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VASCONCELOS, Paulo de Carvalho Teixeira. Desenvoérnto e germinacdo de sementes
de mamona cv. MPA 11: morfofisiologia e ciclo calul 85 f. il. 2014. Dissertagéo
(Mestrado) — Instituto de Ciéncias da Saude, Usidade Federal da Bahia, Salvador, 2014.

Resumo

A mamoneira Ricinus communis L.) € uma espécie que apresenta destaque no celzi
oleaginosas, principalmente pela composicdo quimigaalidade do 6leo extraido de suas
sementes como fonte de matéria prima para a prodig®iodiesel. Além das vantagens de
ser uma cultura de facil manejo, e com ampla fadgaadaptacdo e tolerancia podendo ser
cultivada em ambientes desfavoraveis e baixos sudoproducédo. Devido a estes fatores,
criaram-se incentivos e perspectivas de expans&eudaultivo pela agricultura familiar no
semiarido nordestino, regido caracterizada pelasssz de chuvas e frequentes secas. O
objetivo deste trabalho consistiu em caracterizgracesso de formacdo da semente de
Mamona da cultivar MPA 11 e analisar funcionalmesgesventos do ciclo celular e eventos
fisiologicos durante o desenvolvimento e maturagéde sementes, bem como durante a
germinacdo das sementes embebidas sob condi¢cdessttigdo hidrica por meio de
osmocondicionamento. Como material biologico folia#@do sementes do cultivar MPA11
produzida pela Empresa Baiana de Desenvolvimentiwdlg (EBDA) cultivadas na Fazenda
Experimental da UFBA (S&o Gongalo dos Campos-BAjak realizadas visitas semanais
para colheita de frutos a cada sete dias até ali@3apds a marcacdo (DAM), os quais
passaram por analises biométricas, sendo medidmpgdae comprimento de frutos; largura,
comprimento e espessura de sementes, teor de weneabnteddo de matéria seca das
sementes. As sementes colhidas aos 63 DAM forammetidas a secagem e
osmocondicionamento, e subsequente teste de gednineonduzido em quatro repeticdes de
25 sementes por tratamento, sendo o delineameptsimental inteiramente casualizado em
esquema fatorial de 2 x 2. Para o estudo do celaar durante o desenvolvimento foram
utilizados embrides de sementes com 28, 35, 456l@, 63 DAM para analise de conteudo
de DNA por citometria de fluxo, tubulina por westeblotting e microtubulos por
microscopia de imunofluorescéncia. Para estudado celular durante a germinagéo, foram
extraidos os eixos embrionarios nos periodos @4,048, 72 e 96 h das sementes embebidas
em 4gua, sendo realizadas analises de tubulin@retdabulos. A cultivar MPA11 apresenta
ciclo precoce, com suas sementes alcancando aideakeirfisiolégica aos 35 DAM estando
as mesmas maduras aos 56 DAM, sendo esta umaadegiguiomissora para o semiarido
nordestino. Para os tratamentos de secagem apicaglcsementes maduras, ndo houve
diferencas significativas. No entanto, o osmocdodamento permitiu as sementes iniciar
etapas do processo de germinacdo, o que melhoreeloaidade de germinacdo apos
embebicdo em agua. Neste estudo, um modelo devibdgerento e germinacao de sementes
de mamona da cultivar MPA1l da EBDA é proposto,ue gepresenta um avango na
compreensao do desenvolvimento e germinacao dengesrae mamona.

Palavras-chave: semiéarido, biosiesel, maturac@dga, osmocondicionamento.
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VASCONCELOS, Paulo de Carvalho Teixeira. Developtamd germination of castor bean
seeds cv. MPA 11: morphophysiology and cell cyBk pp. ill. 2014. Master Dissertation —
Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade FedarBahia, Salvador, 2014.

Abstract

The castor beanR{cinus communis L.) is a species that has featured in the scenatrio
oilseeds, mainly by the chemical composition analiguof the oil extracted from its seeds as
a source of raw material for the production of liésél. Besides the advantages of being a
culture of easy handling and wide range of adapta#ind tolerance can be grown on low
costs and unfavorable production environments. tDubese factors, it created incentives and
opportunities for expansion of its cultivation canfily farms in the northeastern semi-arid
region characterized by low rainfall and frequendudjhts. The aim of this study was to
characterize the process of formation of Castod seétivar MPA11l and functionally analyze
the cell cycle events and physiological eventsradudevelopment and maturation of seeds
and during germination of seeds soaked under @nstronditions water through priming.
As biological material MPA1l seeds of cultivar pnodd by the Bahia Agricultural
Development Company (EBDA) grown at the ExperimeRarm UFBa (Sao Gongalo dos
Campos-BA) were used. Weekly visits to harvestt fiwere taken every seven days until the
63 th day after (DAM) marking, which passed throlgbmetric analysis, being measured
width and fruit length; width, length and thicknesfsseed moisture content and dry matter
content of the seeds. Seeds harvested at 63 DAM dreed and priming, and subsequent
germination test conducted in four replicates of 2®ds per treatment, the completely
randomized design in a factorial 2 x 2 To study bk cycle during developing embryos of
seeds with 28, 35, 42, 49, 56 and 63 DMA analy$i®NA content by flow cytometry,
western blotting for tubulin and microtubules bynmmnofluorescence microscopy. To study
the cell cycle during germination the embryonic sake periods of 0, 24, 48, 72 and 96 h of
seeds soaked in water, the analysis being perfotatedin and microtubules were extracted.
Cultivar MPA11 presents early cycle with its seedach physiological maturity at 35 to
being mature same at 56 DAM, which is a promisiagety for the semi-arid northeast. For
the drying treatments applied to mature seedse tlvere no significant differences. However,
osmopriming allowed the seeds start germinatingestaf the process, which improved the
germination rate after soaking in water. In thisidgt a model of development and
germination of castor bean cultivar MPA11 EBDA mmosed, representing a breakthrough
in understanding the development and germinatiarasfor seeds.

Keywords: semiarid, seedlings, stress tolerance.
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18

1. INTRODUCAO

A regido semiarida do nordeste brasileiro € caraeida pelas frequentes secas
ocasionadas pela escassez de chuva, tornandd difisidla das populagcdes locais, que se
baseiam na agricultura familiar como principal éode sustento (SUDENE, 2014).

Dentre as espécies cultivadas pela agriculturalitamia regido, a mamoneirRi¢inus
communis L.) destaca-se como oleaginosa pela composicanicpie qualidade do oleo
extraido de suas sementes, o qual € altamentezaalorpara a industria ricinoquimica, o que
contribuiu para que o semiarido se tornasse aipdahregido produtora de mamona no Brasil
(CHAN et al., 2010; RIBEIRO et al.,, 2014b). Altetivamente, o alto teor de 6leo e a
importancia socioecondmica regional justificou ai¢acdo da mamona como uma das
principais fontes de matéria prima potencial pai@acacao de biodiesel.

Alem de contribuir para a diminuicdo da emissdogdsees de efeito estufa com
substituicdo parcial de combustiveis fosseis, a omanapresenta como vantagens a producéo
de biocombustivel; apresentar ampla faixa de adaptpodendo ser cultivada em ambientes
desfavoraveis, ser de facil manejo e baixos cugsroducéo. Devido a todos estes fatores,
foram criados incentivos e perspectivas pelo ProgrdNacional de produgcéo e Uso de
Biodiesel (PNPB) para a expansao e valorizacdo ultive da mamona pela agricultura
familiar no semiérido nordestino, de modo a favere@a geracdo de renda e o
desenvolvimento socioecondmico na regido (BELTRA@I,€2003; BELTRAO et al., 2005;
EMBRAPA, 2010; PEREA-FLORES et al, 2011; BRUM et 2011; NOBRE et al, 2012;
MADANKAR et al, 2013; RIBEIRO et al., 2014a).

A india, China, Brasil e Mogambique sdo os maiguesdutores de sementes de
mamona (96% da producdo mundial), onde o cultim@adicionalmente feito por pequenos
agricultores, fazendo uso de variedades de bandimento e colheita manual. O avanc¢o no
uso da espécie para fabricacdo de biocombustivel sendo limitado pelo déficit no
fornecimento da matéria-prima (pouco confiavehae pela demanda industrial. Sendo que o
aumento da producdo de mamona pode ser obtido coso de variedades e hibridos com
maior potencial genético e um melhor manejo daualtporém a criacdo de novos genétipos
de alto rendimento depende de um conhecimento pmafsndo sobre desenvolvimento e
germinacdo de sementes (OPENSHAW, 2000; CHAN, 2@BERMAN et al, 2011,
SEVERINO et al., 2012; RAMANJANEYULU et al, 2013A®PBELL et al., 2014).

A obtencdo de hibridos com o desempenho superguwaa linhagens parentais é

denominada de heterose, que pode ser alcancadarpe&mento de linhagens que possuem
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boa capacidade combinatéria. Atraves da heterogmssivel melhorar varios aspectos
agrondmicos que estao relacionados ao aumentondenento, sendo esta mais observada
em plantas adultas, onde geramente séo analisadirsgtros como; aumento do tamanho da
planta, frutificacédo, velocidade de desenvolvimgngsisténcia a doencas e pragas de insetos
e resisténcia a estresses climéticos. No entarganeento do vigor j& se manifesta durante o
desenvolvimento da semente, a germinacao e arfasal ido desenvolvimento da plantula,
sendo observadas mehoras na massa seca e fresmmages e comprimento das plantulas
(GOMES et al., 2000; HOECKER et al., 2006).

O ciclo de vida em plantas superiores e lavourasieccais compreende o
desenvolvimento da semente seguido da germinagdesenvolvimento pds-germinativo.
Estas etapas sdo marcadas por eventos citoldgitiemlégicos associados a qualidade da
semente. Apesar de a mamona ser muito investigdda ponto de vista da producéo vegetal
como lavoura, ainda é necessario um melhor enteamiomdos aspectos citolégicos e
fisiologicos que governam o desenvolvimento dass sementes com vistas a qualidade
bioquimica e fisiologica para fins de propagulo rigeacdo e vigor) e bioproduto
(commodity) (BEWLEY & BLACK, 1994; TAIZ & ZEIGER, Q09).

A qualidade das sementes pode ser definida comoma sle atributos genéticos,
fisicos, fisiol6gicos e bioquimicos que afetam pazadade das sementes para realizar as
fungBes vitais, estando relacionada a germinac@oy ¥ longevidade, sendo a qualidade
fisiolégica baseada no gendtipo. Apesar dos efetiomaticos sobre a qualidade das
sementes, o potencial maximo de qualidade, conmgrraigacdo, emergéncia e vigor, podem
ser controlados geneticamente (NERLING, 2013).

A fase de desenvolvimento de sementes pode selidiivem trés estadios distintos: a
Fase | é a histodiferenciacdo, marcada pela foronags tecidos e 6rgdos da semente
(embrido e endosperma) ocorrendo intensas diviseékdares, sendo as sementes mais
sensiveis ao ambiente durante essa fase, pois erau® células formadas vai definir a taxa
de acumulo de reservas na fase posterior; a Fage al morfogénese, na qual ocorre
crescimento do embrido por expansao celular e depies nutrientes de reserva no embrido e
endosperma, alcancando ponto de maturidade fistalp@ qual em geral culmina ou é
sucedida pela maturacéo final, definida como a HHsena qual ocorre interrupgédo do
desenvolvimento, a supressao da germinacdo preaquisicdo de tolerancia a dessecacéo,
dessecacao e quiescéncia metabdlica, podendo indueéo de dorméncia (DE CASTRO &
HILHORST, 2000; MUNIER-JOLAIN et al., 2008; SEVERIN& AULD, 2013Db).
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A dessecacao ou secagem das sementes pode irdlueacjualidade e capacidade de
germinacgao, em virtude da transicdo do metabolidsndesenvolvimento em preparo para o
metabolismo da germinacéo; e, subsequente, crasitiraelesenvolvimento pds-germinativo
(ADAMS & RINNE, 1981; LONG et al., 1981, KERMODE et., 1985; PRESSEL et al.,
2006).

Na germinagdo ocorre a reativacdo metabolica éogemética da semente a partir da
reabsorcao de agua, sendo o crescimento do entdapBndente dos processos de expanséao e
divisdo celular (VILLELA, 2001; DE CASTRO & HILHORE 2006). A uniformidade na
germinacdo € um parametro almejado em cultivodcagas, o que pode ser alcancado por
meio de tratamentos pré-germinativos, visando tmifcar o estande, o crescimento e o
desenvolvimento da lavoura, e posteriormente facilie otimizar a colheita e a
comercializacdo (VARIER et al., 2010; CHEN & ARORZ()13).

O osmocondicionamento constitui um tipo de tratam@né-germinativo por meio da
embebicdo controlada (restricdo hidrica) das sessemgodendo proporcionar melhorias
qguanto a quebra de dorméncia, germinabilidade egémeia em campo, aliado ao aumento
da tolerancia a estresses (abidticos e bidticosjasa de estabelecimento da lavoura. O
osmocondicionamento ou condicionamento osmoticostitairse na pré-embebicdo das
sementes em solugdes aquosas com particulas s&iol@® mecanismo de controle da
absorcdo de agua pela semente, reduzindo-se @ taxeolume de 4gua absorvida, o que
permite reestruturagdo das membranas e a posadeliddos tecidos celulares se
desenvolverem mais ordenadamente, contribuindo @araniformizacdo do processo
germinativo (REDDY & MATCHA, 2010; VARIER et al.,@0; CHEN & ARORA, 2013).

As anadlises de mecanismos de controle do cicloarelque acontecem durante o
desenvolvimento e germinacdo de sementes, tém ilmgd significativamente com
evidéncias sobre os programas regulatorios queatamt ambas as fases do desenvolvimento
das plantas superiores (DE CASTRO et al., 2001ntaRt, € importante o estudo por meio
de técnicas que permitam a obtencdo de resultaolosistentes em niveis fisiolégico e
citologico, a fim de se compreender melhor os meoaws de desenvolvimento e germinagao
e estabelecer estratégias adequadas para o meievalvimento, qualidade e produtividade
de sementes de mamona.

Desta maneira, tornam-se importantes o desenvalonde estudos com carater
investigatorio sobre as sementes, podendo estas gjdrsidios para o melhor entendimento

de seu comportamento, possibilitando um melhonaitaamento das sementes de mamona.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Semiarido brasileiro

O Semiarido brasileiro apresenta um clima semiétidpical e uma rica diversidade
biolégica, com espécies adaptadas a condi¢des dtidediticas locais, onde ha restricdo
hidrica, tendo em vista que esta regido € conhgeideipalmente devido a seca que a atinge
(INSA, 2014).

