ricinus communis L. armazenadas em diferentes condi¢cdes
(umidade relativa e temperatura controla - URTC; umidade relativa
controlada - URC; temperatura controlada - TC e umidade relativa e
temperatura do ambiente de laboratério — URTAL), no periodo de marco de
2014 a marco de 2015 no LBBB/ICS/UFBA. (A) Nordestina e (B) Paraguacu.
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Letras mailsculas iguais (em cada condicdo de armazenamento) nao
representam diferenca significativa entre os tempos de armazenamento (0O,
3, 6, 9, 12 meses); letras minldsculas iguais entre os tempos de
armazenamento nao representam diferencga significativa entre as condicdes

de armazenamento, de acordo com o teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Para as sementes do cultivar Nordestina a condicdo URTC seguiu 0 mesmo
padrao de atividade da SOD das sementes do cultivar Paraguacu nos meses
nove e doze. A atividade da SOD nas sementes de Nordestina mantidas na
condicdo URC também reduziu no més nove, seguido por um aumento no
décimo segundo més, enquanto que as que nas sementes que foram mantidas
nas condicbes de TC e URTAL a atividade da SOD no més nove e doze
tiveram o mesmo padrdo se mantiveram constante sem diferenga significativa
entre os dados. E ao se comparar o valor da SOD no tempo inicial do
armazenamento (més zero) e o0 més doze de todas as condi¢des, verifica-se
que ha uma reducdo na atividade da SOD para as sementes mantidas em
todas as condicdes e para ambos os cultivares (Nordestina e Paraguacu),
entretanto, sem haver diferencas significativas entre os valores, excetuando
para sementes do cultivar nordestina mantidas em umidade relativa e
temperatura controlada e para o cultivar Paraguagcu em umidade relativa

controlada, que diferiram significativamente.

O aumento significativo nos valores da SOD, verificados nas sementes de
ambos o0s cultivares nos meses trés e/ou seis de armazenamento pode ter
ocorrido em virtude da adaptacdo das sementes ao ambiente de
armazenamento, corroborando com os resultados de germinacéo final maxima
(GFM) e tempo médio de germinacao (TMG), verificados nos meses trés e seis
nas sementes do cultivar Nordestina que tiveram uma GFM alta (90%-100%).
Ja as sementes do cultivar Paraguacu tiveram sua melhor GFM com trés
meses de armazenamento (em torno de 80%). O TMG das sementes de
Nordestina para estes meses foi em torno de 34-37 horas, e para o cultivar
Paraguacu ( 51-63 horas) tendo um menor tempo de germinacdo ao terceiro

més (Capitulo 1).

Em condigcbes normais, a formacdo e a remocdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), ocorrem de forma balanceada. Entretanto em condi¢cbes de
estresse pode haver aumento na formagdo das ERO, sua eliminacdo deve
ocorrer de forma constante para evitar o estresse oxidativo. Desta forma, a
acao sincronizada das enzimas responsaveis pela remocao das ERO confere
maior tolerancia as plantas mantidas em condi¢cbes de estresse. No entanto,

gquando a quantidade de ERO formadas € intensificada, pode ocorrer
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supresséo dos sistemas de defesas (TIMOTEO, 2010; GILL E TUJETA, 2010;
DEUNER et al., 2011).

Com o aumento do estresse, a formacdo de ERO ¢€ intensificada e a expressao
da superoxido dismutase (SOD) é alterada, primeira enzima a atuar no sistema
antioxidante, realizando a dismutacéo do radical superéxido (02 ~*) a peréxido
de hidrogénio (H,0,). As SOD sao capazes de detectar diferencas sutis no
metabolismo tanto no citoplasma celular como na matriz mitocondrial, por isso
a formacéo de radicais livres, ativa a superoxido dismutase, como mecanismo
protetor e removedor do superoxido (CORTE et al., 2010; NAKADA et al., 2010;
DEUNER et al., 2011).

