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TELES, Clarissa Abreu Santos. Aspectos fisioldgicos e eventos do ciclo celular em
sementes de Ricinus communis L. sob restricdo hidrica. 96 f. i.2013. Dissertacdo
(Mestrado) — Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia,
Salvador, 2013.

Resumo

A espécie Ricinus communis L. conhecida como mamona, apresenta grande
importancia econébmica e vem se destacando no cenario das plantas oleaginosas
utilizadas para producéo de biodiesel e na industria ricinoquimica, sendo uma cultura
promissora para a regido semiarida do Brasil. Visando conhecer o comportamento
das sementes de mamona em condi¢des normais de germinacdo e sob restricao
hidrica, objetivou-se com este trabalho avaliar os aspectos fisioldégicos de
germinacdo, resposta ao osmocondicionamento, verificar um tratamento para
qualidade fisiologica e sanitdria das sementes e caracterizar os eventos do ciclo
celular através de técnicas biotecnolégicas. Os ensaios fisiologicos foram realizados
com sementes de mamona da cultivar EBDA MPA 11. Para simular a restricdo
hidrica foram utilizadas solucées de PEG 8000 nos potenciais osmoticos -0,2 MPa a
-0,4 MPa e para o osmocondicionamento foram testadas solu¢des de PEG 8000 nos
potenciais osmaticos -0,3 MPa a -0,9 MPa. Sementes secas embebidas em agua
(0,0 MPa) foram utilizadas como controle. Para qualidade fitossanitéria, foram
testados tratamentos com hipoclorito de sodio e fungicidas. Para analise do ciclo
celular, foram testadas as técnicas de Western blotting para verificar o acimulo da
proteina tubulina, Imunocitoquimica para visualizar configuracées do citoesqueleto
microtubular e Citometria de fluxo para verificar a sintese de DNA. O tratamento com
hipoclorito de sodio foi o mais eficaz para desinfestacdo superficial das sementes,
melhorando a qualidade sanitdria. As sementes de mamona restringiram
completamente a germinacéo a partir do potencial -0,4 MPa e n&do apresentaram o
efeito de priming em resposta ao osmocondicionamento. Os resultados do ciclo
celular demonstraram que o acumulo de tubulina foi proporcional ao aumento do
contetdo de DNA 4C nos nucleos das células e com a organizacdo do citoesqueleto
microtubular durante o periodo de embebicdo em agua. Houve uma inibicdo deste
processo durante a restricdo hidrica, inibindo também a reativagdo do ciclo celular,
entretanto houve uma progressdo maior do processo em resposta ao tratamento de
osmocondicionamento. As divisdes celulares na zona meristematica das radiculas
das sementes de mamona ocorreram antes da protrusao radicular, indicando que o
alongamento da radicula acontece por expanséo e divisées celulares.

Palavras-chave:  mamona, osmocondicionamento, tubulina, citoesqueleto
microtubular, DNA.
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TELES, Clarissa Abreu Santos. Physiological aspects and cell cycle events in
Ricinus communis L. seeds under water restriction. 96 f. i.2013. Master Dissertation
— Institute of Health Science, Federal University of Bahia, Salvador, 2013.

ABSTRACT

Ricinus communis L., known as castor beans, has an economic importance due its
oil several possibilities for commercial use. It is an oilseed used in chemical industry
and for biofuel production, where became a promising culture for semiarid region of
Brazil. Aiming to know its seeds behavior under normal conditions of gemination and
drought stress, the objective of the present study was evaluate the physiological
aspects of germination, responses to osmopriming, verify a treatment for
physiological and sanitary quality of seeds and characterize the events of cell cycle
by using biotechnologic techniques. Physiological tests were conducted using castor
beans seeds of EBDA MPA 11 cultivar. To simulate water restriction on the seeds
were used PEG 8000 solutions at -0.2 MPa to -1.4 MPa and to perform osmopriming
experiment, PEG 8000 solutions from -0,3 MPa to -0,9 MPa were tested. Dry seeds
imbibition in water were used as control (0,0 MPa). For physiological and sanitary
quality treatments, sodium hypochlorite and fungicides were tested. Cell cycle
analyses were done by Western blotting to verify the accumulation of the tubulin
protein, Immunocytochemistry to view microtubular cytoskeleton configuration and
flow cytometry to verify DNA synthesis. The treatment with sodium hypochlorite was
the most effective for surface disinfection of seeds, improving sanitary quality.The
castor beans seeds showed total restriction to water from -0,4MPa. None of the
seeds have responded to osmopriming treatment. The results of the cell cycle
showed that tubulin accumulation increased as higher was the 4C DNA content in the
nuclei cell and with the microtubular cytoskeleton organization during imbibition
period in water. It was detected inhibition of this process during water restriction,
which inhibits the reactivation of cell cycle and occurs greater progression in the
process in response to treatment of osmopriming. The cell divisions in radicle of
meristem axis of castor bean seeds had occurred before radicle protrusion, which
indicates that the radicle elongation happens by cell expansion and cell division.

Keywords: castor bean, osmopriming, tubulin, microtubule cytoskeleton, DNA
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1. INTRODUCAO

A mamoneira (Ricinus communis L.) € uma espécie que se destaca no cenario
nacional e internacional devido a qualidade do 6leo extraido de suas sementes, 0
anico na natureza que é soluvel em élcool e que apresenta 90% de &cido graxo
ricinoléico em sua composicdo quimica e que constitui a base da industria
ricinoquimica (BELTRAO e OLIVEIRA, 2011; PINHO e SUAREZ, 2013). Ademais, a
mamoneira tem se destacado como matéria-prima para a producdo de 6leo como
opcao promissora para producdo de biocombustivel, do que também resulta a torta
como coproduto que pode ser utilizado como rico fertilizante, com capacidade de
restaurar solos esgotados, além de outros coprodutos e aplicacbes (BELTRAO,
2002; SCHMIDT et al., 2008).

A mamoneira € uma cultura com uma série de vantagens agronémicas, desde
a ampla faixa de adaptacdo a diversas condi¢cdes climaticas, a facil manejo,
tolerancia a seca e baixos custos de producédo. Estas sdo vantagens que ao longo
dos anos favoreceu o cultivo predominante no semiarido nordestino, contribuindo
para a inclusao social de pequenos agricultores na cadeia produtiva, a fixacdo da
mao-de-obra familiar no campo, possibilitando a geracdo de renda em &reas
subdesenvolvidas do meio rural no semiarido, e o fortalecimento da economia local
(BELTRAO et al., 2003; EMBRAPA, 2013). Devido a estes fatores e a crescente
demanda por biocombustiveis, criou-se grande perspectiva para a expansao do seu
cultivo em escala comercial no semiérido brasileiro, de modo a fortalecer o
desenvolvimento socioeconémico regional por meio da agricultura familiar, sendo
eleita a principal espécie e matéria-prima do Programa Nacional de Producéo e Uso
do Biodiesel no Brasil (BELTRAO et al., 2005, MME, 2013).

No cenério das espécies oleaginosas utilizadas para a producao de biodiesel, a
mamona se destaca principalmente como cultura bem adaptada e domesticada pelo
agricultor familiar nordestino, assim como por apresentar precocidade na producao e
alto teor de 6leo em suas sementes, entre 45% e 50% (BELTRAO e OLIVEIRA,
2011).

Para aumentar a produtividade € importante haver melhorias no sistema de

producdo da mamoneira, como controle eficaz das plantas daninhas, otimizacao da
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adubacdo mineral e organica, utilizacdo de sementes de variedades adequadas as
diferentes condi¢cbes edafoclimaticas, uso de espagamentos e densidades
adequados para cada cultivar e um controle de pragas eficiente (CARVALHO, 2005).

Para o estabelecimento das plantas, inicialmente ocorre a germinacdo das
sementes. Nonogaki e Bradford (2007) consideram a germinacdo como o periodo
em que a radicula do embrido emerge primeiramente, e em seguida 0s outros
orgdos e tecidos. Neste periodo, alguns processos Unicos sdo associados a

germinacdao, tais como a mobilizacdo de reservas armazenadas.

As plantas sdo expostas a varios fatores abi6ticos durante o seu crescimento e
desenvolvimento, a depender das condi¢bes climéticas tais fatores podem se
constituir em estresses abidticos, sendo os principais deles, temperaturas extremas,
déficit hidrico ou alta salinidade (JISHA et al., 2013). Em resposta a estes fatores de
estresse, muitos genes sao regulados positivamente, ocasionando um ajuste do
meio celular e tornando as plantas mais tolerantes a tais condicdbes (MAHAJAN e
TUTEJA, 2005).

Ha varias décadas os melhoristas e tecnologistas de sementes buscam o
desenvolvimento de variedades e técnicas para a melhoria da qualidade de
sementes de espécies cultivadas, visando aumentar a produtividade e uniformidade
dos lotes. Neste contexto, uma técnica utilizada para a melhoria da qualidade e vigor
de sementes € o Priming. Esta técnica consiste num meio de condicionamento
fisioldgico em que ocorre uma pré-hidratagdo das sementes, podendo conduzir a um

aprimoramento da tolerancia ao estresse (CHEN e ARORA, 2012).

As sementes constituem-se em importantes e eficientes veiculos de
disseminacdo de patdégenos, podendo afetar a qualidade fisiol6gica e sanitaria das
sementes, sendo importante a busca por tratamentos fitossanitarios afim de diminuir

tais problemas de contaminagéo (FANAN, 2008).

O avanco de abordagens modernas na pesquisa de células, incluindo
gendmica, protedbmica, genética molecular, e tecnologias novas esta na modificacao
do ponto de vista sobre a forma, funcédo e regulacdo do citoesqueleto em plantas
(WASTENEYS e YANG, 2004). Os microtubulos do citoesqueleto em plantas
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desempenham um papel vital no crescimento e desenvolvimento (GARDINER et al.,
2012).

De acordo Barréco et al. (2005) a germinacdo das sementes € um modelo
excelente para o estudo do ciclo celular em plantas, pois a embebicdo das sementes
consiste na retomada da progressdo do ciclo celular nas células meristeméaticas

representando um controle importante no desenvolvimento inicial das plantulas.

Visando conhecer o comportamento das sementes de mamona em condi¢des
normais de germinacdo e sob restricdo hidrica, o objetivo deste trabalho consistiu
em avaliar os aspectos fisioldgicos de germinacdo, matéria seca e umida, vigor, e
resposta ao osmondicionamento, verificar um tratamento para qualidade
fitossanitaria das sementes e caracterizar os eventos do ciclo celular através de
técnicas biotecnologicas, como western blotting para avaliar o acumulo de tubulina,
Imunocitoquimica, para visualizar configuracbes do citoesqueleto microtubular e

citometria de fluxo para verificar a sintese de DNA.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A ESPECIE Ricinus communis L.

Ricinus communis L. € uma planta oleaginosa, conhecida popularmente como
ricino, carrapateira, palma-de-cristo, mamoneira, bafureira e figueira-do-inferno,
pertencendo a familia Euphorbiaceae. Essa planta ocorre espontaneamente e de
forma selvagem em varias regides do Brasil, chegando a ser confundida como uma
espécie nativa. Algumas pesquisas apontam que a mamona originou-se no
continente africano (Etidpia), enquanto outras mencionam que esta espécie pode ser
originaria da Asia (Crescente Fértil). Contudo, o maior nimero de evidéncias
encontradas sugerem a sua origem para o continente africano, regido de clima
tropical, possibilitando que a mesma tenha se adaptado bem no Brasil, sendo
introduzida no Pais com a colonizacao portuguesa (SINGH, 1986; ALONSO, 1998;
SCHMIDT et al., 2008; KIIHL, 2006; BELTRAO e OLIVEIRA, 2011). O género
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Ricinus € monoespecifico e a espécie Ricinus communis é subdividida em quatro

subespécies: persicus, chinensis, africanus e zanzibarinus (SINGH, 1986).

Figura 1: Mamona (Ricinus communis L.)

Fonte: A autora. A) Planta adulta; B) Inflorescéncia da mamona; C) Frutos
amadurecendo; D) detalhe do fruto trilocular; E, F e G) Sementes de diferentes cultivares

da mamona.