Segundo dados da SUDENE (2014) as precipitacbetasnéduais da regido variam
entre 500 e 800 mm, com as chuvas mal distribuidagmpo. O que realmente caracteriza
uma seca nao € o baixo volume de chuvas e simm@a&ulstribuicdo ao longo do tempo.

A proximidade da linha do Equador é um fator ndtqre tem influéncia marcante
nas caracteristicas climaticas do semiarido. Axasailatitudes condicionam a regiao
temperaturas elevadas (médias anual de 26° C),rolla@bém elevado de horas de sol por
ano (estimado em cerca de 3.000 h/ano) e indieggusrdos de evapotranspiracdo, devido a
incidéncia perpendicular dos raios solares solseparficie do solo, evapotranspirando, em
média, cerca de 2.000 mm/ano, e em algumas regiégapotranspiracdo pode atingir cerca
de 7 mm/dia. O principal ecossistema € o da Caatiogm solo, em sua maioria, areno-
argiloso, e a presenca de rios temporarios comaege xerofita aberta, de aspecto agressivo
devido a abundancia de cactaceas colunares e, rarpbta frequéncia dos arbustos e arvores
com espinhos, o que distingue fisionomicamente reggao (FUNDAJ, 2014).

O semiarido ocupa 57,53% da area do nordeste,destanesente nos nove estados
nordestinos (Maranh&o, Piaui, Ceara, Rio Grandblatte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Sergipe e Bahia) e no norte do estado de MinassGatarange 1.133 municipios (Figura 01),
e abriga 40,54% da populacdo da regido nordestedosaesponsavel ainda por
aproximadamente 21,6% do Produto Interno Bruto XRI& regido. Sendo esta uma das
regides com o menor PIB do pais, com altos indleeanalfabetismo, e com a agricultura e
pecuaria como principal fonte de renda, sobretudagacultura familiar. Na Bahia o
semiarido ocupa 68,7% do territorio, da regidoaartcentro-sul do estado, abrangendo 265
municipios compreendendo uma &rea de 388.27%4 (K CARVALHO et al., 2010; IBGE,
2010; SUDENE, 2014; FUNDAJ, 2014).
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Figura 01 - Mapa da regido nordeste brasileira com o Sedt&imn destaque.
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Fonte: www.bnb.gov.br

2.2. Agricultura familiar e biodiesel no estado ddahia

O primeiro plano nacional voltado para o incentika agricultura familiar no Brasil
foi o Programa Nacional da Agricultura Familiar (IRAF), que surgiu em 1996, como
resultado da luta dos trabalhadores rurais por pofitica publica especifica e diferenciada,
gue fosse realmente voltada para a agriculturditEanffCARVALHO et al., 2011).

Em abril de 2002, foi criado o Fundo Garantia Sadsde vinculado ao Ministério do
Desenvolvimento Agrario e instituiu o Beneficio &atia Safra com o objetivo de garantir
condicbes minimas de sobrevivéncia aos agricultofamiliares de municipios
sistematicamente sujeitos a perda de safra, ssus@drea de atuacdo da Superintendéncia do
Desenvolvimento do Nordeste (SUDENE). Desde o an@0f)7 a Secretaria de Agricultura,
Irrigacdo e Reforma Agraria do estado da Bahia (SEB, através da Superintendéncia de
Agricultura Familiar (SUAF) e da Empresa BaianalEsenvolvimento Agricola (EBDA)
coordenam um conjunto de acdes articuladas, levandam aumento da ades&o das
Prefeituras municipais e Agricultores familiaresFamdo Garantia Safra (SEAGRI, 2014b).

No inicio de 2014, o Conselho Estadual de Desemweinto Rural Sustentavel da
Bahia (CEDRS/BA), assegurou a liberacdo de verbaator de R$ 24 milhdes para ser
aplicada em projetos de apoio e fortalecimentogiatura familiar no estado. A agéo visa
atender aos compromissos assumidos pelo goveraduast direcionados ao segmento que
congrega 665 mil familias, sendo a Bahia o0 estaolm enaior representatividade de

estabelecimentos rurais da agricultura familiarAGRI, 2014a).



23

Em dezembro de 2004, o governo langcou o ProgranseoiNg de Producéo e Uso do
Biodiesel (PNPB), com o objetivo de introduzir @diesel na matriz energética brasileira,
promovendo a inclusdo social e o desenvolvimergmmnal. Para tanto, foram desenvolvidos
mecanismos para inclusédo da agricultura familiaidamentado no Selo Combustivel Social,
por sua vez pautado por diretrizes claras de palile inclusdo social; aproveitamento das
oleaginosas de acordo com as diversidades regi@egsranca de abastecimento para 0 novo
combustivel; garantia de qualidade para o consurmé@busca da competitividade frente ao
diesel de petréleo.

O Selo Combustivel Social é concedido pelo Ministdp Desenvolvimento Agrario,
sendo este um certificado concedido aos produteelsiodiesel que adquirem percentuais
minimos de matéria prima de agricultores familiaoetebrem contratos com os agricultores
familiares, estabelecendo prazos e condi¢cdes deegentda matéria-prima; e prestem
assisténcia técnica aos agricultores. As emprdstentoras do Selo Combustivel Social
podem ter reducdo parcial ou total de tributos rade conforme definido no modelo
tributario aplicavel ao biodiesel. Essas empresssyem acesso a melhores condi¢des de
financiamento, além de poderem concorrer a 80%atiame total negociado nos leildes de
biodiesel (MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2014).

A mistura de biodiesel ao diesel fossil teve inieio dezembro de 2004, em carater
autorizativo. Em janeiro de 2008, entrou em vigaristura legalmente obrigatdria de 2%, em
todo o territdrio nacional. Com o perceptivel anmradimento do mercado brasileiro, esse
percentual foi ampliado pelo Conselho Nacional delitifa Energética (CNPE)
sucessivamente até atingir 5% em janeiro de 20hfcipando em trés anos a meta
estabelecida pela Lei n° 11.097, de 13 de janer@@D5 (MINISTERIO DE MINAS E
ENERGIA, 2014). Em maio de 2014, foi determinadaumento da mistura de 5% para 6% a
partir de 1° de julho de 2014 e de 6% para 7% arpde 1° novembro de 2014
(RODRIGUES & MOURA, 2014).

Destaca-se também a rapida evolucdo da capacidahstiial de producdo de
biodiesel. No final de 2011, 56 unidades estavator@adas a produzir e a comercializar o
biocombustivel, com uma capacidade nominal total6deilnbes de litros/ano. Desde o
lancamento do PNPB até o final de 2011, o Brasitipriu 8,3 bilhdes de litros de biodiesel,
reduziram as importagdes de diesel em um montante3ibilhdes de ddlares, contribuindo
positivamente para a Balanca Comercial brasiléirparticipacdo de pequenos agricultores

também é relevante. Dessa capacidade industriah de 78% (4,7 bilhdes de litros/ano) séao
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provenientes de usinas detentoras do Selo CombuStdeial, um certificado fornecido pelo
governo as unidades produtoras que atendem adsitesgjale inclusdo da agricultura familiar
na cadeia produtiva do biodiesel (MINISTERIO DE MISIE ENERGIA, 2014).

Regularmente, o biodiesel € vendido misturado aeetlide petréleo em mais de 30
mil postos de abastecimento espalhados pelo paigsvindicadores confirmam o sucesso do
PNPB. Com relacdo a producdo desse tipo de biocstinbly saltou de 69 milhdes de litros
em 2006 para 2,7 bilhdes de litros em 2011. Essdtaelo credencia o Brasil como um dos
maiores no mercado mundial de biodiesel, juntamente a Alemanha e os Estados Unidos,
que produzem e consumem este combustivel renov&emuito mais tempo. Outros
importantes mercados sdo a Franca, a Espanhaljaadta Argentina (MINISTERIO DE
MINAS E ENERGIA, 2014).

Visando a ampliacdo da eficiéncia da cadeia prealuias oleaginosas gerando
melhoria a qualidade de vida dos agricultores fame$ do estado da Bahia, no dia 11 de
novembro de 2013, foi firmado um convénio entreEAGRI e a Petrobras Biocombustivel
(PBIO), no valor total de R$ 11,2 milhdes, atenderdiretamente 8.700 agricultores
familiares, sendo 6.100 destes produtores de mamimtalados ao PNPB. O convénio
garante o preparo do solo para implantacao dasilasale oleaginosas, servi¢co de assisténcia
técnica, distribuicdo de sementes e mudas de qualicc garantia de comercializacdo a preco
de mercado, uma vez que toda producdo de oleagsendaadquirida pela PBIO (SEAGRI,
2013).

A partir da producdo de biodiesel pelo Brasil unmaancadeia produtiva vem se
fortalecendo, gerando e multiplicando emprego dagtanto na fase agricola e nos mercados
de insumos e servigos, como também nas atividaglésuasporte, armazenamento, mistura e
comercializacdo do biodiesel. Além disso, vem amndg-se valor ao mesmo tempo em que
aumenta a demanda em produtividade e producao atésias-primas oleaginosas produzidas
no Pais (MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2014).

2.3. Mamona Ricinus communisL.)

Ricinus communis L. € uma espécie oleaginosa da familia Euphorb&ceonhecida
popularmente como mamona, ricino, carrapateirangale-cristo, mamoneira, bafureira e
figueira-do-inferno. Sua diversidade fenotipicaasthnte ampla, com gendtipos comerciais

podendo apresentar plantas de porte baixo a &to,anual podendo casualmente ser bienal,
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e grande variabilidade quanto a aparéncia e pardsndtiométricos das sementes. As
variedades e cultivares anuais apresentam cicléonaédl50 dias, e as precoces de 120 a 130
dias, sendo estas mais adequadas a colheita megiri@presentarem homogeneidade na
maturacdo. Ja as cultivares de ciclo longo (180-@48) sdo mais adequadas as regides
tropicais, e apresentam maior tolerancia aos sseBioticos e abibdticos sendo, portanto,
mais recomendadas para produtores que utilizamalaienologia (AZEVEDO & LIMA,
2007; SCHMIDT et al., 2008; BELTRAO & OLIVEIRA, 20).

A mamona € tida como uma planta xerofila e hebdfitom sistema radicular
pivotante profundo, folhas simples, grandes, do ftigitolobadas e denticuladas, e que
apresenta grande variabilidade fenotipica quansocamacteres morfolégicos, tais como o
habito de crescimento, cor do caule e das folh@zacia, tamanho e contetudo de 6leo das
sementes, frutos com espinhos ou inermes, deiscanieindeiscentes, ciclo anual ou
semiperene e estatura arbustiva ou arbdérea. Paétudos revelam baixa diversidade
genética entre germoplasmas de mamona em nivell(NOBREGA, 2008; CATANHEDE,
2009; CHAN, 2010; MORAIS, 2010; NOBRE et al., 2012)

As inflorescéncias da mamoneira apresentam floesculinas na base e femininas na
porcao distal do racemo monoico (Figura 02). A profo de flores masculinas e femininas
pode ser afetada pela temperatura, idade da ptiuintacdo do dia e pela variedade utilizada,
sendo que a deficiéncia hidrica e altas tempematoduzem a formacao de flores masculinas,
enquanto que condic¢des climatoldgicas balanceadazém a formacao de flores femininas.
A flor feminina possui ovario tricarpelar, com umu@ em cada carpelo, o qual originara a
futura semente (SAVY FILHO, 2005; EMBRAPA, 2014).
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Figura 02 - Inflorescéncia da mamonkgicinus communis L., cultivar MPA 11: Detalhe do racemo com botbes
masculinos abertos e botdes femininos ja fecundados

Fonte: Autor

Em relacdo a colheita, a caracteristica mais irptetda mamoneira € a maturacao
desuniforme dos frutos, principalmente em cultisade ciclo longo. Essa desuniformidade
pode ser considerada um fator importante nas ocdesligjo semiarido, evitando que o
enchimento dos frutos ocorra num anico periodou® cplocaria em risco a producdo na
ocorréncia de uma seca. Por outro lado, a desuridade de maturacao dificulta a colheita,
pois, como o0s racemos sdo lancados em diferentesenios, sua maturacdo também é
desigual, criando grande diferenca de tempo entmataracao do primeiro e do ultimo cacho.
Isso for¢ca o agricultor a realizar varias passagsla lavoura, aumentando o custo de
producao (SEVERINO et al., 2007).
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Uma caracteristica importante do fruto da mamon@ieadeiscéncia, que é definida
como o fendbmeno de abertura espontanea do frutdei$céncia ocorre quando os frutos
atingem a maturidade, sendo uma caracteristicajosat para variedades selvagens, porém,
indesejavel em plantios comerciais, porque impdgaita colheita das sementes, ja que
permite que elas caiam no chao logo que os frigocans (MILANI et al., 2006). As plantas
de mamona podem variar desde totalmente deisceateemi-deiscentes a totalmente
indeiscentes, sendo que produtores familiaresgipaimente aqueles que ainda descascam as
sementes manualmente, tém preferéncia por culsivaeeni-deiscentes. Estas variedades
podem abrir parte dos frutos ainda na lavoura,iocasdo um pouco de perda das sementes,
mas possuem a vantagem de serem descascadasaihmisriee apés a secagem dos racemos
em terreiros (SEVERINO et al., 2007).

As sementes da mamona séo ricas em 0Oleo, com i&s teariando de 45 a 50%,
sendo o principal componente do 6leo, o acido aléino (Tabela 01). A grande quantidade
de hidroxidos contidos em tal componente confemacteristicas Unicas desejaveis para
utilizacdo em produtos industrializados, como ektiaole, alta viscosidade, estabilidade
oxidativa, solubilidade em alcool e solidificacém daixas temperaturas (COSTA, 2006;
EMBRAPA, 2014).