No entanto, quando se avalia o tempo zero e o ultimo més de armazenamento
(més 12) Ha& uma reducéo na atividade da SOD para todas as condi¢des. Esta
reducdo pode ser em funcdo do envelhecimento das sementes que ocorre ao
longo do armazenamento. Este resultado corrobora com resultados
encontrados por Goel et al. (2003), com sementes de algoddo, em que ouve
reducdo na atividade da SOD quando ha deterioracdo das sementes durante o
envelhecimento acelerado. E Bailly et al. (1996) descobriu que a perda de
viabilidade das sementes de girassol esta associado com a diminuicdo da
atividade da enzima superéxido dismutase, devido ao fato de que o
envelhecimento de semente estimula a peroxidacao dos lipidios e a reducéo da
atividade de enzimas antioxidante, tais como a superoxido dismutase e

peroxidase também comprovado por Abreu et al., 2013.

O envelhecimento das sementes e as condi¢cdes de armazenamento podem ter
induzido o aumento da producédo de ERO e supressédo da atividade enzimatica.
Este fato explica a maior atividade da SOD no inicio do armazenamento, e a
sua reducdo nos periodos subsequentes esta relacionado ao nivel de
envelhecimento e perda de vigor das sementes, evidenciado pelo teste de
germinabilidade. Além disso, a reducdo da atividade da SOD ao longo do
armazenamento demonstra que houve reducédo da capacidade de prevencéo
de danos oxidativo corroborando com o descrito por Santos et al., 2005 e
Heberle, 2012.
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Segundo McDonald (1999), algumas das alteragcbes ocorridas estédo
relacionadas com o envelhecimento e deterioracdo das sementes, a producéo
de ERO, promovem modificacdes na estrutura das enzimas e na degradacao
do sistema de sintese de novas enzimas (FU et al., 2015). Os danos oxidativos
comumente acumulados em sementes secas, também envolvem a peroxidacao
lipidica, mudancas na composi¢cdo de acidos graxos, perdas de fosfolipidios,
alteracdo da membrana, sdo citadas como uma das principais causas de
deterioracdo de sementes (BRACINNI et al., 2001; HEBERLE, 2012). Os
resultados obtidos neste estudo indicam que com o armazenamento pode
haver envelhecimento das sementes com alteragcdo de enzimas antioxidantes
como SOD. Blackman & Leopold (1993) desenvolveram um modelo de
envelhecimento de sementes de cebola e descreveram que o envelhecimento
coincide com a desnaturacdo de proteinas e degradacdo, inativacdo de
enzimas, quebra de fosfolipidios e lipidios de depdésito, peroxidagéo lipidica e
alteracdo da permeabilidade da membrana.

Ressalta-se que sera importante avaliar se esta ocorrendo peroxidacéao lipidica
e associar os resultados obtidos até o0 momento, considerando que de acordo
com Bailly et al. (1996), uma diminuicAo de enzimas antioxidantes esta
associada a um aumento da peroxidacao lipidica e envelhecimento acelerado.

Durante o armazenamento, os radicais livres podem ser formados na presenca
de até mesmo de vestigios de oxigénio. Inicialmente, os &cidos graxos
insaturados se decompdem para formar hidroperéxidos de &cidos graxos,
seguida pela quebra hemolitica em radicais alcoxilo (Hopin et al.,1996). Na
auséncia de enzimas ativas ha diminuicdo da eliminagéo de radicais livres, que
se acumulam nas sementes com o envelhecimento, resultando em perda total

da viabilidade das sementes, como demonstrado por Rao et al., (2006).

A superoxido dismutase é uma enzima efetiva na neutralizacdo do superoxido,
a peréxido de hidrogénio, formado como subproduto da atividade da SOD,
apesar de menos reativo, em alta quantidade pode reagir formando radicais
hidroxila que causam peroxidacdo de lipidios (MATTOS et al, 2003; CORTE,

2010). Assim a atividade da SOD isoladamente é pouco funcional na protecéo
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de sementes, sendo necessaria a formacdo de sistemas removedores de

radicais livres como a catalase e peroxidase (TIMOTEO, 2010).