A mamoneira é considerada perene pelo fato de viver mais de 12 anos e de
atingir até 10 m de altura. Sua diversidade morfol6gica traduz-se em plantas de
porte baixo e porte alto, apresentando grande variabilidade genética quanto aos
caracteres morfoldgicos, tais como o habito de crescimento, cor do caule e das
folhas, conteddo de Oleo, frutos com espinhos ou inermes, deiscentes ou
indeiscentes, ciclo anual ou semiperene e estatura baixa ou arbérea, a depender do
ambiente (BELTRAO e OLIVEIRA, 2011; NOBREGA, 2008; AZEVEDO et al., 1997)
(Figura 1).

7

O ciclo da espécie é anual e casualmente bianual. As cultivares anuais

apresentam ciclo médio de 150 dias, e as precoces, de 120 a 130 dias, sendo estas
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mais adequadas a colheita mecéanica por apresentarem homogeneidade na
maturagcdo. J4 as cultivares de ciclo longo (180-210 dias) sdo mais ajustadas as
regibes tropicais, e apresentam maior tolerancia a estresses biodticos e abidticos,
sendo, portanto mais recomendadas para produtores que utilizam baixa tecnologia
(AZEVEDO e LIMA, 2007).

A mamoneira apresenta diferentes cultivares (Figura 1 E, F, G). Cultivar € o
termo utilizado para uma variedade de qualquer espécie vegetal que se distingue
devido a introducédo ou alteracdo de uma caracteristica fenotipica da planta, através
de métodos de melhoramento convencionais, como reproducdo sexual, selecao,
hibridacao, etc. (GARCIA, 2004).

As sementes de mamona apresentam uma estrutura denominada de caruncula,
qgque é uma porcao carnosa situada no hilo de algumas sementes, podendo ser
considerada também um tipo mais firme de arilo (GONCALVES e LORENZI, 2007).
A caruncula consiste na proliferacdo de células do tegumento externo que se forma

em torno da micropila (Figura 2).

Figura 2: Semente de mamona (Ricinus communis L.)

nli h

——> Tegumento
externo

Caruincula

Fonte: A autora. Detalhe da semente de mamona, mostrando a cartincula e o tegumento

externo.

A mamona € uma das principais oleaginosas cultivadas em regides semiaridas
e aridas, como a india, China e RuUssia, e é referida por ser uma espécie tolerante a
seca (BABITA et al., 2010). Por sua tolerancia a seca e exigéncia em calor e
luminosidade, esta espécie encontra-se disseminada por todo o nordeste brasileiro,

constituindo-se em grande potencial para a economia do Semiarido, como um fator
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fixador de mao-de-obra, gerador de empregos e de matéria-prima, importantes para
0 progresso da regido e do pais (TAVORA, 1988; AMORIM NETO et al., 2001;
NETO et al., 2004;).

Alguns estudos relatam que a mamona € utilizada na medicina popular para o
tratamento de doencas associadas ao aparelho digestivo e como vermifugo
(ALMEIDA e ALBUQUERQUE, 2002; RITTER et al., 2002; MONTELES e
PINHEIRO, 2007). Todavia, muitos autores destacam a toxicidade de suas
sementes, sendo registrados alguns casos de intoxicagéo letal em humanos (WEDIN
et al, 1986; FERNANDO e FERNANDO, 1990; JASPEREN-SCHIB et al., 1996;
SCHENKEL et al., 2000; RITTER et al., 2002;).

A toxicidade nas sementes de mamona ocorre devido a presenca da ricina, que
€ uma glicoproteina composta por duas cadeias de polipetideos, sendo considerada
como um dos venenos naturais mais toxicos. A semente de mamona apresenta um
teor de ricina que varia de 1% a 5% (COOPMAN et al., 2009; DEMANT et al., 2012).

A mamona apresenta como principal produto o 6leo que é extraido de suas
sementes, sendo composto quase exclusivamente (90%) por um Unico acido graxo,
0 acido ricinoléico, que Ihe confere importantes caracteristicas como solubilidade em
alcool a baixas temperaturas, viscosidade e propriedades fisicas especiais
(EMBRAPA, 2013).

Atualmente o governo brasileiro vem apresentando incentivos tecnoldgicos
para melhoria da producéo da espécie (SAVY-FILHO, 1999; SCHIMIDT et al., 2008).
A partir da industrializagdo da mamona, se obtém como produto principal o 6éleo e
como subproduto, a torta. O 6leo apresenta caracteristicas singulares, possibilitando
um variado leque de aplicacdes desde a industria de tintas, lubrificantes para
maquinarias em geral, passando pela indastria de cosméticos, de drogas
farmacéuticas, bem como a fabricacdo de corantes, anilinas, desinfetantes,
germicidas, colas e aderentes, base para fungicidas e inseticidas, além de nylon,
matéria plastica e biocombustiveis. J4 a torta, é utilizada como fertilizante e possui a
capacidade de restaurar solos esgotados (BANZATTO et al., 1976; ROBBERS et al.,
1997; SCHMIDT et al., 2008).
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No periodo de 1980 a 2002, a india, China e Brasil eram os trés principais
paises produtores, em area e producdo de mamona em baga, tendo em 2001 sido
responsaveis por 89% da area produtiva e 94% da producdo mundial. Hoje os
maiores produtores de matéria prima (sementes) séo a india, a China, o Paquistéo,
a Tailandia e o Brasil encontra-se em 5° lugar. JA os trés maiores produtores
mundiais de 6leo de mamona s&o a India, a China e o Brasil como segundo maior
exportador mundial. Em 2001, estes paises contribuiram com 92% da producao
mundial, sendo os trés maiores importadores a Franca, os Estados Unidos e a China
(BIODIESEL, 2013).

Por possuir diferentes cultivares com caracteristicas de adaptabilidade e
produtividade distintas, a espécie pode ser cultivada em diferentes regides do pais,
apresentando, portanto, uma ampla faixa de plantio, facil manejo, resisténcia a seca
e baixos custos de producédo. O PNPD (Programa Nacional de Producéao e Uso do
Biodiesel) € um programa interministerial do Governo Federal, criado em 2004, que
objetiva a implementacdo de forma sustentavel, tanto técnica, como econ6mica, da
producado e uso do biodiesel, com enfoque na inclusdo social e no desenvolvimento

regional, via geracao de emprego e renda (MDA, 2012).

Portanto, a mamona torna-se uma opg¢ao promissora e altamente viavel para a

obtencédo de matéria prima a ser empregada na producao de biocombustiveis.

2.2. GERMINACAO DE SEMENTES: ASPECTOS FISIOLOGICOS

Na abordagem de tecnologia das sementes, a germinacdo € o fenébmeno pelo
qual, sob condicbes apropriadas, 0 eixo embrionario prossegue o0 seu
desenvolvimento, que tinha sido interrompido, nas sementes ortodoxas, por ocasiao
da maturidade fisiolégica (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

De acordo com Raven et al. (2001), o crescimento do embrido € geralmente
retardado enquanto a semente amadurece e €& disseminada, e 0 reinicio do
crescimento ou germinacdo da semente depende de fatores externos e internos,

sendo que os fatores externos mais importantes sdo: a agua, O oxigénio e a
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temperatura. Segundo Ferreira e Borghetti (2004) as sementes germinam quando as
condi¢des para o crescimento sdo favoraveis e elas ndo apresentam nenhum tipo de

dorméncia, exigindo para a germinacdo a agua e determinada faixa de temperatura.

O inicio da multiplicacdo celular, o que leva a protrusdo da raiz primaria, e
posteriormente das estruturas da parte aérea, seria parte do processo de
crescimento, igual ao que se verifica em um outro 6rgdo qualquer e, portanto,
diferente do processo de germinacao (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

Segundo Bradford e Nonogaki (2007) primeiramente as sementes embebem
agua para ativar os processos metabdlicos. Essa captacdo inicial de agua é um
processo fisico impulsionado pelo potencial matricial dos constituintes da semente,
gue ocorre tanto em sementes vivas como mortas, pois consiste apenas na ligacao
da agua a matriz da semente, contanto que o material apresente sitios de ligacéo ou
afinidade pela agua. Na maioria dos casos, as sementes viaveis mostram um padrao
de absorcao trifasico, caracterizado por uma curva de embebicédo, dividida em trés
fases (DE CASTRO e HILHORST, 2004; BRADFORD e NONOGAKI, 2007).

Durante a embebicdo, a fase | se caracteriza fisiologicamente por um
acentuado aumento na intensidade respiratoria. Isto resulta na produgéo de grandes
quantidades de energia, que em grande parte serd utilizada em uma série de
reacoes bioquimicas, na qual ocorre a degradacdo de substancias, como
carboidratos, proteinas e lipidios, os quais deverdo nutrir o embrido até este adquirir
um sistema radicular capaz de retirar do solo os nutrientes que a planta necessita.
Na fase Il, as substancias desdobradas na fase anterior, séo transportadas do tecido
de reserva para o tecido meristematico e a semente praticamente para de absorver
agua. A medida que o tempo passa o contetido de agua e a intensidade respiratoria
da semente cresce de maneira muito lenta. Durante a fase Ill da curva, a semente
volta a absorver agua e a respirar intensamente e ocorre o crescimento visivel do
eixo embrionario (BEWLEY e BLACK, 1994; CARVALHO e NAKAGAWA, 2000)
(Figura 3).
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Figura 3: Curva de embebicdo de sementes.
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Fonte: De Castro e Hilhorst, 2004, modificado.

Alguns fatores influenciam a quantidade de agua que é absorvida pela
semente, como por exemplo, as diferencas entre as espécies, cultivares, fatores
ambientais, além de caracteristicas da propria semente como composi¢cédo quimica,
teor de agua inicial e constituicdo do tegumento (ZUCHI et al., 2012). O tempo de
duracdo de cada fase durante a embebic&o varia conforme propriedades inerentes
da semente, tais como o nivel de hidratacdo do substrato, permeabilidade do

tegumento, tamanho da semente e absor¢édo de oxigénio (PINHO et al., 2004).

7

A germinacdo das sementes é regulada por vérios fatores ambientais, como
por exemplo, a umidade, oxigénio, temperatura, luz e nutrientes (SEO et al., 2009),
sendo avaliada por alguns parametros que informam sobre a dindmica do processo
germinativo, como por exemplo, a germinabilidade, tempo de germinacéo,
coeficiente de uniformidade de germinagao, velocidade da germinagdo (RANAL e
SANTANA, 2006). Outros parametros utilizados para interpretar o desempenho da
germinacdo sdo o tempo em horas para atingir 50% de germinacao (Tsp),
percentagem maxima de germinacdo (Gmax), uniformidade de germinacdo e

intervalo de tempo em horas, como por exemplo, intervalo entre 84% e 16% de
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sementes viaveis para germinar (Usgsi6), Intervalo de tempo entre 80% e 20% de
sementes para germinar (Ugpzo), intervalo de tempo entre 75% e 25% de sementes
viaveis para germinar (Uszs) (JOOSEN et al, 2010).

2.3. ESTRESSE ABIOTICO

Do ponto de vista fisioldgico, estresse € um fator externo que exerce uma
influéncia desvantajosa sobre a planta, alterando seu equilibrio. Nesse sentido, o
conceito de estresse € atribuido aquela condicdo que ativa o metabolismo celular e
incrementa a atividade fisiologica da planta, podendo também ser um fator positivo
que impulsiona o crescimento vegetal ou uma condicdo desfavoravel, que afeta
negativamente o metabolismo, crescimento e desenvolvimento da planta (NILSEN e
ORCUTT, 1996; TAIZ e ZEIGER, 2006).

Em condigcbes naturais e agricultidveis as plantas estdo frequentemente
expostas a condi¢cdes ambientais adversas, sendo portanto submetidas a algum tipo
de estresse. Condicbes como déficit hidrico, alta salinidade, temperaturas extremas,
submersdo em agua, etc, sdo consideradas estresses abidticos e podem afetar
negativamente o crescimento e a produtividade (TAIZ e ZEIGER, 2006; JISHA et al,
2013).