Tabela 01— Porcentagem dos componentes do 6leo de senagEnteamona

Componentes do 6leo de mamona Porcentagem
Acido ricinoleico 90,8 %
Acido palmitico 1%
Acido linoleico 3,6 %
Acido oleico 4,6 %

Por sua tolerancia a seca e exigéncia em calonieadsidade, esta espécie encontra-se
disseminada por todo o nordeste brasileiro, camstib-se em grande potencial para a
economia do Semiarido, onde é tradicionalmenteivagla para a producdo do dleo
ricinoléico como fonte de matéria-prima para a 8tdd ricinoquimica (TAVORA, 1982;
AMORIM NETO et al.,, 2001). O 0Oleo € obtido a pario processamento de sementes,
obtendo-se como subproduto, a torta. O Oleo apmesearacteristicas singulares,
possibilitando um variado leque de aplicagbes mdustria ricinoquimica, incluindo a

producdo de tintas, lubrificantes para maquinar&® geral, cosméticos, drogas
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farmacéuticas, bem como na fabricacéo de coraamés)as, desinfetantes, germicidas, colas
e aderentes, base para fungicidas e inseticidés) de nylon, matéria plastica, e mais
recentemente a producdo de biodiesel. Acreditatse @ O0leo de mamona foi usado
primeiramente como uma pomada ha 4.000 anos no,Egtonde se espalhou para outras
partes do mundo, incluindo Grécia e Roma, ondeusaido como laxante ha 2.500 anos
(BANZATTO et al.,, 1976; ROBBERS et al., 1997; SANS@t al., 2007; CHAN, 2010;
RAMANJANEYULU et al., 2013; CAMPBELL et al., 2014).

A torta € utilizada como fertilizante e possui apacidade de restaurar solos
esgotados, além de ser utilizada na alimentacdonahnie producdo de materiais
biodegradaveis devido aos elevados teores de pastdibras e minerais (Tabela 02), o que
eleva significativamente o valor da torta quandmgarada a sua utilizacdo como fertilizante.
No entanto, sua utilizacdo para alimentacdo anamala € limitada devido a presenca de
componentes tdxicos na torta, sendo a detoxificagi@rocesso complexo e caro (GOMES,
2007; PIVETTI, 2013). A toxicidade nas sementesmdenona ocorre devido a presenca da
ricina, que é uma glicoproteina composta por dadsias de polipetideos, sendo considerada
como um dos venenos naturais mais toxicos. A semg@mtmamona apresenta um teor de
ricina que varia de 1% a 5% (COOPMAN et al., 2@DEMANT et al., 2012).

Tabela 02-Porcentagem dos componentes da torta de mamona

Componentes (%)

Proteinas 43,0

Fibra 35,0

Umidade 10,0
Nitrogénio 4,5
Célcio 2,5
Oleo 2,1
Fosforo 1,6
Potassio 1,3

Atualmente existem diversas cultivares disponimeisnercado, tendo como fontes a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPEmpresa Baiana de
Desenvolvimento Agricola (EBDA) ou o Instituto Ag@mico de Campinas (IAC), onde
estas desenvolvem pesquisas no intuito de mellgeaeticamente a espécie, obtendo

variedades com caracteristicas de interesse agrométomo indeiscéncia, precocidade,
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maior producao, teor de Oleo, tolerancia a estresse. As sementes da mamona possuem
uma grande variedade de formas e tamanhos distigt@to a presenca e auséncia de
caruncula e teores de componentes quimicos, varidadacordo com a cultivar em estudo
(EMBRAPA, 2014). A EBDA lancou variedades adaptadasclima do estado da Bahia,
como EBDA MPA 11, MPB 01 e a MPA 34.

O cultivar EBDA MPA 11 é uma mamoneira de port® §MPA), que se destaca
principalmente quanto a precocidade, indeiscénoiacampo, teor de Oleo nas sementes,
produtividade e resisténcia a doencas (SANTIAGGlgt2008). O cultivar MPA 11 foi
testado por agricultores familiares com tradicdocdkivo dessa oleaginosa no estado da
Bahia, os quais aprovaram o cultivar por apreseqiatidades, como grande emissao de
ramos laterais, com a formacao de até 60 cachoplaota, precocidade, mais tolerancia as
condicOes climaticas da regido, bem como a atadeigsagas e doencas, demonstrando um

bom desenvolvimento no campo (SEAGRI, 2011).

2.4. Fases do desenvolvimento de sementes

As sementes sao a unidade primaria de dispersjtadtas superiores possuindo a
base genética completa da planta que a originon.eS&uturas complexas que durante o
tempo se adaptaram a condi¢cOes adversas para isebresendo as sementes de algumas
espécies capazes de germinar apoés ter se desmrataliglanta mae ha centenas de anos
(MARCOS FILHO, 2005). Além disso, séo estruturagetais de importancia e utilizacdes
diversas como bioproduto, fazendo parte da vidhatoem desde o inicio das civilizacdes
como alimento (DE CASTRO, 1998; CARVALHO & NAKAGAWA000).

A fase de desenvolvimento de sementes pode sedidiviem dois periodos
distintos, relacionados a formacéo do embrido oori@ménese, o primeiro periodo é definido
como o da morfogénese, quando é estabelecido o ptamgual o embrido é formado, sendo
este marcado por intensas divisbes celulares eaf@ondos tecidos e partes embrionarias
(COMAI & HARADA 1990; WEST & HARADA, 1993; GOLDBERGet al., 1994,
HARADA 1997). Ja o segundo é o periodo de maturagdembrido e da semente, no qual
ocorre a interrupcdo da formagédo dos tecidos epdd embrido, o acimulo de nutrientes de
reservas; mudancas no tamanho, peso fresco e pesod® embrido; a supressdo de
germinacgao precoce; a aquisicdo de tolerancia sedagdo; dessecacdo e quiescéncia; e em
muitas espécies, a inducao de dorméncia (KOORNNEEKRRSSEN, 1994).
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Alternativamente, estudos realizados em especigglaxas demonstram que é
possivel descrever o desenvolvimento das sementerés estadios distintos, em que a
primeira fase da embriogénese a histodiferenciggéoé caracterizada pela formacédo dos
tecidos e partes embrionarias, sendo esta marcadara atividade inicial intensa de sintese
de DNA, e uma rede abundante de citoesqueleto tabmutar cortical e mitético, resultando
em muitas divisbes e multiplicacdo celular. A sefgufase € a maturagdo, na qual ocorre o
deposito de nutrientes de reserva no endospernsaeenbrido acompanhando as mudancas
relacionadas a forma e tamanho do embrido e sepamruatecendo também as principais
mudancas relacionadas aos pesos fresco e seca Dess, essa segunda fase € marcada
pela deteccao apenas de citoesqueleto microtutattacal abundante, o qual, na auséncia de
sintese de DNA e divisbes celulares, leva ao corestio subsequente do embrido por
exclusivamente expansao celular. Nesse estadiombrid@ atinge sua forma final,
coincidindo com os valores méaximos de peso seaquisigdo da maturidade fisioldgica. A
dessecacdo, como é denominada a terceira faseroddaapela degradagdo completa do
citoesqueleto microtubular, o qual deixa de existit embrides completamente maduros,
ocorrendo supressdao da germinacdo precoce; a Gisle tolerancia a dessecacao;
dessecacao e quiescéncia; podendo haver inducdorehéncia (Figura 03) (DE CASTRO,
1998).

Figura 03 - Desenvolvimento e germinacdo de sementes ortodbkasesquema geral de eventos associados
com as diferentes fases de desenvolvimento, gecéuna crescimento pds-germinativo de sementesiirioic
ciclo celular, eventos metabdlicos, mudancas no fresco, no peso seco e no contelldo de agua dmt=m
inteiras.
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Fonte: De Castro e Hilhorst, 2004, modificado.

A interrupcdo do desenvolvimento embrionario e gasientes se constitui huma
condi¢do imposta durante a fase de maturagdo densera qual ndo é necesséria a formacao
de um embrido viavel, uma vez que, ao contrario s#gsentes ortodoxas, os embrides e
sementes recalcitrantes ndo passam por um peridotetirupcdo do desenvolvimento e
quiescéncia metabdlica, de forma que nestes casambrides e sementes também nao
passam por um periodo de dessecacdo, sendo intekera tal condicdo (BEWLEY &
BLACK 1994).

A gualidade da semente é de fundamental importgrace agricultura familiar, sendo
consideradas de alta qualidade quando possuemlevzal@ capacidade germinativa e vigor,
e esses fatores devidamente balanceados, propamtioraior homogeneidade de populacao,
elevado vigor das plantas e, consequentementer quatidade e produtividade. A qualidade
das sementes € influenciada pelo local e épocaltieog uma vez que estresses abiodticos sédo
prejudiciais durante a fase de maturacdo das seme@utro fator que leva a reducéo da
qualidade das sementes € a interrupcdo da tranci@rée matéria seca da planta para as
sementes, ocorrendo deterioracdo influenciada p&ltsres ambientais, especialmente
aquelas predominantes na fase final de maturaCA@ERDA, 2007; SOUZA et al., 2007;
OLIVEIRA, 2012).

Durante o processo de maturagdo ocorrem alteragbedoldgicas, fisicas,

fisiologicas e bioquimicas, que permitem a iderdiffio do momento ideal de colheita
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obtendo assim um material de melhor qualidade. Nan¢o, a colheita no momento ideal é
impraticavel em espécies de crescimento indetedoin& maturacao culmina na maturidade
fisioldgica, evento que ocorre paralelamente arnapgdo da transferéncia de matéria seca da
planta para as sementes, sendo o ponto onde a teeserencontra no seu potencial
fisiologico maximo (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000; MAROS FILHO, 2005; 10SSI
et al., 2007; OLIVEIRA, 2012).

As biomoléculas mais acumuladas durante a mawmiis@a as proteinas, carboidratos
e lipidios, os quais atuam como material de resdagasementes apds separacdo da planta
méae. Dentre as proteinas acumuladas esta a rigoa, € sintetizada durante o
desenvolvimento da semente e funciona como protdearmazenamento, fornecendo
nutrientes durante a germinacéao e também podeagio proteina de defesa (ROBERTS et
al., 1985; SHEWRY et al.,, 1995; BALDONI, 2010). @uaulo de 6leo em sementes
oleaginosas ocorre durante a maturacdo, estandeeumdeor de 6leo maximo quando a
semente alcanca a maturidade fisioloégica. O acumeldleo e a presenca de acidos graxos
livres no mesmo dependem de fatores genéticos digéms de campo durante a maturacao,
sendo o teor e qualidade do 6leo, afetados poesssts abidticos. Para a industria de
biodiesel, os fatores de maior importancia no mdmeda compra de sementes sao o teor de
Oleo e a qualidade do 6leo determinada pelo perabde acidos graxos livres, sedo que
guanto maior for o indice de acidos graxos livresbtko bruto maior também serd o custo
para a industrializacdo e conversdo em biodieseMKR & SHARMA, 2008; LACERDA
FILHO et al., 2008; SANTOS et al., 2012).

2.5. Tratamento Pds-colheita (Secagem)

A dessecagdo natural que ocorre durante a fasd €ma maturacdo e do
desenvolvimento em sementes ortodoxas, resulta ram fase transiente de quiescéncia
metabolica entre o desenvolvimento e a germina&fazias metabdlicas que estdo ativadas
durante o desenvolvimento sao significativamenfiereintes das vias ativas na germinacao e
posterior crescimento. Segundo Kermode e Bewley8548), durante a maturacdo o
metabolismo da maioria das células, particularmestade tecidos de armazenamento, é
voltada para a sintese e deposicdo de materigdsgevas. Enquanto que na germinacdo ha

um redirecionamento do metabolismo voltado ao sapas plantulas em crescimento, de
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modo que processos hidroliticos sdo ativados eewldt na degradacdo das reservas
armazenadas acumuladas ao longo da maturacéo, ajusup vez contribuirdo para o
metabolismo energético e de sintedEnpvo) de novas moléculas necessarias ao crescimento
da nova plantula em transicdo para a continuidamledesenvolvimento em uma planta
autotroficamente ativa.

Sementes de mamona imaturas em geral ndo dispOeapdeidade germinativa. No
entanto, a aquisicdo prematura de capacidade gamasnpode ser induzida em sementes
imaturas de mamondaRiCinus communis L. cv. Hale) quando colhidas prematuramente e
submetidas a secagem artificial. Isso demonstrizitoeda secagem como responsavel pela
interrupcdo do metabolismo programado de desemmelvio e maturacdo, seguido da
ativacdo do metabolismo de germinacédo. Essa mudinpadrdo metabdlico, esta associada
ao redirecionamento na sintese de proteinas ssliSendo observado apos cinco horas de
reidratacdo das sementes imaturas, que a sintegmigénas de reserva caracteristicas do
desenvolvimento e maturacédo (as albuminas e lsgtioea interrompido, em contrapartida a
iniciacdo de um metabolismo exclusivamente asso@agderminacao e crescimento, com a
producao de enzimas diretamente envolvidas na imag#o de reservas de proteina (B-leucil
naftilamidase) e lipidios (isocitrato liase) (KERM@ E BEWLEY, 1985a, b, c).

A reabsor¢cdo de A&gua apOs dessecacdo faz com queenzntes germinem,
demonstrando que a perda de agua nos tecidos aedntuadamente o metabolismo celular,
interrompendo as vias metabdlicas que estavam tetiadurante o desenvolvimento e
maturacdo. A posterior (re) embebicdo reativa oabwismo celular, no entanto, nesse
momento as vias expressas estdo voltadas paraentog\germinativos e pos-germinativos.
De acordo com Kermode e Bewley (1989a), durantesermvolvimento normal da semente de
mamona ha mudancas quantitativas e qualitativasontetdo de mRNAs. Em particular, as
mensagens que codificam para proteinas de reseniauédm substancialmente durante a
maturacdo e dessecacdo natural, sendo esse desifiviiar durante a dessecacéo artificial
prematura de sementes imaturas.

A dessecacao natural ou artificial aplicada pode/grar diminuicdo ou perda de
alguns mRNAs voltados para o desenvolvimento, @sorre devido a sua estabilidade
reduzida e/ou o aumento da degradacdo, e uma dg&inna sua sintese. As mensagens que
codificam para proteinas de reserva que persighéis a secagem parecem ser mais sensiveis
e decaem durante a germinacdo, e neste momends, reBINAs ndo podem ser substituidos

pois a sua transcricdo ja foi suprimida, diretaimdiretamente devido a dessecacdo. A
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sequéncia temporal das mudancas nas populagdes RMAsSNque ocorre durante a

germinacao € idéntica entre as sementes prematot@secas (artificialmente) e as sementes
que passaram pela dessecacdo natural. Assim, @esecprematura da semente em
desenvolvimento, durante a fase de tolerancia, aféta adversamente a expressao do
genoma, no entanto, tem papel fundamental na madaia¢ atividade de transcricdo

(KERMODE & BEWLEY, 1989a).