3.2. Atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A catalase apresentou atividade muito semelhante nas sementes mantidas na
mesma condi¢cdo, ao longo dos doze meses de armazenamento (Figura 30),
excetuando para as sementes de Nordestina no més seis e na condicdo URC
que teve diferenca significativa em relacdo aos outros meses de
armazenamento. Entretanto, a atividade da CAT das sementes Paraguacu
mantidas na condicdo TC e URTAL apresentou diferencgas significativas entre
0S meses de armazenamento, principalmente nos meses trés e seis em
relacdo. As alteracdes de atividade verificadas nas sementes no més trés e
seis podem ser justificadas pelo periodo de adaptacdo das sementes ao
armazenamento realizado. Quando se compara o tempo inicial com o més
doze e a atividade da CAT nas sementes do cultivar Nordestina, houve um
aumento significativo da atividade para as sementes mantidas nas condi¢cdes
URC, entretanto, nas sementes armazenadas nas condicbes TC e URTAL o
aumento nao foi significativo, durante os 12 meses de armazenamento. A
atividade da CAT nas sementes do cultivar Paraguagu mantiveram valores
iguais ou muito proximos ao do controle (tempo zero), com excecdo das
sementes mantidas na condicdo TC e URTAL, pois apresentaram diferenca
significativa quanto a atividade desta enzima. Houve reducéo da atividade da
CAT nas sementes de Paraguacu mantidas em todas as condicbes de
armazenamento, ao longo dos doze meses, porém esta variacdo ndo foi

significativa (Figura 30 B).

Borges et al. (2015) verificaram em estudo de armazenamento de sementes de
Melanoxylon brauma que a atividade da catalase nas sementes tiveram
aumento da atividade nos dois primeiros meses, seguidos de decréscimos na
atividade ao longo do armazenamento, verificando maior atividade da enzima

guando ocorreu processo deteriorarivo.
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Figura 30. Atividade da catalase (CAT) em sementes de dois cultivares de
Ricinus communis L. armazenadas em diferentes condi¢cdes (umidade
relativa e temperatura controla - URTC; umidade relativa controlada - URC;
temperatura controlada - TC e umidade relativa e temperatura do ambiente
de laboratério — URTAL), no periodo de margo de 2014 a marcgo de 2015 no
LBBB/ICS/UFBA. (A) Nordestina e (B) Paraguacu.
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Oliveira (2013) avaliou alteracdes fisiologicas e enzimaticas de Jatropha curca,
e descreveu que a atividade da CAT nas sementes reduz ao longo do
armazenamento, e concluiu que a reducdo na atividade de enzimas é um
indicativo de envelhecimento provocado pelo aumento do tempo de
armazenamento. No entanto, Marques (2012), em seu estudo de sementes de
cultivares de arroz durante o armazenamento, verificou que a atividade da CAT
aumenta em paralelo com aumento do tempo de armazenamento. A CAT
apresenta baixa afinidade pelo H,O,, porém o aumento dessa enzima durante o
armazenamento demonstra que ha maior producdo de H,O, nas células, o
aumento da expressdo da CAT tem sido relacionado a produgcao de H,0O,

durante o estresse oxidativo.

A reducéo da atividade da CAT pode tornar as sementes mais sensiveis aos
efeitos das espécies reativas de oxigénio e aumentar o efeito do peroxido de
hidrogénio nas células, tornando as sementes mais sujeitas a perda de
viabilidade. Isso pode ser confirmado pela reducdo de germinacdo das
sementes do cultivar Paraguacu, principalmente nos periodos finais do
armazenamento. Através deste resultado pode-se inferir que lotes com maior
vigor possivelmente apresentariam menor producdo ERO e a diminuigcdo da
CAT, resulta na diminuicdo da prevencdo das espécies reativas de oxigénio. A
exemplo do que ocorreu com o cultivar Paraguacu, Bailly et al. (1996)
descreveram que o decréscimo na atividade da enzima catalase esta
associada a perda de viabilidade de semente de girassol. Goel et al. (2003)
demonstraram resultado semelhante em sementes de algodao e Sung & Chiu

(1995) em sementes de soja.

Ao avaliar os valores de atividade da SOD e da CAT principalmente nas
sementes de Paraguacu, percebe-se que ha similaridade nos comportamentos
das duas enzimas, permitindo afirmar que as sementes de Paraguacu estéo
envelhecendo ao longo do armazenamento e perdendo a sua qualidade ao se
comparar os dados fisiolégicos com os enziméaticos. O aumento da atividade da
CAT nas sementes do cultivar Nordestina, mantidas nas condi¢cdes URC, TC e
URTAL, pode ser explicado pela fungdo da enzima de catalisar a
transformacao do H,O, produzido nas sementes durante o armazenamento. A

producdo de H,O, pode ter ocorrido nas sementes mantidas em todas as
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condi¢bes, pois quando a quantidade de ERO é superior aos valores normais,
estas podem causar deterioracdo nas sementes, por promoverem alteracdes
degenerativas como a desestabilizacdo nas atividades de enzimas e a
desestruturacdo e perda de integridade do sistema de membranas celulares,
causada, principalmente, pela peroxidacédo de lipidios (CORTE et al., 2010).
Além da reducdo da producdo de ATP, diminuicdo na sintese de proteinas e
acidos nucléicos além de degeneracao cromossémica (Oliveira et al., 2013).