O estresse hidrico pode surgir como resultado de duas condi¢cdes contrastantes
devido ao excesso ou déficit de dgua, sendo a ultima uma situagcdo mais comum
(MAHAJAN e TUTEJA, 2005). A indisponibilidade de &gua é um dos principais
fatores ambientais que influenciam a germinacéo e o desenvolvimento de plantulas.
Em tais condicbes as relagcdes hidricas em sementes e o0 subsequente
desenvolvimento de plantulas sédo diretamente afetados, influenciando todas as
demais etapas do metabolismo, incluindo (re)ativacéo do ciclo celular e crescimento
(ROCHA, 1996; DE CASTRO et al., 2000). Consequentemente ocorrem também
alteracdes no perfil de expressdo de genes em resposta ao estresse hidrico por
‘seca’ (VERSLUES et al., 2006).



29

A tolerancia ao estresse osmatico e iénico induzido pela restricdo de agua e
excesso de sais constitui processos complexos e geralmente interligados,
envolvendo a interacdo de varias propriedades (ZHU, 2002; FOOLAD, 2004;
VERSLUES et al., 2006). Sob o ponto de vista molecular, a transducédo de sinais dos
estresses por seca e por sais consiste em cadeias de sinais vinculadas as
homeostases ibnica e osmotica, cadeias de resposta a detoxificacdo (controle de
danos e reparos), e cadeias de regulacdo do crescimento, com efeito, sobre a

ativacao do ciclo celular e crescimento (ZHU, 2002).

O déficit hidrico afeta em grau variado, varios estadios de desenvolvimento das
plantas, podendo comprometer seu crescimento e reduzir o seu rendimento,
induzindo a modificacdes morfoldgicas, fisiolégicas e metabdlicas em todos os
orgdos. Em ambientes naturais essas alteracbes sdo graduais, influenciando
primariamente 0s processos mais sensiveis e levando a alteracdes metabdlicas que
comprometem o desenvolvimento da planta. Desta forma, para garantir sua
sobrevivéncia, as plantas necessitam manifestar respostas rapidas para evitar e
tolerar a desidratacdo e maximizar a eficiéncia do uso de agua. A eficiéncia desse
sistema complexo de defesa pode determinar o sucesso da espécie em ambientes
estressantes (MULLET e WHITSITT, 1996; TARDIEU, 1996; BELTRAO e OLIVEIRA,
2011).

O crescimento celular € considerado o processo mais sensivel a baixa
disponibilidade de &gua no solo, nestas condi¢des a divisdo e expansao celular séo
diretamente inibidas (KRAMER e BOYER, 1995; ZHU, 2002). Sendo assim, 0s
componentes do estresse hidrico resultam em desequilibrio da célula e desequilibrio
osmoético, afetando todos os aspectos da fisiologia das plantas, assim como o
metabolismo celular (MAHAJAN e TUTEJA, 2005).

2.4. OSMOCONDICIONAMENTO

O condicionamento de sementes, denominado “Priming”, € um pré-tratamento

que consiste na embebicdo parcial das sementes utilizando vérias estratégias, como
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hidrocondicionamento, osmocondicionamento, condicionamento guimico,
condicionamento hormonal, condicionamento biolégico, condicionamento de matriz
solida, dentre outros (CHEN e ARORA, 2012; JISHA et al., 2013).

A caracteristica comum entre as técnicas de osmocondicionamento € que
todas envolvem a absorcdo controlada de agua. Os processos metabdlicos
associados ao priming sao diferentes no que diz respeito a sua dinamica quando
comparados aos que ocorrem durante a germinacao, onde a absorcdo de agua nao
é controlada (VARIER et al., 2010).

As plantas desenvolvidas a partir de sementes condicionadas apresentam uma
defesa celular resistente e rapida resposta contra estresses abioticos (JISHA et al.,
2013). Esta caracteristica pode ser comprovada através da ativacdo de rapidas
respostas de defesa a microrganismos, insetos ou estresses abioticos (CONRATH,
2012). O condicionamento melhora também a uniformidade e porcentagem de
germinacao final, o vigor e crescimento de plantulas, como resultado da pré-
exposicao a condi¢cdes de estresse (VARIER et al., 2010; JISHA et al., 2013).

O osmocondicionamento expfe as sementes a um potencial hidrico externo
restringindo a taxa e extensao de embebicdo e gerando uma progresséo gradual de
varias metabolicas pré-germinativas (JISHA et al., 2013). E um bom modelo para
estudar a transicdo de sementes secas e fisiologicamente quiescentes para uma
atividades semente hidratada em estado fisiolégico ativo (CHEN e ARORA, 2012).

As fases | e Il da curva de embebi¢cdo sao fundamentais para o sucesso do
condicionamento de sementes (Figura 4). E nessa etapa que a semente atinge um
teor de agua em que falta apenas a protrusdo da radicula. O padrédo de absorcéao de
agua durante o condicionamento é semelhante ao da germinacdo, mas a taxa de
absorcao é lenta e controlada (VARIER et al., 2010).

Algumas substancias podem ser utilizadas para a reducdo do potencial hidrico
durante a embebigcéo de sementes, no entanto, o Polietilenoglicol (PEG) tem sido um
dos agentes quimicos mais utilizados para esta funcéo, pois possui natureza nao
toxica e grande tamanho molecular que reduz o potencial da agua sem penetrar nas
sementes (THOMAS et al., 2000).
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Figura 4: Curva de embebicdo de sementes osmocondicionadas.
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Fonte: De Castro e Hilhorst, 2004, modificado. As sementes submetidas a algum pré-
tratamento de condicionamento (osmocondicionamento) se mantém na fase Il conforme a
linha tracejada continua, enquanto as sementes embebidas diretamente em agua
completam o padrao de embebicao de agua, entrando na fase lll, realizando a protrusédo da

radicula.

2.5. ASPECTOS DO CICLO CELULAR EM PLANTAS

O ciclo celular compreende o periodo de interfase e mitose. A interfase é
caracterizada por uma acentuada atividade celular, sendo dividida em trés fases,
Gl, S e G2. A fase G1 é o periodo de intensa atividade bioquimica, sendo
caracterizada pelo crescimento e replicacdo das organelas citoplasmaticas. A fase S
€ o periodo de sintese do DNA e de diversas proteinas associadas a esta molécula.
A fase G2 é o periodo em que sdo formadas as estruturas diretamente envolvidas

com a mitose, como as fibras do fuso (RAVEN et al., 2001).
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A mitose € o processo pelo qual os cromossomos previamente replicados séao
alinhados, separados e distribuidos ordenadamente nas células-filhas. Os
microtubulos apresentam importante funcdo neste processo, pois constituem as
configuracdes do fuso mitético durante as fases da mitose (profase, pré-metéafase,

metafase, anafase e tel6fase) e da citocinese (TAIZ e ZEIGER, 2006) (Figura 5).

Sendo assim, o ciclo celular consiste em uma série de acontecimentos
periédicos coordenados, ocorrendo entre o final de divisdes celulares subsequentes,
pelo qual o material celular é duplicado e dividido entre as células-filhas (BARROCO
et al., 2005).

A replicacdo do DNA ¢é iniciada apds a transicdo das fases G1/S, e apoés a
duplicacdo do material genético as estruturas mecanicas permitem a separacao dos
cromossomos, comecando com a reorganizacdo do citoesqueleto na fase G2
(DEWITE e MURRAY, 2003).

Figura 5: Diagrama das configuracdes do citoesqueleto microtubular nos estadios de

interfase e mitose do ciclo celular.

Fonte: De castro e Hilhorst, 2000.
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A iniciacao do ciclo celular envolve ndo apenas a sintese de DNA, mas também
a regeneracao do citoesqueleto microtubular (DE CASTRO e HILHORST, 2004).

Nas células vegetais o citosol esta organizado em uma rede tridimensional de
proteinas filamentosas, o citoesqueleto. Este é formado também por microtabulos,
gue sdo compostos por polimeros da proteina tubulina. O polipeptideo B-tubulina em
conjunto com a cadeia de a-tubulina € o principal constituinte dos microtubulos,
estruturas intracelulares essenciais envolvidas em mecanismos fundamentais como
a divisao celular, transporte vesicular, deposicédo de parede celular, propagacao de
sinal, dentre outros (BARDINI et al, 2004; TAIZ e ZEIGER, 2009). Os microtubulos
também apresentam um papel importante nos processos de expansao celular, assim
cCOmo em orientar 0S Cromossomos na posicdo correta durante as fases de
crescimento G1 e G2 ou durante a subsequente mitose (DE CASTRO e HILHORST,
2004).

No inicio da mitose em células vegetais, as matrizes de microtibulos corticais
da intérfase se arranjam formando a banda pré-préfase, ja no final do processo os
microtubulos se reorganizam novamente para formar o fragmoplasto. Esta estrutura
sinaliza a localizacdo da formacgéo da parede celular das células-filhas (DEWITE e
MURRAY, 2003). A ocorréncia de algumas matrizes como a banda pré-préfase e
fragmoplasto podem ser considerados como exclusivos marcadores para 0 processo
da mitose, contudo a visualizacdo de microtibulos corticais permite a rapida

identificacdo de células em alongamento (BARROCO et al., 2005).

Em dérgaos extensiveis de plantas, como a raiz e o hipocétilo, os microtubulos
formam hélices abaixo da membrana plasmatica, que regulam a deposicdo de
celulose na parede celular e, portanto a direcdo da expansdo das células em
alongamento (GARDINER et al., 2012). De acordo Varier et al (2010), a emergéncia
da radicula envolve a expanséao de células e é facilitada por um aumento da pressao
de turgescéncia na semente hidratada, enquanto que a divisdo celular ativa sé
comeca depois da protrusdo da radicula. Conforme De Castro e Hilhorst (2004), em
sementes de algumas espécies como tomate, ocorrem divisdes celulares na radicula
embrionéria antes da protrusédo radicular, contudo em outras espécies, a germinacao

parece independer da ocorréncia de mitose.
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Segundo Vazquez-Ramos e Sanchez (2003), a germinacdo das sementes é
um excelente modelo para o estudo do ciclo celular em plantas, pois a embebicao
reativa o ciclo celular em células meristematicas na preparacdo para 0

estabelecimento de plantulas.

A germinacdo das sementes implica na retomada da progressdo do ciclo
celular ap6s um periodo de quiescéncia. A entrada na fase G1 e a transi¢cdo da fase
G1 para S pode representar um controle importante no desenvolvimento inicial da
plantula (BARROCO et al., 2005).

Técnicas como Western blotting e Imunocitoquimica podem ser empregadas
como ferramentas para estudar a proteina tubulina através do acumulo da proteina e
da localizacdo e organizagcdo do citoesqueleto microtubular (HASEZAWA e
KUMAGAI, 2002; DE CASTRO et al., 2000). Através da citometria de fluxo é
possivel estimar o conteuddo de DNA em diferentes estagios de replicacdo nos
nucleos de diferentes tecidos da planta, sendo possivel acompanhar as alteractes
do estado fisiol6gico de uma semente (SLIWINSKA et al., 2009).

As respostas das células ao estresse incluem mudancgas no ciclo celular e
divisbes celulares, mudancas no sistema de endomembranas e vacuolizacdo, bem
como alteracdes na arquitetura da parede celular, o que contribui para acentuar a
tolerancia das células ao estresse (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Contudo, para os estudos em condicdo de estresse, ainda é necessario uma
porcao significativa de conhecimento para que se possa entender as relagdes entre
eventos do ciclo celular e contribuicdo destes para o desenvolvimento e germinagao

de sementes, e subsequente estabelecimento de plantula (FARIA et al., 2005).

2.6. QUALIDADE FISIOLOGICA E SANITARIA EM SEMENTES

A qualidade fisiolégica de uma semente esta relacionada a capacidade de uma
semente originar em condi¢cdes favoraveis, uma planta saudavel e vigorosa,
enguanto que a qualidade sanitaria representa a auséncia de patdégenos, como por

exemplo, fungos, bactérias e virus, que podem influenciar negativamente a
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emergéncia e 0 estabelecimento da plantula, assim como ocasionar em doencas

epidemiolégicas em plantas de diversas culturas (TROPALDI et al., 2010).