2.6. Germinacao de sementes

Uma vez transcorrida todas as fases do desenvaitonmresultando na maturacéo e
dessecacao caracteristica (no caso das semerntdexai$), a finalidade biolégica de uma
semente é germinar e estabelecer uma nova plam@adouem ambiente favoravel. A
reativacdo metabolica e morfogenética da semenmgsapnte resultam da reabsorcdo de agua
durante as fases de embebicdo e germinacdo, einoeesz pds-germinativo, sendo o
crescimento do embrido resultante dos processoala®amento e de divisdo celular
(BEWLEY, 1997; VILLELA, 2001; DE CASTRO & HILHORST2006).

Previamente a germinagdo, as sementes absorvem @goensequentemente ha
reativacdo do ciclo celular, culminando na germawapropriamente dita. Os mecanismos
citologicos de reativacdo do ciclo celular, e oscanésmos bioquimicos e fisiolégicos de
reativacdo do metabolismo iniciados com a embebécg§oe se estendem até a germinacéo
com a emissdo da raiz primaria, variam conformeivelnde hidratacdo da semente. A
germinacdo pode ser dividida em trés fases, serfélmsa | relativa a absor¢cdo de agua de
maneira fisica, devido a um gradiente de potenuidiico, sendo a agua direcionada a
semente, esta fase é caracteristica pelo aumepitto rdo potencial hidrico do embrido; na
Fase Il ocorre uma acentuada reducdo na absorcagude estabelecendo um platd, onde
inicia-se ativacdo do metabolismo; por fim, na FHkea absorcdo de agua é retomada,
aumentando consideravelmente a curva de embebp@@m desta vez associada ao
crescimento do embrido, culminando na protrusdaaila e alongamento das estruturas
(Figura 04) (BEWLEY & BLACK 1994; NONOGAKI et al2007).

Figura 04 —Padrao trifasico da curva de embebicédo de semeritetoxas.
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Diversos fatores influenciam a quantidade de agua & absorvida pela semente,
como por exemplo, as diferencas entre as espeauitisjares, fatores ambientais, além de
caracteristicas da propria semente como composigdmica, teor de agua inicial e
constituicdo do tegumento, e vérios fatores amaigntcomo por exemplo, a umidade,
oxigénio, temperatura, luz e nutrientes sado capaeesfluenciar o processo germinativo e o
desenvolvimento pds-germinativos de plantulas, agesido-se a disponibilidade de agua
(PIMENTEL, 1999; SEO et al., 2009; ZUCHI et al.,120. Sendo a disponibilidade de agua
um fator limitante & iniciacdo da germinacdo deesgss e estabelecimento de plantulas no
campo. Isto ocorre porque as relacdes hidricasesnerstes e subsequente desenvolvimento
em plantulas sdo afetadas diretameriteplicando em todas as demais etapas do
metabolismo, incluindo ativagcdo do ciclo celulacrescimento (DE CASTRO et al., 2000;
NEJAD, 2013).

Os parametros utilizados para interpretar o desehgpeda germinacdo ou
germinabilidade sdo o tempo em horas para atir@fit 83e germinacao £{), percentagem
méxima de germinacdo (Gmax), uniformidade de geagéia e intervalo de tempo em horas,
como por exemplo, intervalo entre 84% e 16% de ms&Bevidveis para germinar gidg),
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Intervalo de tempo entre 80% e 20% de sementesgeanainar (do2q), intervalo de tempo
entre 75% e 25% de sementes viaveis para gernagi)((JOOSEN et al., 2010).

2.7. Tratamentos pré-semeadura (Osmocondicionamento

As técnicas de absorcdo de agua pelas sementesneipdes controladas estdo sendo
frequentemente utilizadas como tratamentos degreeadura, que na terminologia em inglés
refere-se comaqriming. Esse controle pode ser por hidratacdo controbguiecando-se
quantidade especifica de agua as sementes, ou entloebs sementes em solugbes aguosas
com particulas sélidas, o que é denominado osmarondmento ou condicionamento
osmotico. Em geral, estes tratamentos visam a malda emergéncia em campo, quebra de
dorméncia, uniformidade de estande, além do auntgantolerancia aos estresses abioticos e
bidticos (TAYLOR et al., 1998/ARIER et al., 2010; CHEN & ARORA, 2013).

O osmocondicionamento determina um condicionaméstoldgico por meio da
hidratacdo controlada das sementes até atingiriveh adequado para permitir 0S processos
metabolicos essenciais ao processo germinativégnposem que se resulte na germinacao
(protrus@o radicular). Ou seja, a embebicdo poa apve permitir niveis de hidratacdo em
que as sementes possam completar as Fases loeéiin,psem que seja permitido alcancar a
Fase Il da curva padrao trifdsica de embebicass®enodo, € possibilitada a ocorréncia de
eventos pré-metabdlicos germinativos promovendocgasos de reparo no DNA e
mitocondrias (Fase 1), assim como a reativacdo dtalolismo voltado a sintese de novos
RNAs e proteinas (Fase Il), porém insuficiente gaoaorréncia da protrusédo da raiz primaria
(Fase Ill), ou germinacaper se (BEWLEY & BLACK 1994; TAYLOR et al.,, 1998;
VARIER et al., 2010).

Em suma, o osmocondicionamento baseia-se no pionaa embebicdo por
restricdo hidrica (estresse hidrico). Ao permitie @s sementes hidratem, mas sem completar
a germinagcdo, o osmocondicionamento possibilita tpoas as sementes vidveis de um
mesmo lote atinjam o mesmo momento fisiol6gico geaminativo, podendo ser dessecadas,
pois ainda sao tolerantes a dessecacéo. Assinbte am lote de sementes que germinam
uniformemente ap6s a semeadura, emergindo plantidasorma rapida e sincronizada
favorecendo o estande e sucesso no estabelecidantavoura. A técnica constitui um

sistema modelo adequado para estudos de restrighitahem sementes e plantulas,
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entretanto, as respostas ao osmocondicionameritnvantre as espécies, e mesmo entre 0s
lotes de sementes de uma mesma espécie (NASCIMENIYB; JISHA et al., 2013).

Solucbes de polietilenoglicol (PEG) tém sido ammate usadas como meio
osmotico para simular o estresse por restricadoichide constituindo-se em meio ideal
aplicado também em osmocondicionamentos, visto @ BEr um polimero ndo iénico,
quimicamente inerte, que ndo apresenta toxicidade@entes e nem é absorvido devido ao
seu alto peso molecular (VILLELA et al., 1991; BEBN. & BLACK, 1994; GHASSEMI-
GOLEZANI et al., 2008). Resultados satisfatoriosapdiversas espécies, particularmente as
gue apresentam sementes pequenas tém sido relatados o emprego do
osmocondicionamento, como por exemplo, uma maiobghilidade de se obter sementes
com melhor vigor resultando em uma boa germinag@mergéncia de plantulas, igualmente
vigorosas (BORGES et al., 1994; TAYLOR et al., LQU&HA et al., 2013).

O osmocondicionamento pode ser considerado comastmsse inicial que pode
ativar uma série de genes, criando uma espécimdmobria” vegetal. Quando uma semente
osmocondicionada € exposta novamente ao estregmhou a outros tipos de estresse, esta
pode desencadear respostas mais rapidas e paadasl em garantir 0 sucesso vigoroso no
estabelecimento da lavoura, particularmente emicoes de estresse abioticos (RIZHSKY et
al., 2002, BRUCE et al., 2007; LIGTERINK et al.,02Q CHEN & ARORA, 2013).

2.8. Reativacéao do ciclo celular

Os eventos celulares e moleculares que ocorremmt@usagerminacdo de sementes
estdo organizados em uma sequéncia de ativacdoaEspos que se inicia no nucleo celular.
Estes processos sao principalmente a sintese doéalAivisdo celular e sdo reconhecidos
como eventos do ciclo celular, que levam a padrégsecificos de organogénese e
morfogénese, no que diz respeito a diferenciac@idace Mais profundamente nos niveis
citolégico e molecular, o ciclo celular envolve @inlo cromossémico em que a sintese para
a replicacdo ocorre durante a interfase, e um autético que leva a célula a divisdo (DE
CASTRO & HILHORST, 2000).

A manutencdo da integridade da molécula de DNArdara expansédo e divisdo
celular € de fundamental importancia para a gergdimale sementes, sendo esta integridade
mantida por distintas matrizes de microtubulos @agos aos diferentes estagios do ciclo
celular (BINO et al. 1998; WRIGHT et al., 2009).réde do citoesqueleto, que € composto
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pelas matrizes de microtibulos e filamentos denagctcoordena inUmeras atividades da
célula, incluindo a divisdo celular, mudan¢ca dem@rda célula, transporte intracelular,
diferenciacao celular, organiza espacialmente ganetas, serve como um andaime para o
seu movimento e, além disso, o citoesqueleto dagpldesempenha um papel importante na
mediacdo da resposta da célula a patdgenos e sitebid-EDOROVA, 2007).

A progressdo através do ciclo celular estd astace mudancas na dinamica
espacial, temporal e na organizacao especificatdesqueleto microtubular. A funcdo dos
microtubulos é dependente das proteinas e p-tubulina. A y-tubulina combina-se com
outras proteinas para a nucleacdo dos filamentosiidetubulos, enquanto as proteinas
globulares semelhantese pB-tubulina se ligam fortemente. Os dimeros de tublpor sua
vez, unem-se entre si, para a formacdo da paredendmicrotibulo cilindrico oco. Essa
estrutura semelhante a um cano € um cilindro cotogosr 13 protofilamentos paralelos,
cada um dos quais representados por uma cadei lde dimeros dew e B-tubulina
alternadas longitudinalmente (FOUREST-LIEUVIN et 2006; TAIZ & ZEIGER, 2009).

Os microtubulos estédo relacionados com o ciclolaehtravés de reorganizacdes ou
configuracdo de matrizes, ou seja, a matriz dafasge cortical, as bandas pré-profase, fusos e
matriz mitética e fragmoplasto. A sintese e a oggio do DNA ocorrem durante a interfase
e podem durar varias horas. Portanto, a interfasaaéfase que, dentro do ciclo celular, dura
mais do que a mitose. Dentro da interfase, ha @as&a de quiescéncia (G0) acoplada a uma
fase de crescimento e de pré-sintese (G1) duragigalaos nucleos de células diploides
contém um valor arbitrario de DNA 2C, referindoasguantidade de DNA por ndcleo, e que
pode ocorrer durante a reparacdo do DNA. Subsegumente, ocorre a sintese para a
replicacdo do DNA ou fase S. Finalmente, a fasecG@preendendo os nucleos com valores
de 4C DNA, conclui a interfase em preparacdo parmitase (DE CASTRO, 1998;
ESTANISLAU, 2002).

A fase mitética compreende vérios estagios digintom base nas matrizes
microtubulares, ou seja, bandas (pré-) préfaseafasst, anafase e teléfase. Tanto a sintese de
DNA e a organizacdo microtubular tem sido extemsmate estudadas em sementes, tendo
em consideracdo que estdo sujeitos a eventos reslutee embriogénese e formacéo do
endosperma durante o desenvolvimento da semenéeormanogénese durante o crescimento
pos-germinativo (DE CASTRO, 1998; ESTANISLAU, 2002)

Por meio de estudos constata-se que o citoesqumeietotubular é redistribuido sob

condicOes de estresse, tais como estresse hiparosnqaor choque térmico e, temperatura
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baixa e dessecacdo, sendo o comportamento dostihigims dependente do tipo de célula,

diferenciacéo e estadio de desenvolvimento. Apdsaforte correlacdo entre a natureza

sensivel dos microtibulos e sua recuperacao aprsamento de estresse, ainda ndo esta
claro como células vivas regulam a sua respostasa@sse em intensidades diferentes
(MULLER et al., 2007; BAGNIEWSKA-ZADWORNA, 2008).

Técnicas comdMestern blotting e imunocitoquimica podem ser empregadas como
ferramentas para estudar a proteina tubulina atrdeéacumulo desta e da localizacdo e
organizacdo do citoesqueleto microtubular (DE CASTEt al., 2000; HASEZAWA &
KUMAGAI, 2002). Através da citometria de fluxo égsivel estimar o contetldo de DNA em
diferentes estagios de replicacdo nos nucleosfdeedies tecidos da planta, sendo possivel
acompanhar as alteracdes do estado fisiologicondesemente (SLIWINSKA et al., 2009).



40

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar o processo de formacao da sementeadeoia Ricinus communis L.)
cultivar MPA1l1 e analisar funcionalmente os eventls ciclo celular e os eventos
fisioloégicos durante o desenvolvimento e a gernépage sementes maduras submetidas a

tratamentos de secagem e osmocondicionamento.

3.2. Objetivos especificos

» Descrever a biometria dos frutos e sementes ducatksenvolvimento;

» Avaliar o efeito dos tratamentos de secagem e asngbconamento nas sementes
no ultimo estadio de 63 DAM (germinabilidade);

» Definir as configuracfes do citoesqueleto microtabdurante o desenvolvimento
e embebicdo das sementes no estadio de 63 DAM (meésgem e
osmocondicionamento);

e Avaliar acimulo dep-tubulina durante o desenvolvimento e embebicdo das
sementes no estadio de 63 DAM (apds secagem e osdiconamento);

» Definir as fases do ciclo celular através do cabede nucleos 2C (fase G1) e
nucleos 4C (fase G2) durante o desenvolvimento;

 Tracar um mapa funcional do desenvolvimento e geagdio de sementes de
mamona, baseado nos parametros biotétricos, figau$ e de atividades do ciclo
celular.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Caracterizacao da area de plantio
Com intuito de acompanhar o inicio da floracactiffoacdo e o desenvolvimento de

sementes de mamona, foram realizadas expedicOemnasma Fazenda Experimental da

UFBA (Figura 05) que apresenta um solo do tipo ap&slocalizada na latitude 12° 23’ 58”
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sul e longitude 38° 52’ 44" oeste, a 110 km de &#dv, no municipio de Sdo Gongalo dos
Campos, situado no Recdncavo Baiano, microrregdieeita de Santana-BA.

Figura 05 - Ensaio de espacamento em mamdriaiifus communis L.) conduzido na Fazenda Experimental da
UFBA, Sdo Goncgalo dos Campos-BA, 2012.