3.3. Atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11)

As APX sdo encontradas nos peroxissomos, citossol e cloroplasto
(KARYOTOU & DONALDSON, 2005). A APX faz parte das enzimas que
compde o ciclo da glutationa-ascorbato, que estdo presentes nos cloroplastos,
mitocondria, peroxissomos e apoplastos e aumentam a sua atividade em

resposta ao estresse oxidativo (FLORES et al., 2014).

Ao se analisar os resultados da atividade APX nas sementes do cultivar
Nordestina (Figura 31 A), € possivel notar uma variacao significativa ao longo
do armazenamento para todas as condicfes testadas. E ao se avaliar o tempo
inicial e o més doze, ha um aumento na atividade da APX nas sementes
mantidas na condicdo URC, TC URTAL. Quanto ao cultivar Paraguacu, ha
alteracdes significativas apenas para as condicdbes TC (més trés e seis) e
URTAL (més trés e doze). No entanto ao se comparar 0 més inicial e o més
doze de todas as condi¢cdes de armazenamento do cultivar Paraguacu, verifica-
se que ha uma tendéncia de reducéo da atividade de Paraguacu, no entanto

nao é significativa.

A reducédo da atividade da APX pode indicar que as sementes estavam mais
sensiveis aos efeitos dos radicais livres e aumento da acdo do peroxido de
hidrogénio, tornando as sementes mais sujeitas a perda de viabilidade, como
descrito por Borba et al. (2014). Isso pode ser confirmado pela reducdo da
germinacdo nos periodos finais do armazenamento. Estudos semelhantes
relataram o aumento da atividade de APX em diferente condicbes de estresse
sobre sementes de girassol (CARNEIRO et al., 2011) e em sementes de feijdo
(DEUNER et al., 2011).
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Figura 31. Atividade da ascorbato peroxidase (APX) em sementes de dois
cultivares de Ricinus communis L. armazenadas em diferentes condi¢des
(umidade relativa e temperatura controla - URTC; umidade relativa
controlada - URC; temperatura controlada - TC e umidade relativa e
temperatura ndo controlada — URTNC), no periodo de margco de 2014 a
marc¢o de 2015 no LBBB/ICS/UFBA. (A) Nordestina e (B) Paraguacu.
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No entanto, em estudo de envelhecimento de arroz ocorreu uma reducdo na
atividade da APX, resultando na perda de viabilidade das sementes (YIN et al.,
2014; MARQUES et al.,, 2014). A CAT e a APX podem atuar de forma
simultanea, o que pode resultar na baixa atividade para ambos, mas realizando
uma desintoxicacdo eficiente. No entanto a CAT e a APX apresentam
afinidades distintas para o peréxido de hidrogénio (MARQUES et al., 2014).

A manutencdo da qualidade fisiologica é influenciada também por alteracdes
bioquimicas que afetam o funcionamento e a integridade das enzimas
envolvidas em varios processos, dentre elas as antioxidantes avaliadas neste
estudo. Como as ERO sé&o inevitavelmente produzidas por todos os
organismos aerobicos em funcdo dos processos metabdlicos normais da
célula, a capacidade da manutencao da atividade de SOD, APX e CAT, sob
condicBes de estresses ambientais, neste caso, as diferentes condicbes de
temperatura e umidade relativa as quais as sementes estavam submetidas, é
essencial para a manutencdo do equilibrio entre a formacdo e remocao de
ERO que ocorreu durante o armazenamento e envelhecimento das sementes
verificadas através dos dados fisiolégicos (Capitulo 1) e as alteracBes
enzimaticas verificadas. Portanto, no presente estudo, constatou-se o que foi
descrito por (Soares 2006), que descreve em seu estudo com sementes de
mamona a reducao na atividade da SOD e variacGes nas atividades da CAT e

APX, seguido de estabilizacdo na atividade das mesmas.