Alguns estudos tem sido realizados, no intuito de desenvolver um conjunto de
conhecimentos que permitam a obtencdo de maior producao, qualidade fisiolégica e

sanitaria e conservacao das sementes de mamona (FANAN, 2008).

Muitas sementes, de variadas culturas, apresentam o problema de
contaminacdo por patdégenos, e o tratamento com fungicidas tornou-se uma medida
indispensavel, contudo a eficacia de muitos produtos ainda ndo é bem conhecida
para algumas culturas (TROPALDI et al., 2010).

A cultura de mamona ainda ndo apresenta produtos quimicos registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento, para o tratamento de doencas,
0 que dificulta a recomendacéo e aplicacdo de forma segura e eficaz no controle de
doencas (KOBORI, 2011).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material biolégico e conducdo dos ensaios

Como material biologico foram utlizadas sementes de mamona (Ricinus
communis L.) da cultivar EBDA MPA 11, provenientes da Empresa Baiana de
Desenvolvimento Agricola (EBDA), recebidas em novembro de 2010 e outubro de
2011.

Apo6s o recebimento das sementes, estas foram beneficiadas manualmente e
armazenadas em geladeira a 4°C em sacos de papel permeavel, até o inicio dos

procedimentos experimentais em laboratorio.

Os ensaios fisiologicos foram conduzidos no Laboratério de Bioquimica,
Biotecnologia e Bioprodutos (LBBB) ICS/UFBA. Ja& os ensaios citolégicos foram
conduzidos na Palataforma de Microscopia Eletronica do Centro de Pesquisa

Goncalo Moniz — Fundacdo Oswaldo Cruz, no Laboratério de Bioquimica,



36

Biotecnologia e Bioprodutos (ICS/UFBA), e no Laboratério de Imunologia
(LABIMUNO - anexo 3) ICS/UFBA.

3.2. Caracterizacao inicial das sementes de mamona

3.2.1. Biometria das sementes

Foram selecionadas aleatoriamente 500 sementes (10 repeticbes de 50
sementes) e analisadas as seguintes dimensfes: comprimento (regidao do hilo ao
lado oposto), largura e a espessura (regido mediana), com auxilio de um paquimetro
digital (Marathon) com precisdo de 0,01 mm. Os resultados foram expressos em

milimetros.

3.2.2. Peso de 1000 sementes

As sementes foram separadas em oito repeticbes de 100 sementes e pesadas
em balanca analitica com precisdo de 0,0001 g. O valor da média das repeti¢des foi
extrapolado para mil sementes e o célculo realizado de acordo as Regras para
Andlises de Sementes (BRASIL, 2009).

3.2.3. Teor de agua

O teor de agua foi determinado utilizando-se 4 repeticbes de 5 sementes, pelo
método de estufa a 105°C + 3°C, durante 24 horas, realizando-se um corte prévio
das sementes em quatro partes, antes de coloca-las na estufa. O valor foi expresso
em porcentagem de massa fresca das sementes, conforme recomendacdes das
Regras para Andlises de Sementes (BRASIL, 2009).
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3.2.4. Teste de germinacao

O teste de germinacdo foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeticdes de vinte sementes (totalizando 100 sementes).
Como substrato foi utilizado rolo de papel de germinacéo, do tipo “germitest” (28 cm
x 38 cm), umedecido com agua destilada, na propor¢cdo de trés vezes o peso do
papel seco. As sementes foram inicialmente desinfestadas com solucdo de
hipoclorito de sédio (comercial com 2% de cloro ativo) com concentracao final de
0,125%, sendo agitadas constantemente durante 10 minutos e em seguida
submetidas a 4 lavagens com agua destilada. Posteriormente foram dispostas em 3
folhas de papel de germinacéo e postas para germinar em germinador do tipo B.O.D
(Eletrolab, Mod. EL202) ajustando a temperatura de 25°C, na auséncia de luz. Cada
rolo foi acondicionado em saco plastico para evitar o ressecamento do substrato. As
avaliacbes da germinacdo (protrusdo da radicula) foram realizadas diariamente.
Foram realizadas 2 contagens de plantulas normais ap6s 7 e 14 dias do inicio do
experimento, de acordo com as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).
Os parametros avaliados foram: Porcentagem de germinacdo (G%), indice de
velocidade de germinacédo (IVG), tempo médio de germinacdo (Tm) e velocidade
média de germinagao (Vm) (SANTANA e RANAL, 2004).

3.3. Avaliacgéao fisiologica

3.3.1. Tratamento para desinfestacdo de sementes de mamona

Devido a grande incidéncia de contaminacdo das sementes de mamona por
fungos, foi realizado um ensaio preliminar para identificar o melhor método de
desinfestacdo das sementes e utiliza-lo como padréo. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado com cinco repeticbes de vinte sementes.

Foram realizados os tratamentos com sementes conforme a figura 6.



Figura 6: Tratamentos para desinfestacdo de sementes de mamona
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Tratamento

Solucéo

Controle

Sem tratamento

Hipoclorito de sdodio +
Tween 20 (HIPO20)

Foi preparado solucao de hipoclorito de sédio 0,5% a
partir do comercial (com 2% de cloro ativo)
acrescentando uma gota de tween 20 para cada 100 ml
de solucdo. As sementes foram colocadas na solucéo e
agitadas durante 20 minutos, seguida de trés lavagens
em agua destilada (ROCHA et al, 2003).

Hipoclorito de sodio +
Tween 20 retirando a
cartncula (HIPO20 SC)

Tratamento semelhante ao anterior (hipoclorito de sodio
+ tween 20 (HIPO20), entretanto apos a desinfestacdo a
carlncula das sementes foi retirada.

Captan na semente
(CAPSEM)

Foi utilizado 180 pL de captan em cem sementes. O
fungicida foi aplicado diretamente sobre todas sementes
contidas em um saco plastico na recomendacdo de 300
mL de captan/100 Kg de sementes (KOBORI, 2011).
Posteriormente o saco plastico foi fechado agitando
vigorosamente até ser observada uma distribuicéo
homogénea da formulagéo sobre as sementes.

Captan na solucao
(CAPSOL)

Foi preparada uma solugdo contendo 1,250 mL de
captan para 500 mL de agua destilada seguindo a
recomendacdo do fabricante (250 mL do produto para
100 L de solucéo).

Captan + Carbomax na
semente (CAPCORSEM)

Foi aplicado 120 pL de captan + 42 uL de carbomax em
cem sementes. O fungicida foi aplicado diretamente
sobre todas as sementes contidas em um saco plastico
na recomendacdo do fabricante (300 mL de captan/100
Kg de sementes e 70 mL de carbomax/100 kg de
sementes (KOBORI, 2011)). Posteriormente, o saco
plastico foi fechado e agitado vigorosamente até ser
observado uma distribuicdo homogénea da formulacéo
sobre as sementes.

Captan + Carbomax na
solucédo (CAPCORSOL)

Foi preparada solugcdo contendo 1,25 mL de captan +
0,20 mL de carbomax para 500 mLde &gua destilada,
seguindo a recomendagdo de 150 mL + 20 mL,
respectivamente para 100 m de solucédo (KOBORI, 2011)

Fonte: A autora.
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Apobs os tratamentos acima descritos, as sementes foram colocadas em rolo de
papel do tipo “germitest”, umedecido com agua destilada (exceto para os
tratamentos CAPSOL e CAPCORSOL, cuja agua destilada foi substituida pela
solucéo fungicida), na proporcdo de 3 vezes a massa do papel seco (BRASIL, 2009)
e colocados em germinador tipo B.O.D. (Eletrolab, Mod. EL202) com a temperatura

constante de 25°C na auséncia de luz.

As avaliacOes fisioldgicas foram diarias e de acordo com os parametros do

teste de germinacao no item 3.2.4.

A partir dos dados obtidos neste teste, foram analisados o0s seguintes
parametros fisiologicos: Porcentagem de germinacdo (G%), indice de velocidade de
germinacao (IVG), tempo médio de germinacdo (Tm) e velocidade média de
germinacdo (Vm) (SANTANA e RANAL, 2004). Também foram avaliados o tempo
para alcancar 50% de germinacao (Tso) e Uniformidade de germinagao (Usasie:
intervalo de tempo entre 84% e 16% de sementes viaveis para germinar) de acordo
Joonsen et al (2010).

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa estatistico
Sisvar® 5,0 desenvolvido pela Universidade Federal de Lavras. Os dados de
porcentagem de germinagao foram transformados para raiz de (x+0,5) e submetidos
a analise de variancia. A diferenca entre as médias foram comparadas entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade (FERREIRA, 2000).

3.3.2. Desinfestacdo de sementes

A partir dos resultados do teste para identificar o melhor tratamento para
desinfestacdo das sementes de mamona, ficou estabelecido o tratamento Hipoclorito
+ tween 20 com a retirada da caruncula (HIPO20 SC) como padrao para desinfestar

as sementes de mamona antes de qualquer ensaio fisioldgico.

Sendo assim, as sementes foram imersas em solucdo de hipoclorito de sodio
com concentracdo de 0,5%, adicionando uma gota de Tween 20 para cada 100 mL

de solucéo, agitadas constantemente durante 20 minutos e em seguida passam por
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4 lavagens com agua destilada. No momento de montar o teste foi realizada a

retirada da carincula.

3.3.3. Curva de embebicdo em sementes de mamona

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com dez
repeticobes de dez sementes. As sementes foram colocadas para embeber em
substrato de papel do tipo “germitest” em caixas gerbox, umedecida com agua
destilada, na proporcdo de 3 vezes a massa do papel seco (BRASIL, 2009) e
colocados em germinador tipo B.O.D. (Eletrolab, Mod. EL202) com a temperatura
de 25°C em auséncia de luz. Ap6s os periodos pré-determinados (O a 58 horas), as
sementes foram retiradas das caixas e secas superficialmente com papel toalha,
pesadas em balanca de precisdo a cada duas horas e recolocadas para embeber
até que fossem observadas mudancas significativas no peso das sementes. Ao
mesmo tempo, foi avaliado o potencial germinativo da semente, considerando
sementes germinadas as que apresentaram emissdo de radicula com 1 mm de

comprimento.

As analises dos resultados foram realizadas em programa Excel, com a
geracdo de um grafico para identificacdo de uma curva de padrao trifasico (BEWLEY
e BLACK, 1994).

3.3.4. Screening osmotico e osmocondicionamento

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com quatro
repeticdes de vinte e cinco sementes. Os potenciais osmoéticos testados foram: 0,0
(controle), -0,2, -0,4, -0,6, -0,8, -1,0, -1,2 e -1,4 MPa. As solu¢des osmoticas foram
preparadas com polietilenoglicol 8000 (PEG 8000) de acordo as recomendacgdes de
Villela e Beckert (2001).
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Apoés passarem por desinfestacdo as sementes foram submetidas a restricao
hidrica, através da embebicdo das mesmas em solugdo osmotica nos diferentes
potenciais durante sete dias. ApGs este periodo, 0 excesso da solucdo osmotica foi
removido lavando-se as sementes com agua destilada. Em seguida, estas foram

reidratadas em agua destilada na proporc¢ao de trés vezes a massa do papel.

O ensaio foi conduzido em caixas de plastico transparentes, com substrato de
papel do tipo “germitest”. As sementes foram umedecidas com solucdo de PEG
8000 na proporcdo de trés vezes a massa do papel seco. Para o controle, as
sementes foram embebidas apenas com &gua destilada. Todas as caixas com
sementes foram colocadas em germinador tipo B.O.D. (Eletrolab, Mod. EL202) com
temperatura de 25°C na auséncia de luz.

As avaliacbes fisioloégicas foram realizadas diariamente, considerando
sementes germinadas aquelas que apresentavam a radicula protrudida com cerca 1

mm de comprimento ap0s o rompimento do tegumento.