Fonte: Autor

Os dados meteoroldgicos da regido de Feira de r@amtarante a realizacdo do
experimento estdo representados nos “anexos 01 e 02

4.2. Amostras bioldgicas

4.2.1. Coleta

Como material biolégico foram utilizadas sementesmthmona cultivar MPA11 da
Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA)gyra 06); Sendo realizada
semeadura em 26/07/2012, com desbaste e replaotide 11/08/2012, com adubacdes nos
dias 26/07/2012 (N, P e K), 12/09/2012 (N e K) e102012 (N e K). A semeadura foi
realizada em quatro parcelas com vinte plantasagla parcela, sendo o espagcamento entre as
plantas dentro de cada parcela 3,0 x 3,0 m, eaxasgento entre as parcelas foi de 5,0 m.
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Figura 06 - Sementes de mamon@¢inus communis L.) cultivar MPA11 desenvolvida pela Empresa Baian
de Desenvolvimento Agricola (EBDA).

Fonte: Autor

Foram realizadas 11 expedi¢Oes para o acompanhamarfenologia reprodutiva e
do desenvolvimento de sementes em intervalos seésnémacada sete dias) entre oito de
outubro e dezessete de dezembro do ano de 201&htelums quais as inflorescéncias de
mamona (racemos) de segunda e terceira ordem ctirasbfiorais antes da antese (botdes
fechados) foram marcadas com fita colorida e etagude papel com identificacdo. Os botdes
florais fecundados foram contados, sendo retir@adedminadas as flores ndo fecundadas, e
subsequentemente realizada a coleta dos racema#tesralos semanais aos 7, 14, 21, 28,
35, 42, 56 e 63 dias ap6s a marcacao (DAM), enfayaen isolados os frutos e as sementes

para as avaliagdes morfométricas, fisiologicasatdgjicas.
4.2.2. Morfometria de frutos e sementes

A caracterizagdo morfométrica foi realizada por ande biometria e captacdo de
imagens para dos diferentes estadios de desenwitomdos frutos e sementes, nos
intervalos semanais entre 7 e 63 DAM.

A biometria foi realizada utilizando-se um paquiroetigital (Marathon) com
precisdo de 0,01 mm para tomar as medidas de #a(gegido mediana) e o comprimento
(distancia do pedunculo ao lado oposto) dos frubesp como da largura, comprimento e
espessura das sementes e os resultados foram segoea milimetros. Foi determinado o

conteudo de matéria seca e o teor de umidadesdanses pelo método da estufa (Eletrolab,
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Mod. EL402/150) a 105°C + 3°C, durante 24 horas) corte prévio das mesmas em quatro
partes (BRASIL, 2009).

A vizualizacdo das estruturas no interior dos Bute sementes durante o
desenvolvimento foi realizada através da captagdmndgens produzidas a partir de cortes
transversais em frutos e sementes, e em cortesudimgis e sagitais nas sementes. Os cortes
foram visualizados e fotografados em microscépieresscépico (Zeizz, Mod. Stemi 200-C)
com lente complementar de amplificacédo (Zeiss, N2g@l X Supplemental Lens), acoplado a
uma camera digital (Zeizz, Mod. Axiocam ERc 5s)emiada a um computador. A aquisicao
das imagens foi realizada utilizando um softwane paicroscopia (Zeizz, AxioVision LE) e
as imagens capturadas e armazenadas em format@mREBO0 x 1200.

4.3. Tratamentos Pos-colheita e Pré-germinativo esementes com 63 DAM

Para os tratamentos pés-colheita e pré-germindtivamn utilizadas sementes com 63
DAM, pois de acordo com Kermode & Bewley (1985a3amentes de mamona de cultivares

precoce estdo maduras com 60 dias apos a polinizaca

4.3.1. Secagem e Teor de Umidade

Sementes com 63 DAM coletadas no dia 10/12/20tanfeubmetidas a secagem em
temperatura ambiente, ao abrigo de luz solar der@ntias. As sementes com 63 DAM
coletadas no dia 17/12/2012 n&o passaram por sacagginando-se assim 2 lotes (Lote I, e
Lote Il), compostos de sementes secas e semeesesadt para as quais foi determinado o teor
de umidade pelo método de estufa (Eletrolab, M@dOB/150) a 105°C + 3°C por 24 horas,
de acordo com as recomendacdes das Regras parseAd&@lSementes (BRASIL, 2009).

4.3.2. Osmocondicionamento

O osmocondicionamento foi realizado embebendo-sseasentes em solucdo de
polietilenoglicol (PEG 8000) a -1,0 MPa potenciakegnibi a germinacdo de sementes de
mamona, e vem sendo bastante utilizado no osmanondmeto de sementes de mamona
(VILLELA, 2001; SOUZA et al., 2007; GOIS et al., @0 TELES, 2013). Inicialmente as

sementes dos Lotes | e Il passaram por desinfessaggrficial com solucdo a 0,5% de cloro
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ativo durante dez minutos sob agitacdo constanfepsteriormente submetidas a quatro
lavagens com agua destilada e postas para secarpagiel. Em seguida, as carinculas foram
retiradas (Figura 07A) e as sementes foram dispastdormemente em uma folha de papel
germitest sanfonado (substrato) estéril em caidatigh com medida de 22,5 x 14,0 cm,
sendo umedecido com a solucdo de PEG 8000, em gaguoivalente a trés vezes o peso do
substrato (Figura 07B) (BRASIL, 2009). O osmocoimtiamento durou sete dias e foi
conduzido em camara de germinacédo (Eletrolab, NEh®02), ajustada a temperatura de
25°C, na auséncia de luz (Figura 07C), sendo a&olteste e o substrato trocados apos
quatro dias, a fim de evitar a contaminacdo doteatiose da amostra (Figura 07D). Nao

houve germinacéo durante o osmocondicionamento.

Figura 07- Montagem do tratamento de osmocondicionament® dedte de germinacdo. (A) Carlunculas

retiradas apos a desinfestacdo. @®mentes dispostas uniformementabstrato sendo umedecido. (C)
Caixas dispostas no interior da cAmara de germon@ggTroca do substrato e solugcéo de trabalho.

1

Fonte: Autor

4.4. Teste de germinacao



45

O teste de germinacdo em agua foi conduzido cortrajuepeticdes de 25 sementes
por tratamento, sendo o delineamento experimentalramente casualisado em esquema
fatorial de 2 x 2. Os tratamentos consistiram d@esges dos Lotes | e Il, com e sem
osmocondicionamento. Sendo o0s tratamentos descEmwo: Ssementes secas néo
osmocondicionadas (SNO), sementes secas osmoanratieis (SO), sementes frescas
osmocondicionadas (FO) e para o controle semeamgsals ndo osmocondicionadas (FNO).

Inicialmente as sementes foram desinfestadas stipkriente em solugcdo com 0,5%
de cloro ativo durante dez minutos sob agitacasteote, e posteriormente foram submetidas
a quatro lavagens com agua destilada e postassgaer sobre papel. Em seguida, as
carunculas foram retiradas (Figura 07A) e as sessefaram dispostas uniformemente em
uma folha de papel germitest sanfonado estéril @ra@lastica com medida de 22,5 x 14,0
cm, sendo umedecido com agua, em volume equivakentés vezes o peso do substrato
(Figura 07B) (BRASIL, 2009), e postas para germgrarcamara de germinacao (Eletrolab,
Mod. EL202) sem fotoperiodo e temperatura ajustadd@5°C (Figura 07C), sendo a
temperatura recomendada para germinacao de sengenteamona (CHEEMA et al. 2010;
AIRES et al., 2011; SEVERINO & AULD, 2013). As degdes foram realizadas a cada 24
horas e a solucao teste e o substrato foram trecazlquarto dia de avaliacéo (Figura 07D), a
fim de evitar a contaminagao do substrato e da mends duracéo do teste foi de sete dias.

4.5. Estudo do ciclo celular

4.5.1. Extracdo de radiculas

Para analise imunocitoquimica durante o desenvelvimmforam utilizados embrides
de sementes a partir dos 28 DAM, pois nao foi Viaealizar as analises nos estadios
anteriores, e para a andlise durante o teste deirggrdo foram utilizados os embrides de
sementes nos periodos de 0, 24, 48, 72 e 96 herastebicdo em &gua dos tratamentos
FNO, FO, SNO e SO. Foram realizadas duas repetogigendo 15 embrides, estes extraidos
com auxilio de estilete e pinga e acondicionadosreanotubos contendo solucao fixadora
paraformaldeido (PFA) 4% e tampao estabilizadomierotubulos (MSB -Microtubule
Stabilizing Buffer (50 mM PIPES - Acido 1,4-Piperazinediethanesutfon5 mM EGTA -
Acido tetra-acético de etileno glicol, 5 mM Mg$OSulfato de magnésio) (Figura 08A, B).
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Figura 08 — Coleta de embrides para analises citologicasEfisdo do embrido. (B) Acondicionamento do
embrido para analise imunocitoquimica.

Fonte: Autor

Para a deteccdo detubulina (vestern blotting) durante o desenvolvimento foram
utilizados embrides de sementes a partir dos 28 D@k nao foi viavel realizar as analises
nos estadios anteriores, e para a analise duratdste de germinacdo foram utilizados os
embrides de sementes nos periodos de 0, 24, 48,962horas de embebicdo em agua dos
tratamentos FNO, FO, SNO e SO. Foram realizadap&ticoes contendo 15 embrides, estes
extraidos com auxilio de estilete e pinca (Figu8A)Ce nitrogénio liquido e acondicionados
em ultrafreezer a -80°C (Sanyo, Mod. MDF U53VC).

Para contagem dos nucleos (citometria de fluxopmter o desenvolvimento foram
utilizados embrides de sementes a partir dos 28 D@ nao foi viavel realizar as analises
nos estadios anteriores, sendo realizadas trésg@geecontendo 10 embribes, estes extraidos
com auxilio de estilete e pin¢ga (Figura 08A) e agémio liquido e acondicionados em
ultrafreezer a -80°C (Sanyo, mod. MDF U53VC).

4.5.2. Analise Imunocitoquimica

Para andlise qualitativa do citoesqueleto micrdarbuapds a coleta, as amostras
passaram por etapas de fixacao, desidratacaolteaiglio para serem emblocadas em resina
de BMM (Butilmetilmetacrilato), todo o procedimenf realizado em capela de exaustao.

Na etapa de fixacdo, assim que as radiculas food@tadas, os tubos foram colocados em
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forno hibridizador (Autoblot, Mod. Bellco Glass Mcagitando constantemente em
temperatura ambiente durante quatro horas, seglédquatro lavagens em tampdo MSB
durante trinta minutos cada. Em seguida, na etaalasidratacdo, as amostras foram
desidratadas com trocas de solucédo de etanol absmlatanol nas concentracdes de 10 a
100% com 10 mM de ditiotreitol (DTT), sendo agitadwms concentragdes de 10, 30 e 50%
durante trinta minutos, e mantidos em pernoiteamcentracdo de 70%, e na manha seguinte
agitados por periodos de uma hora subsequent®nesntracdes de 96 e 100%.

A etapa de infiltracdo consistiu em trocas da smude etanol com BMM nas
proporgdes (3:1/1:1/1:3), por duas horas cada, m BMM 100% pernoite. Em etapa
seguinte, as amostras foram colocadas em capsafdendo BMM absoluto a fim de
passarem por polimerizacdo em luz ultravioleta aabmperatura de -20°C (Carrier — Mod.
F550) durante um periodo de 12 h, conforme metgitlproposta por Baskin (1992),
modificada por De Castro et al. (2000) e Farid.ga05).

Apds o emblocamento das amostras, foram feitoexeemi-finos (1,um) em ultra
microétomo (Leica, Mod. EM UC7), sendo os mesmopabos em laminas pré-tratadas.
Utilizou-se vapor do cloroformio para esticar oste® e em seguida levou-se as laminas para
aquecimento até a completa evaporacdo da aguaamdib-se para tal placa aguecedora
ajustada a 50°C.

Para a marcagdo com anticorpo, inicialmente asnksncom os cortes histoldgicos
foram colocadas em berco para lavagem. As etapvagem consistiram em exposicao das
laminas em acetona absoluta por duas vezes dut@ntainutos sob agitacdo constante,
seguida de lavagem em solucdo tampdo fosfato s@B&) (2,7M de Cloreto de Sdédio
(NaCl), 0,2M de Fosfato Dissodico (pPOy), 0,05M de Cloreto de Potassio (KCI) e 0,03M
de Fosfato Monopotéassico (KPIOy)) pH 7,5, também por duas vezes durante 10 minutos
Em seguida, foi realizada a imersdo em solucaolaiedéto de Hidroxilamina 0,1M (HAH)
durante cinco minutos e, posteriormente, enxaguéaempéao PBS pH 7,5 durante 5 minutos,
sempre sob agitagcéo constante.

Em etapa posterior, as sec¢des foram imersas emsalmgdo bloqueadora (1% de
albumina de soro bovino (BSA) em PBS pH 7,5) ponB@utos, passaram por trés lavagens
em solucéo de BSA acetilado (0,01% de BSAc e PBY Bl durante 5 minutos cada, sob
agitacdo constante. ApoOs estas etapas, foi realimad secagem nas laminas com papel filtro
e marcacdo em torno dos cortes com a caneta hiitafé Os cortes marcados foram

incubados com anticorpo monoclonal antiubulina (produzido em camundongo) “pernoite”
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a 4°C, na auséncia de luz. No dia seguinte, reeBeoquatro lavagens durante 15 minutos
cada, em solugcéo de PBS pH 7,5 com 0,01% de BSawsferindo as laminas da caixa
escura para o berco de lavagem de laminas.

As laminas foram secas com papel filtro, tomarglo-suidado para ndo danificar os
cortes e incubadas com anticorpo secundario a@tidg camundongo produzido em cabra
por duas horas a temperatura ambiente (25°C, apaodmente). Nesta etapa todo o
procedimento foi feito com o minimo de luz, sende @s laminas foram acondicionadas em
uma caixa escura. Apos este procedimento, foralzadas quatro lavagens adicionais de 15
minutos em solucdo de PBS pH 7,5 com 0,01% de BSéAwdo os cortes cobertos por
Citifluor AF2 (glicerol) a fim de reduzir o clare@mto da fluorescéncia e fechados com
laminulas. Posteriormente os cortes foram analsadomicroscopio de fluorescéncia com
camera acoplada (Olympus, Mod. BX51), utilizandgaa tal o filtro de excitacéo azul, com

comprimento de onda de 450 a 490 nm.
4.5.3. Deteccéao df-tubulina
4.5.3.1. Extracdo de proteinas

Para analise qualitativa do acumulo@ibulina, primeiramente os embrides foram
triturados com auxilio do aparelho Dismembratort®as, Mod. Mikro-Dismembrator S).
Os embribes congelados foram transferidos paraotiloos especificos para trituracdo, e
junto com os embrides foi colocado uma esfera dalmem diametro de 3 mm. O microtubo
congelado foi colocado no aparelho, e 0 mesmodofigurado a 2.000 RPM durante dois
minutos.