O estresse causado pelo armazenamento, em especial nas condicbes sem
controle de temperatura e/ou umidade pode ter induzido o aumento da
producdo de ERO. A reducdo na atividade das enzimas analisadas deve estar
relacionada a niveis de perda da qualidade das sementes, e as diminuicdes
das atividades das enzimas SOD, CAT e APX podem resultar na reducao da
prevencdo das espécies reativas de oxigénio que sdo produzidas durante o
armazenamento (BORBA et al., 2014).

A prevencédo do estresse oxidativo esta relacionado a um sistema antioxidante
eficiente, e enzimas antioxidantes sdo consideradas como marcadores
bioquimicos eficazes (PEREIRA, 2011). Alteracdes bioquimicas associadas

com o envelhecimento da semente incluem insuficiéncia na sintese de
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proteinas, inativacdo de proteina, alteracdes na atividade enzimatica, e nas
modificacdes pds-traducionais. Podem servir de sinais para o desenvolvimento
de biomarcadores. No entanto, poucos estudos tém sido realizados para avaliar
e comparar a eficiéncia de biomarcadores para avaliar o envelhecimento de
sementes (BORBA et al., 2014; FU et al., 2015; SANO et al., 2015).
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4. CONCLUSAO

As enzimas superoxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase, estédo
expressas em sementes dos cultivares Nordestina e Paraguacu de R.
communis e podem ser utilizadas para avaliacdo do efeito da variagdo da
temperatura e umidade relativa durante o armazenamento das sementes.
Dentre as enzimas avaliadas, a superoxido dismutase pode ser considerada
como potencial para a sua utilizagdo como marcador bioquimico durante o
armazenamento e envelhecimento de sementes de R. communis . No entanto,
€ necessario aprofundar os estudos da atividade enzimatica e aliar esses
resultados a estudos de perfil enzimético e expressdo génica, pois atravées das
respostas bioquimicas e moleculares sera possivel correlacionar o
metabolismo das sementes com a germinabilidade e vigor em funcao do tempo

e 0 ambiente de armazenamento.
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CONCLUSAO FINAL

As sementes dos cultivares Nordestina e Paraguagu de R. communis

apresentam diferencas fisiologicas e bioquimicas;

As sementes dos dois cultivares respondem de forma diferente ao
armazenamento, sendo que ao serem mantidas em condicbes com a
umidade relativa controlada (URTC e URC) ha menor variagcdo nas

caracteristicas fisiologicas, ao longo do armazenamento.

As condicbes de armazenamento, durante 12 meses, sem controle de
umidade (TC e URTAL) afetam mais as sementes promovendo a
diminuicdo da qualidade fisiol6gica das sementes de ambos cultivares;

O vigor das sementes de Nordestina e Paraguacu € reduzido ao longo
de doze meses de armazenamento, nas diferentes condicbes de
temperatura e umidade, principalmente quando sdo mantidas nas
condi¢cBes TC e URTAL;

A cultivar Nordestina apresenta melhor qualidade fisiolégica em
comparacdo a Paraguacu, que é mantida ao longo dos 12 meses de
armazenamento. Os parametros de germinacdo (Germinacdo final
maxima — GFM, Tempo para alcancar a 50% de germinacdo — T50,
Uniformidade da germinacdo — U8416, Area abaixo da curva — AAC;
Plantulas normais, anormais deformadas e anormais deterioradas;
Biometria das plantulas normais e Massa seca das plantulas normais) e
teor de umidade sdo mantidos durante os doze meses de
armazenamento em diferentes condicbes de temperatura e umidade

relativa;

As sementes dos dois cultivares apresentam variacdes quanto a
atividade das enzimas SOD, CAT e APX ao longo de doze meses de

armazenamento em diferentes condi¢cbes de temperatura e umidade;

A SOD pode ser utilizada como marcador bioquimico para avaliacdo de
sementes de R. communis durante o0 armazenamento, ja que sua
atividade altera em sementes submetidas a diferentes condi¢cbes de

temperatura e umidade relativa nos 12 meses de armazenamento;
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A expressao de genes das enzimas SOD, CAT e APX, juntamente com a
realizacdo de perfis enzimaticos e avaliacdo de malondialdeido (MDA),
vai permitir um maior esclarecimento e complementar os dados 0Obitos,
possibilitando  complementacdo das informagbes e  melhor

caracterizacdo das sementes de R. communis iniciadas no presente
estudo.
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