Foram analisados o0s seguintes parametros fisiologicos: Porcentagem de
germinacdo, (G%), indice de Velocidade de Germinacdo (IVG), tempo médio de
germinacao (Tm) e velocidade média de germinacéo (Vm) de acordo com Santana e
Ranal (2004) e Tempo para alcangar 50% de germinagao (Tsg) € Uniformidade de
germinacao (Usaie: intervalo de tempo entre 84% e 16% de sementes viaveis para

germinar) de acordo Joonsen et al (2010).

A andlise estatistica foi realizada através do programa estatistico Sisvar® 5,0
desenvolvido pela Universidade Federal de Lavras. Os dados de porcentagem de
germinacao foram transformados por raiz de (x+0,5) e submetidos a analise de
variancia, as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (FERREIRA, 2000).

3.3.5. Osmocondicionamento e tolerancia ao déficit hidrico

A partir do ensaio anterior de screening osmotico, foi realizado um novo

delineamento, definindo potenciais osmoticos intermediarios para avaliar a resposta
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ao osmocondicionamento das sementes, através do efeito da secagem das

sementes e através da reembebi¢do das sementes em agua e sob restricdo hidrica.

As sementes de mamona foram inicialmente osmocondicionadas em solugao
de PEG 8000, nos potenciais de -0,3, -0,6 e -0,9 MPa, preparadas de acordo com
Villela e Beckert (2001), durante sete dias.

Para cada um destes trés potenciais foram utilizadas oitocentas sementes. As
sementes foram postas para embeber em caixas de plastico transparentes com
substrato de papel tipo germitest, umedecido com solucdo teste em volume
equivalente a trés vezes o peso da massa do papel seco (BRASIL, 2009), em
seguida, as mesmas foram colocadas em germinador tipo B.O.D. (Eletrolab, Mod.
EL202) ajustado a temperatura de 25°C, na auséncia de luz.

Apos sete dias, as sementes de cada potencial foram lavadas com agua
destilada para retirar 0 excesso de PEG 8000. Uma amostra de quatrocentas
sementes foi posta para secar em temperatura ambiente, até atingir seu peso inicial,
em seguida a amostra foi posta para germinar em solugcbes osmoticas nos
potenciais de -0,3, -0,6 e -0,9 MPa e agua. A outra amostra de quatrocentas
sementes (frescas) foi posta diretamente para germinar nas solugdes osmoticas de

acordo descricdo acima e 4gua, conforme esquema abaixo (Figura 7).

Figura 7: Diagrama metodoldgico para 0 osmocondicionamento de sementes de mamona
cv. EBDA MPA 11 a -0,3, -0,6 e -0,9 MPa e subsequente reembebicdo de sementes
osmocondicionadas secas e frescas em agua e sob condi¢des de restri¢cao hidrica a -0,3, -
0,6 e -0,9 MPa.

-0,3 MPa

-0,6 MPa

-0,9 MPa

Sementessecas - reembebidas
nos potenciais:

Sementessecas - reembebidas
nos potenciais:

Sementessecas -reembebidas
nos potenciais:

-0,3 -0.6 -0,9 Agua -0,3 -0.6 -0,9 Agua -0.3 -0,6 -0,9 Agua

Sementes frescas - reembebidas
nos potenciais:

Sementesfrescas -reembebidas
nos potenciais:

Sementes frescas -reembebidas
nos potenciais:

-0,3 -0,6 -0,9 Agua -0,3 -0,6 -0,9 Agua -0,3 -0.6 -0,9 Agua

Fonte: SOUZA (2012).
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3.4. Avaliacéo Citologica

3.4.1. Coleta das amostras

As sementes foram colocadas para embeber seguindo trés tratamentos: 1) em
dgua, 2) em solugdo de PEG 8000 (potencial -1,0 MPa) para restringir
completamente a entrada de agua na semente ocasionando uma condicdo de
estresse, 3) embebidas inicialmente em solu¢do de PEG 8000 (potencial -1,0 MPa),
realizando o pré-tratamento de osmocondicionamento, sendo mantidas durante sete
dias em solucdo de PEG e em seguida lavadas e reidratadas em agua destilada.
Para cada tratamento as radiculas do eixo embrionario foram coletadas em

diferentes periodos de embebicédo, conforme apresenta a figura 8.

Figura 8: Quadro representando os periodos de coleta de radiculas para cada tratamento.

Material biolégico | Tratamentos Periodos de coleta da radicula
Controle Radiculas coletadas de sementes secas 0 h

Radiculas coletadas apds 24 horas de
embebicdo

Radiculas coletadas apds 48 horas de
Agua embebicdo, germinadas

Radiculas coletadas apés 72 horas de
embebicdo, germinadas

Sementes de . .
mamona Radiculas coletadas apés 48 horas de

cv. EBDA MPA 11 embebicao
PEG 8000 Radiculas coletadas apds 96 horas de
-1,0MPa | embebicso

Radiculas coletadas apés 168 horas de
embebicao

Radiculas coletadas apds reidratacdo com 24

PEG 8000 | 1oras de embebicio, germinadas

-1,0 MPa

ereidratacao | Radiculas coletadas apos reidratagio com 48
em agua horas de embebicao, germinadas
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Radiculas coletadas apdés reidratacdo com 72
horas de embebicéo, germinadas

Fonte: A autora.

As radiculas foram extraidas com auxilio de pingca (Figura 9 B) e colocadas em
microtubos (Figura 9 C) sendo logo congeladas e armazenadas em freezer - 80°C

ou colocadas em tampa&o.

A quantidade de agua e de solucdo de PEG 8000 utilizada para embeber as
sementes foi na proporcdo de 3 vezes a massa do papel seco (BRASIL, 2009). As
sementes foram colocadas em germinador tipo B.O.D. (Eletrolab, Mod. EL202)

ajustado a temperatura constante de 25°C na auséncia de luz.

Figura 9: Coleta de amostras de radiculas para estudo citologico

Fonte: A autora. A) sementes embebidas, B) excisdo das radiculas, C) armazenamento

das radiculas.

3.4.2. Extracdo de proteinas totais

Foram utilizadas 3 repeticbes de 20 radiculas. Estas foram isoladas dos
embrides de sementes de mamona e coletadas conforme os tratamentos
especificados na figura 9. Logo apds a excisao, as radiculas foram congeladas em
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nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80°C (Sanyo, mod. MDF U53VC) até o

inicio dos experimentos.

A extracdo de proteinas totais foi realizada conforme o protocolo estabelecido
por Laemmli (1970) modificado com ajuste do pH da solucdo tampao de extracao
para 9.0 (DE CASTRO et al., 1998). As radiculas congeladas foram maceradas com

auxilio do aparelho Dismembrator (Mikro-Dismembrator S, Sartorius).

A solucéao tampao de Laemmli (1970) modificada (62.5 mM de Tris-HCL, SDS
2% (p/v), 15 mg/mL de DTT, glicerol 87% (w/v), em pH 9.0) foi adicionada na
proporcdo de 10:1 (uL/mg). O extrato pronto foi homogeinizado em agitador tipo
vortex (Ika, mod. MS 3) e aquecido em banho-maria (Polyscience, mod.POL00010)
a 100°C durante 10 minutos, para ocorrer a desnaturacdo das proteinas. Em
seguida, o extrato foi centrifugado a 4°C durante 15 minutos a 14.000 rpm em
centrifuga refrigerada (HETTICH, mod.320 R). Posteriormente, o sobrenadante foi

coletado e armazenado em freezer -80°C.

3.4.2.2. Determinacdo da concentracdo protéica

Para medir a concentracdo das proteinas no sobrenadante, utilizou-se o0s
procedimentos do kit “Bio-Rad Protein Assay Kit [I” modificado a partir dos métodos
descritos por Lowry et al. (1951) e Bradford (1976).

A curva analitica foi preparada utilizando-se solucdo estoque de Albumina
sérica bovina (BSA) (1440 pg.mL™, Molecular Probes, cod. n° T-7451) como padréo.
Para a analise das amostras foi utilizada uma aliquota de 1 uL do extrato bruto
diluido em 799 pL de agua ultrapura (Milli-Q, Millipore) totalizando 800 pL,
acrescentando 200 pL do reagente de Bradford, contido no Kit BIO-RAD Protein
Assay. A leitura das amostras foi realizada em triplicatas, em espectrofotbmetro
(Ultrospec 7000), no comprimento de onda de 595 nm. A concentracdo das
proteinas nas amostras foi calculada usando-se a equacdo obtida no calculo de

regressao linear da curva analitica com BSA padrao.
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3.4.2.3. Eletroforese

A eletroforese das proteinas foi conduzida utilizando-se géis de poliacrilamida
contendo Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE) na concentracdo de 7,5% de
acrilamida (Sigma-Aldrich, A3553), conforme procedimento descrito por Laemmli
(1970) e De Castro (1998). O gel separador contendo 7,5% e o gel empilhador 4%
de solucédo estoque de acrilamida (Tris-HCL 1,5M pH 8,8, Tris-HCL 0,5M pH 6,8,
SDS 10%, agua bidestilada, TEMED (tetrametilenodiamina), APS 10% (persulfato de

amonio)).

Apés a polimerizacdo do gel, nos pogos foram colocados o padrédo de tubulina
pura de bovino na concentracdo de 30 ng (Molecular probes cod n° T-7451), o
marcador molecular pré-corado (Pagemark — Gbiosciences, cod.786-415) para
identificar as bandas com diferentes pesos moleculares das proteinas entre 7 kDa e
210 kDa, e as amostras diluidas em solugdo tampdo Laemmli contendo azul-de-

bromofenol, conforme a concentracao total de proteinas (30 ug).

Para a corrida foi utilizado aparelho de eletroforese vertical (Amersham
Biosciences) e fonte (GE EPS 601) programada em 300 V, 30 mA por

aproximadamente 2 h.

3.4.2.4. Eletrotransferéncia

ApOs a corrida eletroforética, foram identificadas as bandas com o peso
molecular da proteina de interesse, tubulina (55 KDa), sendo realizado um corte no
gel e juntamente com os papéis paper blotting (GE - Amersham) cortados nas
mesmas dimensdes, estes foram mergulhados em tampdao de transferéncia (25 mM
Tris, 192 mM Glicina e metanol 10% (v/v) em pH 8.7) (DE CASTRO et al, 2000). Em
seguida, uma membrana de difluoreto de polivinilidina (PVDF) de 0,45 uym de
espessura (GE — Amersham) foi mergulhada em metanol, depois lavada com agua
deionizada para retirar 0 excesso do metanol e posteriormente colocada em tampao

de eletrotransferéncia por aproximadamente 5 minutos.
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As proteinas foram transferidas do gel de acrilamida para a membrana através
de um equipamento de eletrotransferéncia (GE TE 77 PWR, n°11-0013-42),
conforme ilustra a figura 10, sendo colocados em ordem, 3 folhas do papel para
blotting, o gel, a membrana de PVDF, e mais trés folhas do papel para blotting, todos
com as mesmas medidas, sendo embebidos pelo tampéo de eletrotransferéncia. A

eletrotransferéncia foi realizada durante 2 horas a 200 mA, e voltagem em aberto.

Figura 10: Esquema ilustrativo representando a eletrotransferéncia das proteinas do

gel de acrilamida para membrana de PVDF.
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Fonte: http://it.wikipedia.org/wiki/Western_blot, modificado, 2013.

3.4.2.5. Imunodeteccdao de tubulina

Apoés a transferéncia das proteinas, a membrana de PVDF passou por duas
lavagens com solucédo salina de Tris contendo Tween-20 (TBST) e em seguida foi
incubada em solucdo bloqueadora 1% (p/v) (ROCHE, c0d.11096176001) mantida
girando vagarosamente em forno hibridizador durante 3 horas. Posteriormente, a
membrana foi colocada em 1 pug/ml de anticorpo primario (anti-B-tubulina/ anticorpo
monoclonal de rato contra a [-tubulina, cod. MAB3408) diluido em solugéo

bloqueadora 0,5% (p/v) e mantida nestas condi¢cdes em overnight.
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Apols esta etapa, a membrana foi lavada duas vezes em TBST 1x durante
quinze minutos cada, seguida de duas lavagens de 15 minutos em solucdo

blogueadora 0,5% (p/v).