A extracdo das proteinas foi feita utilizando mpdo Laemmli (1970) modificado,
(62,5mM de Tris-HCL, SDS 2% (p/v), 15 mg.thde DTT, glicerol 12,5% (w/v), em pH 9.0)
sendo que o pH da solucdo foi ajustado com &cidoidcico (HCI) e auxilio de um
peagametro Homis, Mod. PH 016). As amostras forasagas em balanca analitica com
precisdo de 0,0001g (Shimadzu, Mod. AUX 220) e lucdo tampdo de extracdo foi
adicionada na proporcéo de 1:1 (ugHulO extrato foi homogeneizado em Vortex (lka, Mod.
MS 3) e aquecido em banho-maria (Polyscience, MR@L00010) a 100°C durante 10
minutos. Apés a desnaturacéo das proteinas pociatgro, o extrato foi centrifugado a 4°C
durante 15 minutos a 14.000 RPM em centrifuga (thettMod. 320R). O sobrenadante
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separado do residuo precipitado (pellet) foi cdetadivididos em aliquotas de 20uL e
congelados em ultrafreezer -80°C (Sanyo, mod. MBBMUC).

4.5.3.2. Quantificacdo de proteinas

Na quantificacdo das proteinas das amostras,antiiz-se os procedimentos do Kit
Micro-protein (Bio-Rad), modificado a partir do raéb descrito por Bradford (1976).

A curva analitica foi preparada utilizando-se satugstoque de albumina sérica
bovina (BSA) nas concentracbes de 0,5 apfjnL™?, como padrdo. Para a andlise das
amostras foi utilizada uma aliquota deull do extrato bruto diluido em 799 de agua
ultrapura totalizando 80(L, acrescentando 2QL do reagente de Bradford, contido no Kit
BIO-RAD Protein Assay. A leitura das amostras faalizada em triplicatas, em
espectrofotdmetro (GE, Mod. Ultrospec 7000), no momento de onda de 595 nm. A
concentracdo das proteinas nas amostras foi cdécukando-se a equacao obtida no calculo

de regresséo linear da curva analitica com BSAjgadr

4.5.3.3. SDS-PAGE

A eletroforese foi realizada em gel descontinuopd#acrilamida contendo SDS
(dodecil-sulfato de sédio), sendo o gel separadii2,5% (Acrilamida 12,5% (p/v), 0,375 M
de solucéo Tris pH 8,8, SDS 0,1% (p/v), TEMED 0%A4&/v), Persulfato de Amonia 0,1%
(p/v) e agua ultrapura) e o gel empilhador a 4,2%rilamida 4,5% (p/v), 0,125 M de
solugéo Tris pH 6,8, SDS 0,1% (p/v), TEMED 0,2%v])yvPersulfato de Amonia 0,14% (p/v)
e agua ultrapura). O marcador utilizado foi o HRgmnge Rainbow (12 — 225 KDa) da GE.
As amostras foram ajustadas para a concentrac@0 dg de proteinas totais e para tal foram
diluidas em solucéo tampéo de extracdo contendalazaromofenol, sendo aplicados 30 pL
por poco, sendo aplicado o padréo de tubulina gerdovino na concentracdo de 30 ng
(Molecular Probes cod n° T-7451).

Para a corrida eletroforética foi utilizado apaoette eletroforese vertical (Amersham
Biosciences, Mod. mini VE e SE 400) e fonte (GEdMBPS 601) programada em 300 V, 30

mA por aproximadamente duas horas.
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4.5.3.4. Eletrotransferéncia \estern blotting)

Apés a corrida, a faixa dos géis contendo as badéamteresse (55 KDa para
deteccéo d@-tubulina) foram cortadas com o auxilio de um etjl medidas com uma régua
graduada e imersas no tampao de transferénci2$tmsM, glicina 192 mM e metanol 10 %
em pH 8,7). Foi montado um sanduiche e a faixatdedsse do gel foi posta em contato com
uma membrana de Difluoreto de Polivinilidina (PVOR Roche/Boehringer Mannhein) e
acondicionada entre seis pedacos de papel lpatting Hoefer (Amersham) (Figura 09),
ambos também umedecidos em tampéo de transfeg@ioitempo minimo de cinco minutos.
Em seguida, foi realizada a eletrotransferénciassestema da Amersham-Biosciences (Mod.
TE 77 PWR) ajustado a 200 mA, sob temperatura artéhielurante duas horas, em tampéao

de transferéncia.

Figura 09 — Esquema ilustrativo da montagem do sanduicledadietransferéncia.
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Fonte: Autor
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4.5.3.5. Deteccéo imunoquimioluminescente eTubulina

ApoOs a eletrotransferéncia, a membrana foi lavadaT8ST (tampdao tris salino +
Tween 20 0,5%) pH 7,5, imersa em solucdo bloqueadt¥ pernoite a 4°C e,
posteriormente, encubada durante 60 minutos ent&wlde anticorpo primario (anf-
Tubulina/anticorpo monoclonal produzido em camumdma concentracdo de 1 pgrhL
diluido em solucéo bloqueadora 0,5 %.

Em etapa seguinte, a membrana foi lavada duas yeme$0 minutos em volumes
abundantes de TBST e duas vezes por 10 minutos clume&s abundantes de solucao
bloqueadora 0,5 %. Ap6s as lavagens, foi entdobaueuem solucdo de 50 pgihide
anticorpo secundario (produzido em caprino, coigfa de camundongo, conjugado com
peroxidase) diluido em solucdo blogueadora 0,5 %arde 60 minutos, sendo em seguida
lavada por quatro vezes durante 15 minutos em graaldimes de TBST. Posteriormente, a
membrana foi exposta a solucdo de deteccdo (RdgiMeChemiluminescence Western
Blotting Kit) no volume de 125 pLcfe acondicionada entre folhas de transparéncianem u
cassete de revelacéo.

O cassete foi levado para uma sala escura, ondiégmes (Amersham, Hyperfilm-
ECL) foram cortados e marcados para posterior iiitagdo. Em seguida, os filmes foram
revelados em solucéo especifica (Revelador Kodak)cmco minutos em seguida lavados

em agua destilada e expostos a solucéo fixadoragrinimo cinco minutos.
4.5.4. Citometria de Fluxo

As radiculas congeladas foram colocadas em pticastri contendo 1 mL da solugéo
tampéao de isolamento de nucleos (10 mM MgSO4£/H0 mM KCL, 5 mM Hepes, 1 mg
mL™* DTT, 2,5 mg.m[* PVP 40 e Triton x-100 1% (w/v) em pH 8,0) confordescricdes de
Faria e colaboradores (2005) e Arumuganathan (1991)

Para a calibracdo do citbmetro foram utilizadasdslde mamona (50 mg). Estas
foram trituradas com o auxilio de uma lamina enctalde petri contendo trés gotas do
tampdao de isolamento de nucleos cortando as fplbasarias vezes com o auxilio de uma
lamina. Em seguida foi acrescido 500 de tampé&o sobre as folhas e o sobrenadante foi

pipetado e filtrado em um microtubo utilizando-seaumalha de nylon de 26n.
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Os embrides de mamona durante o desenvolvimeramnfaolocados separadamente
em placas de Petri e fragmentadas com o auxiliodelamina, adicionando-se trés gotas do
tampéao de isolamento de nudcleos. Posteriormenigpadu-se 50QuL de tampao sobre as
radiculas, a suspenséo foi pipetada e filtrada emubo através de uma malha de nylon de
25 um, para a eliminacdo de fragmentos celulares n&ejdeis, obtendo-se apenas os
nucleos celulares.

Foi adicionado & suspens&o filtradaus de RNase (5QugmL™), aguardou-se um
tempo de cinco minutos e a seguir adicionadogl8de uma solugcdo estoque de lodeto de
Propidio (1 mgmL), mantidos por aproximadamente 10 minutos até onemto da
realizagéo da leitura em citometro.

ApoOs estes procedimentos as andlises foram reatizath um aparelho de fluxo
citométrico (BD, Mod. FACS Calibur) em comprimemnt® onda de 488 nm. Foram avaliados
30.000 nucleos. Foi utilizado o software Summit BakoCytomation para processamento
dos histogramas e a analise dos dados obtidoseD#ados foram expressos baseados na

porcentagem da quantidade total de nucleos nos dizhistograma.

4.6. Andlises estatisticas

4.6.1. Andlises estatisticas do desenvolvimento

Os testes estatisticos durante o desenvolvimentsedeente de mamona foram
realizados com os dados de morfometria de frusEngentes, o teor de umidade, o contetdo
de matéria seca e a porcentagem de nucleos 4CGadds tbram analisados através de analise
de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, e amatie variancia, pelo a média dos
tratamentos comparadas empregando teste de Tuk6$% de significancia, estes realizados
no programa SISVAR (Versao 5.0). Posteriormentieutau-se os coeficientes de correlagéo
simples de Pearsop)(para o teor de umidade e morfometria de frutesneentes, o conteudo

de matéria seca e a porcentagem de nucleos 4C.

4.6.2. Analise estatistica da germinacao

Os testes estatisticos foram realizados com ossdamletados até completar 96 horas

do inicio do teste de germinacdo. Os parametrdgdea foram porcentagem de germinacgao
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(G), Tempo para 50% da germinacgéo total (T50), ddmifdade (U8416), Area Abaixo da
Curva (AAC) e Tempo Médio de Germinacgdo (TMG), egferados no programa Germinator
(JOOSEN et al, 2010). Os dados foram analisadesé&xrde analise de normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk, e para comparacdo entre anddi utilizado o teste t de Student a
0,05% de probabilidade e a andlise de variancia, tpste de tukey a 0,05% de significAncia
(SANTANA & RANAL, 2004), estes realizados no progra SISVAR (Versao 5.0).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A inflorescéncia do cultivar EBDA-MPAL11 é protegidar um par de bracteas e uma
folha, em que as bracteas desprendem-se e caealoacom cerca de trés a cinco dias e a
folha persiste, crescendo normalmente (Figura 1@n geral, estigmas em mamona
possuem coloracéo clara logo apds a antese, tarsnohais escuros e avermelhados apés a
fecundagéo (RIZZARDO, 2007), o que foi observad@resente estudo com 7 DAM (Figura
10B), indicando que a ocorréncia precoce da ametéseundacéo, quando comparado a outros
estudos em que a abertura dos botbes florais emoneocorreu com 8 a 10 dias apos o
surgimento da inflorescéncia (SEVERINO et al., 2007

O tempo que as flores levam para se abrir vai digpate caracteristicas da variedade,
sendo as variedades com flores que se abrem pmeeote bastante procuradas por
apresentarem caracteristicas como: curto perioda palheita, reduzindo os riscos em
regides com precipitacao irregular; mais colhgi@sano; e por serem facilmente adaptavel a
diferentes sistemas de cultivo (WEISS, 2000; RIZDER 2007; ANJANI, 2010).
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Figura 10. Inflorescéncia de mamong&i€inus communis L.) cultivar MPA11. A) Inflorescéncia destacando a
bracteas e folha. B) Inflorescéncia apos 7 diastagdando os estigmas avermelhado.

(A)

Fonte: Autor

Logo apos a fecundacao das flores femininas,omise o crescimento dos frutos, os
guais apresentaram um expressivo aumento em laggtne 7 DAM (4,68 = 0,51 mm) até os
28 DAM (25,79 + 1,53 mm), seguido por uma leve dmngdo aos 35 DAM (25,59 + 0,77
mm), a qual se manteve constante até os 49 DAMestdadio de 56 DAM, foi observado
outro decréscimo culminando na largura média d&722,1,03 mm aos 63 DAM. Quanto ao
comprimento, houve um significativo aumento dodistdle 7 DAM (6,85 + 0,81 mm) até o
estadio de 28 DAM (25,10 £+ 1,30 mm). ApOs essedasta comprimento foi aumentando
lentamente alcancando 26,34 + 0,74 mm no estadié2deAM, subsequentemente, houve
uma diminui¢do do comprimento, culminando nos 2& 85266 mm aos 63 DAM (Figura 11).
Segundo Severino e colaboradores (2007), como a&wklancas morfoldgicas significativas
entre flores femininas e frutos, ndo é possivelalizar as etapas de desenvolvimento, sendo
o tamanho do fruto a Unica caracteristica que sie pgompanhar externamente, mas esta
caracteristica isoladamente ndo € suficiente padicar em que fase esta a semente

internamente.
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Figura 11 — Gréfico representativo dos valores médios dyputare comprimento de frutos de mamdriaius
communis L.) cultivar MPA11l, durante o desenvolvimento. Barcom mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey,p05. Milimetros (mm)
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Fonte: Autor

Os frutos de mamona séo triloculares, sendo qo@aracéo dos frutos do cultivar
MPA 11 da EBDA segue verde até os 49 DAM modificapdra a cor marrom aos 56 DAM
(Figura 12), segundo Severino e colaboradores §2@37 frutos de mamona estao
completamente maduros quando eles mudam de caraense em meédia, em cultivares de
ciclo médio, isso ocorre cerca de 90 dias apés aatmla das flores. Estes resultados
corroboram com os dados descritos anteriorment®ocadicativo de que a cultivar em

estudo apresenta ciclo precoce.
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Figura 12 — Frutos de mamonaRicinus communis L.) cultivar MPA11l. (A) Corte transversal de frueo
sementes com 7 dias apos a marcacao (DAM) com ficapho de 2x .0,8x; (B) Corte transversal de fraito
sementes com 21 DAM; (C) Corte transversal de feusementes com 35 DAM; (D) Fruto com 56 DANLUC.
= Nucela; Teg. = Tegumento; End. = Endosperma; €6tilédone.