Posteriormente, a membrana foi incubada durante uma hora em 40 mU/mL de
anticorpo secundario (anticorpo secundario de caprino contra rato conjugado com
peroxidase) diluido em solucdo bloqueadora 0,5% (p/v), sob agitagdo constante. Em
seguida, as membranas foram lavadas em TBST 1x, em cinco lavagens de 15

minutos cada, agitando constantemente.

Em etapa final, a membrana foi submetida a deteccdo das bandas de tubulina
por meio da reacdo da peroxidase com as solucdes de deteccdo A + B, contidas no
Kit de quimiluminescéncia (ROCHE, cod. 11500708001), sendo incubadas por um

minuto em solugdo de detecgado (125 pl/cm?).

Para a visualizacdo das bandas, a membrana foi transferida para um cassete
de revelagao e posicionado entre duas transparéncias dentro do cassete, sendo
umedecidos com a solucdo de deteccdo. O cassete foi entdo levado para uma sala
completamente escura, e filmes especificos para western blotting (Amersham
Hyperfim-ECL, GE, cod. 28.9068.36) foram expostos a membrana no escuro
durante 5 minutos, fazendo-se a captacdo da quimiluminescéncia das bandas

referentes a proteina tubulina.

A revelacao dos filmes foi feita no ambiente escuro, colocando-se os filmes
imersos em solugdo reveladora (Kodak, cod. 8610248) durante 5 minutos, em
seguida foram lavados em &agua destilada e imersos em solucdo fixadora (Kodak,
cod. 1562826) durante 5 minutos, sendo depois lavados e postos para secar.

Esta metodologia foi realizada de acordo De Castro et al (2000) e Leying et al
(1994).
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3.4.3. Citometria de Fluxo

As radiculas congeladas de todos os tratamentos da figura 8, foram colocadas
em placas de Petri contendo 1 mL da solugcédo tampéo de isolamento de nucleos (10
mM MgS0,4.7H,0, 50 mM KCL, 5 mM Hepes, 1 mg mL™ DTT, 2,5 mg mL™* PVP 40 e
Triton x-100 1% (w/v) em pH 8.0) conforme descricbes de Faria et al (2005) e
Arumuganthan (1991).

Para a calibracdo do citdmetro foram utilizadas folnas de mamona (50 mg).
Estas foram trituradas com o auxilio de uma lamina em placa de Petri contendo trés
gotas do tampdo de isolamento de nucleos. Em seguida foi acrescido 500 uL de
tampéao de isolamento sobre as folhas e o sobrenadante foi pipetado e filtrado em

um microtubo utilizando-se uma malha de nylon de 25 pm.

As radiculas do eixo embrionario de mamona, nos diferentes periodos de
embebicdo em agua e em PEG 8000, conforme mostrados na figura 8, foram
colocadas separadamente em placas de petri e fragmentadas com o auxilio de uma
lamina, adicionado-se trés gotas do tampdo de isolamento de nucleos.
Posteriormente, adicionou-se 500 yL de tampéao sobre as radiculas, a suspensao foi
pipetada e filtrada em um tubo através de uma malha de nylon de 25 ym, para a
eliminacdo de fragmentos celulares ndo desejaveis, obtendo-se apenas os nucleos

celulares.

Foi adicionado a suspenséao filtrada 5 yL de RNase (50 ug/mL), aguardou-se
um tempo de 5 minutos e depois foi adicionado 80 pyL de uma solugédo estoque de
lodeto de propidio (1 mg/mL), mantidos por aproximadamente 10 minutos até o

momento da realizacao da leitura em citbmetro.

Apoés estes procedimentos as andlises foram realizadas em um aparelho de
fluxo citométrico (FACSCalibur BD) em comprimento de onda de 488 nm. Foram

avaliados 30.000 nucleos.

A metodologia foi realizada conforme mostra a ilustragao da figura 11.
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Figura 11: Esquema ilustrativo da metodologia para andlise da citometria de fluxo.
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Fonte: http://cfe.uc.pt/files/Artigo.pdf, 2013.

Foi utilizado o software Summit 4.2 DakoCytomation para processamento dos
histogramas e a analise dos dados obtidos. Os resultados foram expressos

baseados na porcentagem da quantidade total de nucleos nos picos do histograma.

3.4.4. Analise Imunocitoquimica em radiculas de sementes de mamona

3.4.4.1. Emblocamento das amostras para imunodeteccéo de tubulina

Para estas analises foram utilizadas radiculas coletadas de acordo com a figura
8. O emblocamento do material em resina de BMM (Butil e metilmetacrilato) seguiu

as seguintes etapas descritas abaixo:

Fixac&o: Apos serem coletadas, as radiculas foram colocadas em microtubos (2 mL)

contendo solucédo fixadora de Paraformaldeido (PFA) a 4% (MSB 5x (Microtubule
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Stabilizing Buffer) com 10mM DTT, PFA 8%, Triton stock 10%, DMSO, H,0), sendo
agitadas constantemente em temperatura ambiente durante 4 horas em forno
hibridizador (BELLCO GLASS INC - AUTOBLOT), seguida posteriormente de quatro
lavagens em tampéao MSB (50mM PIPES, 5 mM EGTA, 5mM MgS0O,.7H,0) durante

trinta minutos cada.

Desidratagéo: As amostras foram desidratadas com trocas de solu¢ao de etanol com
DTT (ditiotreitol) em concentracdes gradativas de 10%, 30%, 50%, 70%, 96% e
100%, sendo agitados nas concentracfes de 10 % a 50% durante trinta minutos
cada, mantido em overnigth na concentracédo de 70% e nas concentragcdes de 96% e

100% em geladeira.

Infiltracdo: Consistiu em trocas da solugdo de etanol com BMM (butil e
metilmetacrilato) nas proporc¢des (3:1/ 1:1/ 1:3), por duas horas cada, e BMM 100%

em overnight.

Emblocamento: As amostras foram colocadas em capsulas contendo BMM 100%,
mantidas por 1 hora no freezer -20°C (CARRIER - Modelo F550) em um recipiente
escuro e em seguida expostas a luz ultravioleta para a polimerizacdo da resina, sob
a temperatura de -20°C durante um periodo de 12 horas, conforme metodologia
proposta por Baskin (1992), modificada por De Castro et al (2000) e Faria et al
(2005).

3.4.4.2. Cortes histoldgicos

Os cortes histolégicos de 1um de espessura foram realizados em
ultramicrétomo (Leica EM UC7) e colocados em laminas pré-tratadas. Em seguida,
os cortes foram estirados com o vapor de cloroférmio para evitar o enrugamento.
Posteriormente, as laminas foram postas em placa aquecedora a 60°C até evaporar

toda agua, promovendo a completa aderéncia dos cortes nas laminas.
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3.4.4.3. Imunodeteccdo de tubulina (microtabulos e citoesqueleto)

Esta etapa consistiu em sequéncias alternadas de lavagens e incubacdes em

anticorpos primarios e secundarios.

As laminas foram inicialmente lavadas em acetona (2 x 10 min) para remoc¢ao
completa da resina de BMM, seguida de lavagens em solugcdo tampao salina de
fosfafo (PBS — Phosphate buffered saline) (2 x 10 min) e bloqueamento das sec¢oes
com cloreto de hidroxilaménio (HAH, 0,1M) (1 x 5 min) (Sigma-Aldrich, cod. n°® 5470-
11-1), BSA fracdo-V 1% (BSA-V - Aurion, cod. n° 900.011) (1 x 30 min) e BSA
acetilado 0,01% (BSAc - Aurion, cod. n° 900.099) (3 x 5 min). As sec¢des foram entao
incubadas em anticorpo primario monoclonal anti-a-tubulina produzido em
camundongos (Clone DM 1A, Sigma-Aldrich, cod. n°® T9026) diluido em 1:100 (v/v)
em PBS com BSACc, seguida de lavagens em PBS com BSAc 0,01% (4 X 15 min), e
nova incubagdo em anticorpo secundéario contra camundongo produzido em caprino
e conjugado com Alexa Fluor® 488 (Clone B-5-1-2, Invitrogen — Molecular Probes,
cod. n°® 32-2588) diluido em 1:70 (v/v) em PBS com BSACc.

Por fim as secc¢bes foram cobertas com glicerol (CITIFLOUR AF-3, Electron
Microscopy, cod. n® 17972-25) e laminula para a detecgéo e visualiza¢do de tubulina

e/ou microtubulos.

Esta metodologia foi seguida conforme instru¢cdes de De Castro et al (2000) e

Faria et al (2005) com modificac¢des.

As fotomicrografias das secbes foram obtidas através de camera digital
acoplada ao microscopio de fluorescéncia Olimpus QC Collor 3.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacéao inicial das sementes de mamona

A analise biométrica do lote de sementes de mamona cv. EBDA MPA 11
revelou medidas morfométricas de 15,11 mm em altura, 11,97 mm em largura e 6,97
mm em espessura, além do teor de umidade inicial de 5,09%, peso de mil sementes

de 600,74 g e percentual de germinacéo de 81% (tabela 1).

Tabela 1. Biometria das sementes de mamona cv. EBDA MPA 11. Dados morfométricos de
altura, largura e espessura (mm), teor de umidade (%), peso de mil sementes (g) e

germinagéao (%).

Morfometria (mm)

Teor de , , ~
Cultivar agua Peso de mil Germinagéo
o sementes (g) (%)
Altura Largura Espessura (%)
MPA 11
15,11 11,97 6,97 5,09 600,74 81

(Lote 2011)

A mamoneira apresenta grande variabilidade em relagdo a biometria de suas
sementes, apresentando sementes com diferentes formas, cores, tamanho e peso
(LUZ, 2012).

Em um trabalho sobre variacdo na qualidade e tamanho das sementes de
mamona de diferentes variedades, Zuchi et al. (2010) verificaram que a época de
semeadura e a ordem floral influenciaram tanto na qualidade como no tamanho das

sementes avaliadas.

Neto et al. (2004) no estudo de caracterizagdo de 49 acessos de mamona da
cultivar BRA, verificaram que as sementes apresentaram comprimento médio de

1,47 cm, largura média de 1,04 cm e espessura média de 1,41 cm.
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O conteudo de agua observado nas sementes de mamona, sugere que as
mesmas sao sementes ortodoxas que geralmente sofrem uma secagem natural,
apresentando ao final do processo de desenvolvimento e maturacdo um baixo
conteudo de agua, em torno de 5 a 10% de seu peso fresco (DE CASTRO e
HILHORST, 2004).

O teor de 4gua das sementes de mamona da cultivar EBDA MPA 11 avaliadas
neste trabalho encontram-se préximos ao de outras cultivares da mesma espécie.
Junior (2009) observou que as sementes de mamona da cultivar BRS-Nordestina
apresentaram um valor do teor de agua de 5,6%. Machado et al (2010) verificaram o
teor de agua nas sementes de mamona da cultivar Al Guarany 2002 entre 5,6% e
6%, a partir de sementes coletadas de diferentes racemos e diferentes posicoes
neste. Luz (2012) encontrou o teor de umidade de 6,7% para as sementes das doze

cultivares da EBDA estudadas.

4.2. Curva de embebicdo em sementes de mamona

De acordo com os dados obtidos na curva de embebicéo (Figura 10), entre os
periodos de O a 24 horas ocorreu aumento na intensidade do peso fresco das
sementes, caracterizando rapida embebicdo de agua nas sementes, indicando que
as sementes encontravam-se na Fase | do padrdo de embebicdo de agua descrito
por Bewley e Black (1994).

Entre os periodos de 24 a 36 horas, observou-se menor aumento no peso
fresco das sementes, caracterizando uma fase estacionaria e de menor intensidade
de embebicdo, indicando que as sementes neste periodo estavam na fase Il do
processo de embebicdo. Verificou-se a partir das 38h de embebicdo um novo
aumento no peso fresco (Fig. 12), representativo de uma embebi¢cdo mais intensa,
quando também se deu inicio a protrusdo da radicula de algumas sementes,
caracterizando a Fase lll do processo de embebicdo de agua das sementes

(BEWLEY e BLACK, 1994).
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Figura 12: Curva de embebicédo de sementes de mamona cv. EBDA MPA 11.
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Fonte: A autora. Fase | — Oh a 24h; Fase Il — 24h a 38h; Fase Ill — a partir de 38 horas.