Fonte: Autor

Durante o desenvolvimento, a semente de mamonaseayae um significativo
aumento da largura do estadio de 7 DAM (3,51 + On3®) até os 21 DAM (12,50 + 0,37
mm), permanecendo constante ate o estadio 35 DAN wo leve aumento aos 42 DAM
(12,88 £ 0,21 mm), ja no estadio de 56 DAM, a laagiecai chegando aos 12,12 + 0,69 mm
no estadio 63 DAM. Em relacdo ao comprimento, pamemerificar que ocorreu um
expressivo aumento dos 7 DAM (2,15 + 0,37 mm) aé&stadio de 21 DAM (18,90 + 0,61
mm), permanecendo constante até os 49 DAM, seglegdam decréscimo aos 56 DAM,
obtendo 16,36 + 1,08 mm aos 63 DAM. Quanto a espgskouve um significativo aumento
dos 7 DAM (1,35 £ 0,21 mm) até os 21 DAM (7,95 20mm), permanecendo constante até
os 28 DAM, seguido de um decréscimo aos 35 DAM3(%3,37 mm) o qual permaneceu

constante até os 63 DAM (Figuras 13).
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Figura 13 — Grafico representativo dos valores médios dguta; comprimento e espessura de sementes de
mamona Ricinus communis L.) cultivar MPA11 durante o desenvolvimento. Bagom mesma letra nao
diferem significativamente entre si pelo teste dkely, p< 0,05. Milimetros (mm)
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Fonte: Autor

Na figura 13 é possivel analisar que apés os 21 RAementes atingem o0 seu maior
tamanho durante o desenvolvimento, neste mesmodpesinda é observada a presenca da
nucela e o embrido esta no estadio torpedo (FidgitBs14A e 16C). O eixo embrionario e 0
cotilédone foliaceo sdo observados a partir do®281 (Figura 14B). Corroborando com
Carvalho e Nakagawa (2000) que observaram de medal, gjue as sementes crescem
rapidamente em tamanho, atingindo o tamanho maximno curto periodo de tempo, antes
mesmo de completar o processo de maturacéo figialog

Figurald — Embrido de sementes de mamdRiai(ius communis L.) cultivar MPA11 em diferentes estagios do
desenvolvimento. (A) 21 dias ap0s a marcacao (Daiviplificacéo de 4,5x, embrido em estagio torpedp28
DAM amplificagdo de 0,65x; (C) 35 DAM amplificacdle 0,65x). Cot. = Cotilédone. Eix. = Eixo embriaoar

Fonte: Autor



58

As sementes com 7 DAM apresentam conteddo de maéca de 0,06 + 0,004 g
chegando as 0,68 + 0,022 g aos 21 DAM, ocorrendexpressivo aumento até os 28 DAM,
chegando a 3,06 + 0,148 g aos 35 DAM, permaneceoniastante ate os 42 DAM, seguido de
um aumento gradual até os 56 DAM quando permanacstante até os 63 DAM (4,42 +
0,180 g). O inverso é observado no teor de umidaoke permanece superior a 85% dos 7 aos
21 DAM, decrescendo até 67,36 = 0,20% aos 28 DAMgando a 34,97 + 1,08% com 35
DAM, e assim como a matéria seca, permanece caesasd os 42 DAM, voltando a decair
com 49 DAM, se estabilizando aos 56 DAM (6,66 504} (Figura 15).

Figura 15 - Matéria seca (g) e teor de umidade (%) em semeiet@samonakKicinus communis L.) cultivar

MPAL1, durante o desenvolvimento. Colunas com mdstre mailscula e pontos com mesma letra mindscula
ndo diferem significativamente entre si pelo teletd ukey,p < 0,05. Grama (g) e Porcentagem (%)
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Fonte: Autor

Como pode ser observado na Tabela 3, o conteun@mtigia seca apresenta uma forte
correlacdo negativa com o teor de umidade, senderaddo um valor de de -0,9952. J&
medidas de largura e comprimento dos frutos apt@seoma fraca relagdo negativa com o
teor de umidade, com valoresde - 0,5619 e - 0,5019.

Tabela 03 - Coeficiente de correlagcdo de Pearsph dntre o teor de umidade e as variaveis de
morfometria de frutos e sementes, e matéria sesardentes de mamorfi¢inus communis L.) cultivar
MPA11.

LF CF LS CS ES MS 4C
TU -0,5619 -0,5019 -0,5407 -0,3925 -0,4130 -0,9952 0,9189
R 0,3157 0,2519 0,2924 0,1541 0,1706 0,9905 0,8443

LF = largura frutos; CF = comprimento de frutos; £ESargura de sementes; CS = comprimento de
sementes; ES = espessura de sementes; MS = ns&tgaiadC = porcentagem de nucleos 4C
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Segundo Moshkin (1986), em mamona até cerca dea®0agds o aparecimento das
inflorescéncias, as sementes encontram-se na fem®ada "leitosa", quando apresenta
apenas tecido nucelar em seu interior. Desta foarfese leitosa do cultivar MPA 11 progride
até 14 DAM quando as sementes apresentam aperasireda, 0 tegumento e a nucela
(Figuras 12A e 16A), a partir de quando foi obsdova inicio da formacdo do endosperma
em substituicdo a nucela (Figura 16B), corroboracwlo os dados descritos anteriormente,
sendo mais um parametro que indica o cultivar MRA @omo de ciclo precoce. Foram
observados embrides estagio torpedo aos 21 DAMaaia presenca de nucela (Figuras 12B,
14A e 16C). Nao foram mais observada a presencaudela aos 35 DAM, quando foi

possivel distiguir o cotilédone e o eixo embrioodkigura 16D).

Figura 16 - Sementes de mamon@i¢inus communis L.) cultivar MPA11. (A) Corte sagital de sementarc?
dias apés a marcacdo (DAM) amplificacdo 2x . 1,4B); Corte sagital de semente com 14 DAM; (C) Corte
longitudinal de semente com 21 DAM amplificacdo5®;6(D) Corte longitudinal de semente com 35 DAM
amplificacdo 0,65x. Nuc. = Nucela; Teg. = Tegumeriiod. = Endosperma; Cot. = Cotiledone; Car. =
Caruncula; Emb. = Embrido. Eix. = Eixo embrionario.

Fonte: Autor
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Durante o desenvolvimento de sementes de mamomanieido de nucleos 4C
caracteristico da fase G2 (interfase), houve exmreecréscimo de 8,41 + 0,50% para 2,27 +
0,33% entre 28 e 35 DAM, permanecendo este corst@tos 49 DAM, e voltando a decair
com 56 DAM culminando em 0,51 £ 0,10%, que permarau constantes até os 63 DAM
(Figura 17). Observou-se forte relacédo positivaesntteor de umidade e a porcentagem de
nucleos 4C A de 0,9189) (Tabela 03), corroborando com Kermodewley (1989), que
observaram o decréscimo no teor de umidade comdosesponsavel pela reducdo do
metabolismo durante o desenvolvimento, levando a imterrupcdo no processo de sintese e

replicacdo do DNA.

Figura 17 - Porcentagem (%) de nucleos 4C em radiculas de sesnda mamonaR{cinus communis L.)
cultivar MPA11, durante o desenvolvimento. Coluoas mesma letra ndo diferem significativamenteeesitr
pelo teste de Tukey,$0,05.
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Fonte: Autor

A analise imunocitoquimica por meio de microscaggaimunofluorescencia (Figura
18A), permitiu observar aos 28 DAM uma abundantée rde citoesqueleto microtubular
cortical (indicados pelas setas), a qual aparenten@meca a ser degradada a partir dos 35
DAM mediante a observagcdo concomitante de granfilasescentes representativos da
depolimerizacdo de microtubulos em agregados ddinas. Sendo que em embriées com 42
e 49 DAM verificou-se apenas granulos de tubulima j§ ndo estavam mais presentes a partir
dos 56 DAM.

A fase de histodiferenciacdo de sementes é marngeldacrescimento da semente
perto de seu tamanho final, um teor de umidadepdexemadamente 85%, intensas divisdes
celulares (porcentagem de nucleos AQA5%) e a presenga de citoesqueleto mitotico e
cortical (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000; DE CASTRO & HLHORST, 2000;
SEVERINO & AULD 2013a). Como pode ser verificadocsrféiguras 13 e 15, o aumento
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expressivo da largura, comprimento e espessuraendos 7 aos 21 DAM, com o teor de
umidade superior a 85% durante esse periodo. Quaridmanho maximo é atingido, este
sofre um decréscimo gradativo a medida que a sensata, no entanto, as medidas de
largura, comprimento e espessura de sementes afanesema fraca relacdo negativa com o
teor de umidade, com valoresgde -0,5407, -0,3925 e -0,4130 respectivamentee(@dl8).
Esses resultados combinados com a porcentagemctEmadC inferior a 15% e a auséncia
do citoesqueleto mitotico a partir dos 28 DAM (Fami 17 e 18A) sugerem que a fase de
histodiferenciacéo ocorreu até os 21 DAM, send@maglo durante essa fase o embrido em
seu estédio torpedo (Figura 14A).

O embrido completa a sua morfogénese por meio gdans&o celular resultante do
acumulo expressivo de matéria seca durante a fasematuracdo, em contrapartida ao
decréscimo no teor de umidade para aproximadan@¥e que por sua vez responde a
reducdo do metabolismo durante o desenvolvimeet@ndo a uma interrupgdo no processo
de sintese e replicacdo do DNA ocorrendo apenasesenqza de citoesqueleto cortical,
finalizando a formacdo do embrido por expansdooegamento celular (KERMODE &
BEWLEY 1989; DE CASTRO & HILHORST, 2000; MUNIER-J@IN et al., 2008).

De acordo com os resultados observados, pode-adr igie a morfogénese ocorreu
durante os 28 DAM, quando foi observado decrésammdeor de umidade para 67,36%,
aumento expressivo da matéria seca (0,69 g pakag),3B,41% de nucleos 4C e presenca
abundante de citoesqueleto cortical (Figuras 15 1BA), sendo possivel observar o eixo
embrionario e cotilédone foliaceo do embrido (Figui4B). Segundo Severino e
colaboradores (2007) as sementes de mamona cona83@mbs a inflorescéncia apresentam
teor de umidade superior a 85% estando ainda rmadasmorfogénese. Estes resultados
corroboram com os dados descritos anteriormentesqgerem que a cultivar em estudo

apresenta ciclo precoce.
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Figura 18 — Ciclo célula em radiculas extraidas de sementema®mona Ricinus communis L.) cultivar
MPAL1, durante o desenvolvimento. (Bptomicrografias representativas do citoesquelétoatubular. Setas
indicam microtdbulos. (B) Acumulo detubulina (P — Tubulina padrao, 30 ng). 28d: 2&dip0s a marcacao
(DAM); 35d: 35 DAM; 42d: 42 DAM; 49d: 49 DAM; 566 DAM; 63d: 63 DAM.

A

28d 35d 42d 49d 56d 63d

Fonte: Autor

Aos 28 DAM gquando as sementes estavam na fase deg@oese foi observado o iniicio de
pigmentacdo do tegumento, estando o tegumento etammnte pigmentado aos 49 DAM (Figura
19), discordando d&everino e colaboradores (2007) que descreve m id&c maturacdo em

sementes de mamona ocorrer paralelamente ao dag@@mentacdo do tegumento.
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Figura 19 — Pigmentagdo do tegumento de sementes de marRimieug communis L.) cultivar MPA11. (A)
Semente com 7 dias apés a marcacdo (DAM) ampldmay;65x; (B) Semente com 14 DAM amplificagéo
0,65x; (C) Semente com 21 DAM amplificagcdo 0,69%) Semente com 28 DAM amplificagdo 0,65x; (E)
Semente com 35 DAM amplificagcéo 0,65x; (F) Sementa 49 DAM amplificacdo 0,65x.

Fonte: Autor

Durante o desenvolvimento das sementes a detecgddtwbulina no embrido
decresceu dos 28 aos 42 DAM, estando ausente ia past 49 DAM (Figura 18B). O
decréscimo da detecgdo @aubulina, concomitantemente com a degradagédo gtadin
citoesqueleto microtubular cortical durante as dade histodiferenciacdo e morfogénese,
constituem eventos indicativos do inicio da mat@wa(DE CASTRO & HILHORST, 2000;
TAIZ & ZEIGER, 2009). Em geral, a fase de maturagé@onicia quando o embrido completa
a sua formacao, sendo alcancado o maximo contegigoatéria seca e teor de umidade de
aproximadamente 35% em sementes de milho, girass@mona, correspondendo ao ponto
de maturidade fisiolégica obtida (BORRAS & WESTGATED06; RONDANINI et al.,
2007; VALLEJOS et al., 2011).

Desta forma, pode-se inferir que no presente estglosementes de mamona
completaram a maturidade fisiolégica e iniciarafase de maturagdo aos 35 DAM, quando
foi observado o embrido completamente formado, tErumidade de 35%, inicio da
degradacéao do citoesqueleto cortical e decréscardeteccao dg-tubulina (Figuras 14C, 15
e 18). Neste periodo ndo foi mais observa a prasdeqiucela (Figura 16D), desta forma
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pode-se inferir que a auséncia de nucela € umatidicde que a semente ja alcancou a
maturidade fisiologica.

Em sementes de mamona das variedades FAUBA 1 e BWARANI 2002, a
maturidade fisiolégica foi completada quando ases#as alcancaram respectivamente o teor
de umidade de 20,3 e 22,4% (VALLEJOS et al, 201Em sementes da variedade BRS
Nordestina a maturidade fisiol6gica foi alcancads 80 dias apds a inflorescéncia com teor
de umidade de 45,6% (SEVERINO et al., 2007). BEsssltados corroboram com os dados
descritos anteriormente que sugerem que a variedadestudo apresenta ciclo precoce,
guando comparadas a variedade BRS Nordestinazdida de ciclo longo.

As sementes ortodoxas estdo maduras apos passeal@rprocesso de dessecacao e
atingirem o seu menor teor de umidade, nessa fpeecantagem de nudcleos 4C € baixissima
e ap-tubulina esta ausente (KERMODE & BEWLEY, 1985; CBSTRO & HILHORST,
2000). Desta forma, pode-se inferir que as semastiayam maduras a partir dos 56 DAM,
guando os valores do teor de umidade e porcentdgemcleos 4C se estabilizaram (6,66% e
0,5%, respectivamente) e a tubulina estava augEigeras 15, 17 e 18), sendo observado
que o amadurecimento das sementes ocorre paratélarae amadurecimento dos frutos
(Figura 12D). O teor de umidade detectado foi cafmpacom os de sementes maduras de
outros cultivares de mamona (KERMODE & BEWLEY, 1986NIOR, 2009; CARVALHO
et al, 2010; MACHADO et al., 2010; LUZ, 2012).