Comparando-se o padrdo de absorcdo de agua de quatro cultivares de
mamona, IAC 80, IAC 226, BRS 188 Paraguacu e Al Guarany 2002 observou-se
diferencas, sendo que a IAC 80 e BRS 188 Paraguacu entraram na Fase Il com
aproximadamente 40 horas de embebicdo e a IAC 226 apds 28 horas de embebicéo
(ZUCHI et al, 2012). Enquanto que a cultivar EBDA MPA 11 entrou na Fase Il a
partir de 24 horas de embebicdo em agua. Estes dados mostram que ocorrem
diferencas no padrdo de absorcdo de agua de diferentes cultivares da mesma

espécie.

Esta diferenca pode se dar em funcéo do teor de agua inicial dos tecidos, pois
todas as células dos tecidos embrionarios e demais tecidos da semente apresentam
um potencial hidrico que pode ser especifico a cada tecido, célula ou até mesmo
cada compartimento celular (DE CASTRO e HILHORST, 2004). A variabilidade nos

padrées de embebicdo pode depender da qualidade inicial dos lotes de sementes,
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assim como das caracteristicas inerentes ao genétipo, uma vez que ha grande
variabilidade fenotipica para parametros biométricos de sementes e plantas de
diferentes variedades e cultivares de mamona, que por sua vez sao influenciados
também por variaveis ambientais (RODRIGUES et al., 2011; LUZ, 2012).

O estudo da embebicdo de agua nas sementes de diferentes espécies é
importante em pesquisas, pois seu conhecimento permite o entendimento das
etapas iniciais do processo germinativo e possibilita o desenvolvimento de técnicas
que visam melhorar a qualidade das sementes, utilizando tratamentos como
condicionamento osmoético, pré-hidratacdo e uso de biorreguladores (PINHO et al,
2004).

4.3. Tratamento para desinfestacdo de sementes de mamona

Testes preliminares mostraram que o lote das sementes de mamona (cultivar
EBDA MPA 11), em estudo apresentaram problemas de contaminacdo por fungos
durante a germinacdo influenciando nos resultados de germinabilidade e

estabelecimento de plantulas em experimentos realizados em laboratério.

Dentre os diferentes tratamentos de desinfestacdo aplicados para diminuir a
contaminacdo das sementes de mamona, verificou-se que o tratamento com
hipoclorito de sédio + tween 20 com a retirada da caruncula (HIPO20SC) foi o mais
eficiente por resultar em percentual de germinacdo superior a testemunha (Figura
13).

Conforme os dados apresentados na tabela 2 pode-se observar que houve
diferenca significativa no potencial germinativo das sementes apenas para o
tratamento CAPSEM, que teve germinagdo baixa (73%) quando comparado ao

controle e demais tratamentos, diferindo estatisticamente.
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Figura 13: Germinagdo das sementes de mamona cv. EBDA MPA 11 submetidas a

diferentes tratamentos de desinfestagéo.
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Fonte: A autora.

O controle quimico de fungos em sementes pode culminar em fitotoxicidade,
reduzindo o potencial germinativo das mesmas. Entretanto, a maioria dos
tratamentos analisados n&o influenciou na porcentagem de germinagao, visto que as
sementes tratadas com diferentes combinagbes de fungicidas apresentaram
germinabilidade similar ao controle. Todavia, a aplicacdo direta do fungicida Captan
na semente (CAPSEM) acabou gerando reducdo na porcentagem de germinacao,
observada na tabela 2. Este resultado pode ser um indicio que este tratamento,
aplicando-se um unico fungicida diretamente na semente causa fitotoxicidade j& que
a combinacao de dois produtos, tanto em solucdo (CAPCORSOL) como aplicado
diretamente na semente (CAPCORSEM) ndo apresentou reducdo no potencial

germinativo.

Pbdde-se verificar que as sementes tratadas com CAPSEM apresentaram
menor vigor, corroborando com os dados de germinacéo. Estes resultados deixam
claro que este tratamento afetou com maior intensidade a qualidade fisiolégica das

sementes de mamona (Tabela 2).
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Analisando os parametros de vigor, os tratamentos HIPO20 e HIPO20SC foram
mais eficientes, ndo havendo diferenca estatistica entre os parametros Tm, Vm, IVG
e Tsp. Houve uma pequena diferenca apenas no parametro Ugss. Contudo, o
tratamento HIPO20SC foi o que apresentou melhor germinabilidade dentre todos os
tratamentos testados, apresentando também melhor resposta em todos os
parametros de vigor testados, sendo considerado o melhor tratamento para ser
aplicado para a desinfestacdo das sementes de mamona (Tabela 2)

Tabela 2. Germinabilidade de sementes de mamona cv. EBDA MPA 11 submetidas a
diferentes tratamentos de desinfestacdo. G%: percentual de germinacdo, Tm: tempo médio de
germinacdo, Vm: velocidade média de germinacao, IVG: indice de velocidade de germinacéo,
Tso: tempo para alcancar 50% de germinacao, Ugsie: Uniformidade de germinacdo medindo-se
o intervalo de tempo entre 16% e 84% de germinacdo de sementes viaveis. CAPCORSEM:
captan + carbomax na semente, CAPSEM: captan na semente, CAPSOL.: captan na solucao,
CAPCORSOL: captan + carbomax na solucdo, HIPO20SC: hipoclorito de sddio + tween 20

retirando a caruncula, HIPO20: hipoclorito de sédio + tween 20.

TRATAMENTOS G (%) Tm (dias) Vm (dias ™) IVG T50 u8416
Controle 94 ab 3,71 ab 0,26 b 537 b 74,10 bc 39,12 a
CAPCORSEM 94 ab 4,44 bc 0,22 bc 455 bc 90,48 cd 51,94 bc

CAPSEM 73 b 585 ¢ 0,18 ¢ 3,18 ¢ 10562 d 79,04 ¢
CAPSOL 96 ab 3,66 ab 0,27 b 565 b 71,80 b 29,22 ab
CAPCORSOL 94 ab 3,84 ab 025 b 529 b 74,56 bc 29,64 ab
HIPO20SC 99 a 2,44 a 0,41 a 8,71a 45,86 a 13,66 a
HIPO20 96 ab 250 a 0,39 a 8,27 a 43,66 a 20,64 ab
CV (%) 16,62 18,39 12,26 15,94 11,68 41,65

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

A reducédo na qualidade fisiolégica das sementes tratadas com fungicida pode
ter ocorrido em decorréncia da influéncia do substrato. De acordo Silva (1989) e
Kobori (2011), alguns tratamentos com fungicidas em substrato de papel, pode
causar na semente um efeito fitotoxico provocando uma redugdo no potencial

fisiolégico, o que ndo ocorre em condi¢des de campo.
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Marroni et al (2012), estudando o efeito de tratamentos quimicos e biolégicos
em sementes de mamona, concluiram que o tratamento quimico com fungicidas
(carbendazim e thiram) foi 100% eficaz no controle de fungos, produzindo plantulas

com maior matéria seca, sendo utilizado solo como substrato.

Aradjo et al (2004), verificaram que em sementes de amendoim (Arachis
hypogaea L.), o tratamento de desinfestacdo superficial com hipoclorito de sédio a
2% foi 0 mais eficiente na diminuicdo da ocorréncia da contaminacdo por fungos,

utilizando como substrato papel germitest.

Carvalho et al (2002) testando um meio para desinfestacdo das sementes de
mamona das cultivares BRS 149, BRS 188 e SIPEAL 28, verificaram que o melhor
método foi a desinfestacao utilizando hipoclorito de sédio a 2% com tween 20,
fazendo a retirada da caruncula e de todo o tegumento, resultando em menor
contaminacgdo por fungos e em germinacdo mais rapida, assim como foi verificado

neste trabalho.

Através de uma andlise geral dos resultados alcancados, a qualidade
fisiologica de sementes de mamona nao foi afetada pelos tratamentos HIPO20 e
HIPO20sc. No entanto, se levada em conta a andlise visual, as sementes sem a
caruncula apresentaram uma menor incidéncia de fungos, sendo este o método
mais eficiente e indicado para desinfestacdo de sementes de mamona, uma vez que
a incidéncia de fungos foi observada principalmente na regido da caruncula (Figura
14).
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Figura 14: Incidéncia de fungos em sementes de mamona.

Fonte: A autora. A — C: sementes sem tratamento. A: semente com fungos na regido da
carincula; B: semente germinada com fungos na caruncula; C: semente com deterioracao
na raiz principal devido a contamina¢do por fungos; D — F: sementes tratadas com
HIPO20sc; D — E: semente com retirada da caruncula; F: semente sem deterioracdo da

raiz; As setas indicam a regi@o da caruncula. Os fungos ndo foram identificados.

4.4. Screening osmotico e osmocondicionamento

As sementes embebidas em agua (controle) apresentaram 100% de
germinacao, sendo que as sementes embebidas nas solucées de PEG a -1,0, -1,2 e
-1,4 MPa, durante sete dias e posteriormente submetidas a reembebi¢cdo em agua
tiveram percentual de germinacédo total proximo ao controle. Logo, os tratamentos

aplicados nao conferiram melhoria na germinacao (Fig. 15).

Analisando o0s potenciais de restricdo hidrica em sementes durante o
condicionamento em solu¢des de PEG 8000, pbde-se verificar que o potencial -0,2
MPa foi suficiente para permitir a germinacao de apenas 3% das sementes sendo
que a partir de -0,4 MPa a germinacdao foi totalmente inibida (dados ndo mostrados),

indicando grande sensibilidade das sementes de mamona a restricéo hidrica.
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Figura 15: Germinacdo das sementes de mamona em agua (0,0 MPa, Controle) apos

condicionamento por 168 horas em diferentes potenciais osmoticos (-0,2 a -1,4 MPa).
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Fonte: A autora.

Loureiro et al (2009), estudando sementes de Jatropha curcas L., espécie

pertencente a mesma familia da Ricinus communis L., Euphorbiaceae, verificaram

que 0s potenciais osmoticos acima de -0,2 MPa ja causaram restricdo hidrica nas

sementes, sendo o limite de germinacao verificado no potencial de -0,6 MPa.
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Tabela 3. Germinabilidade das sementes de mamona (cv. EBDA MPA1l) durante
reidratacdo em &gua apds 168 horas de embebicdo em solucdo de PEG 8000 em
diferentes potenciais osmoticos. G%: percentual de germinacdo, Tm: tempo médio de
germinacdo, Vm: velocidade média de germinacdo, IVG: indice de velocidade de
germinacdo, Tso: tempo para alcancar 50 % de germinacdo, Ugse: uniformidade de

germinacdo medindo-se o intervalo de tempo entre 84% e 16% de germinacdo de

Tratamentos
Potenciais G (%) Tm (dias) Vm (dias ™) VG Tso Usais
osmoéticos MPa
Controle (0,0) 100 a 10 a 10 a 12,30 a 39,30 a 6,84 a
-0,2 71 b 1,25a 0,80 ab 933 a 6330 b 18,77a
-0,4 88 ab 1,34 a 0,74 ab 10,17a 65,62 b 18,22a
-0,6 86 ab 1,46 a 0,70 b 924a 6933 b 1522a
-0,8 88 ab 154 a 0,69 b 944a 7062 b 1557a
-1 98 a 1,17 a 0,87 ab 11,76 a 63,32 b 7,52 a
-1,2 95 ab 1,18 a 0,85 ab 11,21a 66,23 b 11,00a
-1,4 97 a 1,20 a 0,84 ab 11,37a 6581 b 12,25a
CV (%) 12,79 20,31 15,21 17,39 7,96 40,81

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Os resultados de germinabilidade apos a reidratagcdo das sementes em agua
demonstraram que o tratamento onde as sementes foram previamente embebidas
em PEG -0,2 MPa foi o que apresentou menor percentual de germinacéo, diferindo
estatisticamente de todos os outros tratamentos (Tab.3). Possivelmente este efeito
se deve a quantidade de agua disponivel para o processo germinativo, insuficiente
para dar continuidade a este processo e também para impedir que a semente
iniciasse os eventos da fase 3 da curva de embebicdo. Portanto, neste tratamento foi

verificada alta porcentagem de sementes deterioradas (dados ndo mostrados).