De acordo com o teste de Shapiron-Wilk os parametvaliados seguem a distribuicao
normal. Segundo Santana e Ranal (2004), quandoadssdobtidos apresentam uma
distribuicdo normal os testes paramétricos podemresdizados. A secagem das sementes
com 63 DAM fez com que o teor de umidade decrescess,66% para 3,57%, no entanto,
na analise das meédias pelo teste t de Studentempldsbicdo, pode se verificar que as
sementes frescas e secas nao apresentaram difesigmificativa entre as meédias das
variaveis analisadas (Tabela 04), sendo valoreslbamtes observados por Kermode e
Bewley (1985), onde sementes da cultivar Hale cOnDAM apresentaram um decréscimo
no teor de umidade de 6,9% para 3,73% apéds a secag® apresentando diferenca

significativa durante a germinacédo quando comparadm as sementes frescas.
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Tabela 04 - Médias da porcentagem de germinacéo (G), tengpa p0% da germinacao total (T50), tempo
médio de germinacdo (TMG), uniformidade (U8416yeadabaixo da curva (AAC), em sementes de mamona
(Ricinus communis L.) cultivar MPA11 com 63 dias ap0s a marcagdantsates frescas e secas. C.V.
Coeficiente de Variacao

Variaveis
Tratamentos G (%) T50 (h) TMG (h) u8416 (h) AAC
Frescas 98,50 37,95 40,71 33,20 56,92
Secas 96,00 34,80 36,36 21,16 59,53
C.V. (%) 1,81 7,61 8,96 26,45 3,83

Na coluna, médias seguidas de * diferem signifieatiente entre si pelo teste t de Student=a,05.

No entanto, quando comparada as meédias das semadss e sem
osmocondicionamento pelo teste t de Student apbslagéo, houve diferenca significativa,
nos quais as sementes osmocondicionadas apresemiathor TMG (h) e AAC, melhorando
a velocidade de germinacgéo, o que € compativelefeitos positivos deriming resultantes
do osmocondicionamento (CHEN & ARORA, 2013). Pasaoatros parametros analisados
nao houve diferenca significativa (Tabela 05). &stsultados discordam dos obtidos por
Teles (2013), que observou que sementes de mamootidtivar MPA 11 da EBDA colhidas
com mais de 63 dias apos a inflorescéncia e arradasnndo apresentaram melhorias na
velocidade da germinagcdo nem na uniformidade quasdwmcondicionadas, ndo ocorrendo
efeitos de osmocondicionamento.

A porcentagem de germinacdo das sementes osmomatias foi de 97,5%,
segundo Souza e colaboradores (2007) e Gois ectatitres (2007), sementes de mamona
das cultivares BRS Paraguacu, BRS Nordestina, tdird@ e AL Guarani, submetidas a
osmocondicionamento a -1,0 MPa, germinaram resecénte a 92, 31, 69 e 15%,
permitindo inferir que 0 osmocondicionameto a Mif@a ndo é eficaz para todas as cultivares
de mamona. Ao passo que no presente estudo oostdncooameto de sementes de mamona
aumentou significativamente a velocidade de gergdiomapos embebicdo em agua quando
comparadas com as sementes ndo osmocondicionddasde um TMG (h) de 32,7 e uma
AAC de 63,16, respectivamente 44,37 e 53,30 paraeasntes ndo osmocondicionadas
(Tabela 05), corroborando com Taylor e colaboralqE998), que observaram que o
osmocondicionamento pode proporcionar um aumentwvedacidade de germinagdo em

sementes de mamona.
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Tabela 05- Médias da porcentagem de germinacao (G), terapp 50% da germinacéo total (T50), tempo
médio de germinacdo (TMG), uniformidade (U8416)readabaixo da curva (AAC), em sementes de
mamona Ricinus communis L.) cultivar MPA1l com 63 dias ap6s a marcagdomesaes e
osmocondicionadas e ndo osmocondicionadas com &oldg polietilienoglicol PEG 8000. C.V.:
Coeficiente de Variacao

Variaveis
Tratamentos G (%) T50 (h) TMG (h) u8416 (h) AAC
Nao Osmocondicionadas 97,00 42,74 44,37* 22,00 ,3083
Osmocondicionadas 97,50 30,00 32,70* 32,30 63,16*
C.V. (%) 0,36 23,55 20,65 22,05 11,25

Na coluna, médias seguidas de * diferem significattiente entre si pelo teste t de Studentz=a,05.

Através da analise de variancia pelo teste de Tykaye ser observar que a combinacao
entre os tratamentos de secagem e osmocondiciot@merarsementes de mamona, aumentou
significativamente, a velocidade de germinacdo &mdisebicdo em agua quando comparada
com os demais tratamentos, obtendo um T50 (h) de@v TMG (h) de 29 sendo os piores
valores observados no tratamento controle (FNQJ gare 45 dias. Para os outros parametros
analisados ndo houve diferenca significativa (Tal@8). Sementes da cultivar MPA 11
colhidas com mais de 63 dias apos a infloresc@aanazenadas, apresentaram T50 (h) de
63,3 quando submetidas a osmocondicionamento &MRD(TELES, 2013). Podendo inferir
gue o tratamento de osmocondicionamento de seme@atesamona do cultivar MPA 11 a -

1,0 MPa ¢ indicado para sementes que ndo passarampazenamento.

Tabela 06 - Médias da porcentagem de germinacéo (G), tenapa $0% da germinacdo total (T50), tempo
médio de germinacdo (TMG), uniformidade (U8416yeadabaixo da curva (AAC), em sementes de mamona
(Ricinus communis L.) cultivar MPA11 com 63 dias apés a marcacabnwmtidas aos tratamentos fresca nao
osmocondicionada (FNO), frescas osmocondiciona&&), (secas ndo osmocondicionadas (SNO) e secas
osmocondicionadas (SO). C.V.: Coeficiente de Vaidac

Variaveis
Tratamentos G (%) T50 (h) TMG (h) u8416 (h) AAC
FNO 98 a 43 b 45 b 26 a 53,5a
FO 99 a 33 ab 36 ab 40 a 60,4 a
SNO 96 a 41 b 43 ab 2l a 54,2 a
SO 96 a 27 a 29 a 24 a 66,0 a
C.V. (%) 4,07 13,57 18,96 73 12,65

Na coluna, médias seguidas pela mesma letra n@ierhifsignificativamente entre si pelo teste de yuae),05
de probabilidade.

As sementes frescas e secas ndo osmocondicionadasngram com 48 h de

embebicdo em agua, sendo nesse periodo observaolesqcieleto microtubular em
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configuragBes mitdticas e o acumulo de granulotudelina foi detectado com 24 horas de
embebicdo (Figura 20 e 21A). Estes resultados laoo dos obtidos por Teles (2013) que
em sementes de mamona do cultivar MPA 11 colhidas mais de 63 dias apos a
inflorescéncia, secas em campo e armazenadas a oB¥&rvou em sementes nao
osmocondicionadas a presenca de poucos granulaghdiéna dispersos no citoplasma das
células antes da embebicdo, verificando com 24 frerdbebicdo em agua acumulo em
abundancia de citoesqueleto microtubular em cordigiies corticais e mitéticas, sendo que
as sementes germinaram com 48h de embebicéo.

Por outro lado, tanto as sementes frescas comoeeas sosmocondicionadas,
apresentaram granulos de tubulina antes da embedigdgua, com a germinagéo ocorrendo
com 24 h apés a embebicdo, sendo que nesse péoiodbservado apenas citoesqueleto
microtubular em configuracéo cortical, enquantdfigpmacdes mitéticas sé foram observadas
apos 48 h de embebicéo (Figura 20 e 21A). Seguad®® e colaboradores a ocorréncia de
citoesqueleto microtubular em configuracbes missic pode ser considerada como
marcadores exclusivos para a divisdo celular. @mnta visualizacdo das matrizes de
microttbulos corticais permite a identificacdo dtingamento das células (BARROCO et al.,
2005). Desta forma, pode-se inferir que as semeuiepassaram por osmocondicionamento
germinaram por alongamento celular, com divisbdalares ap0s a germinacdo. Ja nas

sementes ndo osmocondicionadas a divisao foi cdddeiparalelamente a germinacao.

Figura 20 - Germinacdo e tempo de embebicdo em sementes denaaRioinus communis L.) cultivar
MPAL11 com 63 dias apés a marcacdo, submetidagatasentos de secagem e osmocondicionamento. Linha
tracejada em vermelho indica o0 Tempo para 50% daigacéo total (T50).
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Fonte:Autor

De acordo com a Figura 21B, durante a embebicdoagna das sementes dos
tratamentos frescas e secas sem osmocondicionaamfietobulina foi detectada apds 24 h de
embebicado, tendo o seu acumulo aumentado apdéspErhanecendo constante ate as 96 h.
Estes resultados estdo correlacionados com asguoagdes do citoesqueleto microtubular,
observadas na Figura 21A. No entanto nas sementes pgassaram pelo
osmocondicionamento, a deteccdo fdaubulina foi observada com 24 h permanecendo
constantes ate as 96 h (Figura 21C). Os granuldshddina visualizados no tempo 0 h de
embebicdo das sementes osmocondicionadas (Figia 240 foram detectados na Figura

21C, devido ao fato dos granulos de tubulina nizssando serem sollveis.

Figura 21 - Fotomicrografias representativas do citoesquetatorotubular e acumulo dg-tubulina em
radiculas de sementes de mamoRgi(us communis L.) cultivar MPA1l com 63 dias ap6s a marcacéo,
submetidas aos tratamentos fresca ndo osmoconaiEofirNO), frescas osmocondicionadas (FO), seaas nd
osmocondicionadas (SNO) e secas osmocondicion&@3s A) Citoesqueleto microtubular B) FNO e SNO (1—
Tubulina padréo 30 ng; 2 — Oh; 3 — 24h; 4 — 48h;®h; 6 — 96h). C) FO e SO (7 — Oh; 8 — 24h; 8h; 40 —
72h; 11 — 96h).
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Fonte: Autor
O estudo da proteina tubulina tem sido utilizadm@anarcador molecular com a

finalidade de se detectar niveis de atividade d @elular, com pesquisas relacionadas ao
desenvolvimento, germinacdo e dorméncia, envigangmdpriming) e tolerdncia a
dessecacdo em sementes (DE CASTRO et al., 1998, 2090, 2001; SACANDE et al.,
1997; GORNIK et al., 1997; JING et al., 1999; PAWIMSKI et al, 2004; SILVA et al.,
2008; CARVALHO et al., 2013). Os microtubulos podser utilizados para demonstrar a
dindmica das mudancas estruturais durante a pe&gre ciclo celular em células vegetais
superiorespnde desempenham importantes papéis na morfogéelesa, podendo variar na
formacao das matrizes de microtubulos, tanto erfigrgacdes corticais, como configuracdes
mitéticas dentre as quais, bandas pré-préfase ragmbplasto sdo estruturas encontradas
somente em plantas (HASEZAWA & KUMAGAI, 2002).

Desta forma, os resultados obtidos sugerem quenoamdicionameto permitiu que
as sementes iniciassem a Fase | da germinacaocafmo a Fase Il fazendo com que a
semente reativasse 0 seu metabolismo preparandmente para a germinagdo. Portanto,
estes dados corroboram com o que foi descrito povatho e colaboradores (2000), onde o
osmocondicionamento consiste na hidratacdo codaotls sementes até um determinado
nivel de modo a permitir a ocorréncia das etap&sis do processo de germinacdo, sem,
contudo, ocorrer germinagao.

Baseado nos dados obtidos foi proposto um modeloidoal inicial representativo
das fases de desenvolvimento e germinagao de sssrmamona (Figura 22).
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Figura 22 — Sementes de mamonRi¢inus communis L.) cultivar MPA11: modelo funcional do
desenvolvimento e germinacdo de sementes com 68 &@s a marcacdo, submetidas a
osmocondicionamento.
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Fonte: Autor

6. CONCLUSAO

Em comparacdo com outras variedades e cultivaid®&ll da EBDA mostrou-se
precoce, com suas sementes alcancando a matufidediégica aos 35 DAM estando as
mesmas maduras aos 56 DAM, sendo esta uma dasecmtamas que indicam a MPA11 da

EBDA como uma cultivar promissora para o semianidalestino.

Os resultados obtidos apontam o estudo do cicldazed andlises fisiolégicas como
ferramentas fundamentais para a caracterizacadirecde das fases de desenvolvimento e
germinacdo em sementes de mamona. O tratamentcecdgesn aplicado as sementes
maduras, nao resultou em diferencas significatils. entanto, o osmocondicionamento
permite que as sementes iniciem etapas do procksgerminacdo, resultando em efeitos
positivos depriming por meio de melhoria na velocidade de germinag&s ae-embebicéo

em agua.

Neste estudo, um modelo de desenvolvimento e gag&inde sementes de mamona
do cultivar MPA11 da EBDA é proposto, 0 que repnégaim avanco ha compreensao do

desenvolvimento e germinacdo de sementes de mars@mnado como base para estudos
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futuros. Determinar as fases de desenvolvimenteetigentes, principalmente a maturidade
fisiologica pode ser util para definir o momentoegas sementes podem passar pelo
tratamento de secagem, visando antecipar a cqlhmiidendo precaver possiveis danos

bidticos ou abidticos que sdo comuns na regidedoésido.

Assim abre-se a possibilidade de se desenvolverdeguar as técnicas de
osmocondicionamento quiming de modo que possam ser aplicadas pelo agricuites aa
semeadura de modo a garantir melhores chancescdsssuno estabelecimento da lavoura

sob condi¢bes de escasses de agua ou chuvas tio plapos-semeadura.
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8. ANEXOS

ANEXO 01 - Gréficos representativos dos dados meteoroldgiaogsacrorregido de Feira de Santana durante o
periodo de 01/07/2012 a 31/2/2012. A) Precipitagdm). B) Temperatura (°C). C) Temperatura de poleto
orvalho (°C).
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Fonte: Instituto Nacional de Meteorolégica (INME&§tacdo A413- Feira de Santana.

ANEXO 02 - Graficos representativos dos dados meteorolégiaamacrorregido de Feira de Santana durante o
periodo de 01/07/2012 a 31/2/2012. A) Umidade (B))Velocidade do vento (m/s). C) Direcéo do vento
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