Em relacdo aos outros tratamentos, pode-se constatar que os potenciais -1,0
MPa e -1,4 MPa néo diferiram estatisticamente do controle, quando analisados a %
de germinacao e outros parametros como Tm, IVG e Ugy16. Entretanto, mesmo néo

apresentado diferenca estatistica, os dados brutos mostram que nenhum dos
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potenciais estudados, foram iguais ou superiores ao controle (adgua). Ja em relacéo

a Vm e Tsg 0s tratamentos diferiram estatisticamente do controle.

Silva et al. (2009) estudando o estresse hidrico em sementes selvagens de
plantas ruderais de mamona, verificaram que o potencial osmaético -0,5 MPa se
mostrou benéfico para germinacdo sendo superior ao controle, entretanto este
resultado foi observado apenas em sementes que passaram por uma embebicao
prévia. No mesmo estudo os autores verificaram que o potencial -1,0 MPa foi
prejudicial a germinacdo e para todos os outros parametros analisados, havendo

completa restricao hidrica neste potencial.

Cheema et al. (2010) examinando o comportamento das sementes de mamona
de diferentes cultivares submetidas a diferentes niveis de estresse hidrico,
concluiram que os tratamentos investigados responderam de formas diversificadas,

mas que o estresse aplicado foi um fator limitante durante a germinacéao.

Sementes de Crambe (Crambe abyssinica — Brassicaceae), uma oleaginosa
também recomendada para producao de biodiesel, quando submetidas a diferentes
potenciais osmoéticos apresentaram reducdo na germinagdo, contudo os autores
concluiram que estas sementes sdo tolerantes as condi¢cbes de estresse hidrico
testadas (MASSETO et al., 2011).

AA e Al-Namo (2011) pesquisando trés espécies de diferentes familias, Acacia
tortilis (Fabaceae), Salvadora pérsica (Salvadoraceae) e Leptadenia pyrotechnica
(Apocinaceae) observaram que o estresse hidrico aplicado sobre mudas dessas
espécies condicionou o0 aparecimento de caracteristicas adaptativas, tornando-se
uma estratégia para melhoria da sobrevivéncia, ou seja, o estresse aplicado

condicionou caracteristicas adaptativas para esta espécie.

Beltrdo et al. (2003) concluiram que a mamoneira da cultivar BRS 149
Nordestina apresentou uma resposta de sensibilidade ao estresse hidrico na sua
fase inicial do crescimento e desenvolvimento. Todavia, ap0s estabelecida no
ambiente, esta cultivar apresenta boa produtividade em condicbes de sequeiro no

Nordeste brasileiro.
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Na cultivar EBDA MPA 11 também foi constatada uma sensibilidade ao
estresse hidrico, uma vez que o potencial -0,2 MPa ja causou restricdo hidrica nas
sementes. Sendo assim, é possivel considerar que na fase inicial de germinacéo e
estabelecimento de plantulas, as sementes de mamona sdo bastante sensiveis a
falta de agua, se mostrando pouco tolerantes a condicdo de seca. De acordo Nejad
(2013) em muitas espécies, a germinacao de sementes e crescimento de plantulas

sao as fases mais sensiveis ao estresse.

A mamoneira na fase de planta estabelecida é mais tolerante a falta de agua,
sobrevivendo por grandes periodos de estiagem, entretanto € uma planta com maior
sensibilidade na fase de crescimento inicial. Conforme Beltrdo et al (2005) para uma
producdo satisfatéria, a mamona necessita de 500 a 1000 mm de chuva bem
distribuidos, pois a maior exigéncia por agua ocorre na fase inicial do seu

desenvolvimento.

De acordo Queiroga et al. (2011), as cultivares mais adequadas para regiao
semiarida do nordeste devido ao aspecto de irregularidades da chuva sdo a BRS
Nordestina ou BRS Paraguacu. A maior adaptacdo dessas duas cultivares se deve
ao fato de suas plantas apresentarem um sistema radicular mais profundo e

desenvolvido que lhes confere maior tolerancia aos efeitos da estiagem.

Os resultados obtidos indicam que as sementes de mamona da cultivar EBDA
MPA 11 sdo sensiveis a restricdo hidrica a partir do potencial -0,2 MPa, sendo a
germinacdo nula a -0,4 MPa, o que demonstra que esta cultivar € dependente de

disponibilidade hidrica para a germinacéo e estabelecimento de plantulas.

E em resposta ao osmocondicionamento, 0 estresse osmotico aplicado nas
sementes de mamona ndo induziu uma melhoria, em relacédo a uniformidade, tempo
e velocidade de germinagédo. Dessa forma néo foi observado efeito de priming para

os tratamentos testados.

4.5. Osmocondicionamento e tolerancia ao déficit hidrico
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O osmocondicionamento em sementes de mamona nao tornou a germinacao
mais rapida e uniforme, ou seja, ndo houve efeito de priming nas sementes

avaliadas.

No potencial -0,3 MPa, houve um baixo percentual de germinacdo durante a
embebicdo das sementes na solucdo osmadtica. As sementes secas (até atingir o
peso inicial) e reembebidas em 4gua apresentaram um incremento no percentual de
germinacao em comparacao com as sementes frescas (logo reembebidas em agua)
(Figura 16).

A diminuicdo da porcentagem de germinag¢do no potencial -0,3 MPa apés a
reidratacdo em comparacdo ao controle (dgua) foi esperada, quando comparado ao
resultado do experimento anterior do efeito da restricdo hidrica, por apresentar

pouca diferenca em relacdo ao potencial osmoético -0,2 MPa.

Figura 16: Germinagao das sementes de mamona durante e ap6s osmocondicionamento.
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Fonte: A autora. Percentual de germinacdo das sementes de mamona cv. EBDA MPA 11
durante osmocondicionamento a -0,3 MPa, durante subsequente reembebicdo em agua e

subsequente reembebicdo sob restricao hidrica a -0,3, -0,6 e -0,9 MPa.
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De acordo os resultados apresentados na tabela 4, as sementes reembebidas

em agua que passaram por secagem nao apresentaram diferenca estatistica em

relacdo ao controle nos parametros de G%, IVG e Tm, diferindo apenas no Vm. Ja

as sementes que ndo passaram por secagem (frescas), apresentaram diferenca

estatistica em relacdo aos parametros de G% e IVG, nao diferindo apenas no Tm e

vm.

Tabela 4. Germinabilidade das sementes de mamona cv. EBDA MPA 11 durante

osmocondicionamento a -0,3 MPa, durante subsequente reembebicdo em &gua e durante

subsequente reembebicdo sob restricdo hidrica a -0,3, -0,6 e -0,9 MPa. G%: percentual de

germinagéo, IVG: indice de velocidade de germinagédo, Tm: tempo médio de germinacgéo e

Vm: velocidade média de germinagéo.

Tratamento inicial

ApOs reembebicéo

Tratamento
G%) VG m vm G (%) VG m vm
(dias) (dias-1) (dias) (dias -1)
Agua 100 a 119 a 1 a 1 a 100 a 119 a 1 ab 1 a
0,3/aguaF 2 b O b 1 a 0 a 58 b 6,13 b 1,11 ab 091 a
0,3/03F 2 b 02 b 05 a 05 a 5 c 04 ¢ 12 ab 0,2 ab
0,3/0,6 F 4 b 03 b 08 a 0,8 a 0 c O c 0 c 0 c
0,3/09 F 7 b 03 b 1 a 0,3 a 1 c 13 c 01 C 0 ab
0,3/4guas 7 b 038 b 17 a 044 a 85 a 791 a 129 a 0,8 b
0,3/0,3S 7 b 04 b 17 a 04 a 0 c O c 0 c 0 c
0,3/0,6 S 7 b 05 b 13 a 08 a 0 c O c 0 c 0 c
0,3/0,9 S 7 b 05 b 12 a 05 a 0 c O c 0 c 0 c
CV (%) 2459 23,37 75,84 51,26 21,29 37,08 91,94 29,09

Médias seauidas nela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukev a 5%.

As sementes osmocondicionadas no potencial -0,6 MPa e reembebidas em

agua apresentaram maior percentual de germinacao, chegando proximo ao controle

(100%), sendo que as sementes secas apresentaram 97% de germinagao e as

sementes frescas 98% de germinagéo (Figura 17).
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Tanto para os dados de germinacdo quanto para 0S outros parametros como
tempo médio de germinacdo (Tm), velocidade média de germinacdo (Vm) e indice
de velocidade de germinacao (IVG), ndo houve diferenca estatistica em relacdo ao
controle (dgua) (Tabela 5), contudo os dados brutos mostram que os valores apesar
de muito préximos nao foram superiores e nem similares ao controle (Agua), com

excecao do IVG que foi superior nas sementes frescas quando reidratadas em agua.

As sementes que foram osmocondicionadas a -0,6 MPa e reembebidas sob
restricdo hidrica a -0,3 MPa, sem realizar a secagem (sementes frescas)
apresentaram um baixo percentual de germinacao (12%). Contudo, a germinacéo foi
nula para as sementes que foram reembebidas sob restricdo hidrica nos outros
potenciais osmaticos. As que foram sementes osmocondicionadas com subsequente
reembebicdo sob restricdo hidrica apds a secagem, ndo germinaram em nenhum
dos potenciais testados (-0,3 MPa, -0,6 MPa e -0,9 MPa).

Figura 17: Germinagao das sementes de mamona durante osmocondicionamento.
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Fonte: A autora. Germinacao (%) das sementes de mamona cv. EBDA MPA 11 durante
osmocondicionamento a -0,6 MPa, durante subsequente reembebicdo em &gua e

subsequente reembebicé&o sob restricdo hidrica a -0,3, -0,6 e -0,9 MPa.
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Tabela 5. Germinabilidade das sementes de mamona cv. EBDA MPA 11 durante
osmocondicionamento a 0,6 MPa, durante subsequente reembebicdo em agua e
subsequente reembebic¢do sob restricdo hidrica a -0,3, -0,6 e -0,9 MPa. G%: percentual de
germinacgdo, IVG: indice de velocidade de germinacdo, Tm: tempo médio de germinacao,

Vm: velocidade média de germinacao.

Tratamento inicial Apéds reembebicéo
Tratamento

G®) NG m vm G VG m vm
(dias) (dias-1) (%) (dias)  (dias -1)

Agua 100 a 119 a 1 a 1 a 100 a 119 a 1 a 1 a
0,6/4guaF 0 b 0O b 0 b 0 b 98 a 13,09 a 1,07 a 094 a
0,6/0,3 F 0 b 0O b 0 b 0 b 12 b 1,26 c 085 a 068 a
0,6/0,6 F 0 b 0O b 0 b 0 b O c 0 c 0 b 0 b
0,6/0,9 F 0 b 0O b 0 b 0 b O c 0 c 0 b 0 b
06/4guaS 1 b 125 b 005 b 004 b 97 a 1023 b 111 a 09 a
0,6/0,3 S 1 b 125 b 005 b 004 b O c 0 c 0 b 0 b
0,6/0,6 S 3 b 25 b 01 b 01 b O c 0 c 0 b 0 b
0,6/0,9 S 1 b 13 b 01 b 0 b 0 c 0 c 0 b 0 b
CV (%) 38,77 90,26 52,2 48,55 16,52 13,51 46,01 41,05

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

As sementes que foram osmocondicionadas e posteriormente reembebidas
em agua, tanto as que passaram por secagem como as frescas apresentaram
valores brutos de germinacdo préximos ao controle, 95% e 98% respectivamente
(Figura 18). Estes dois tratamentos, ndo apresentaram diferenga estatistica em
relagdo ao controle, apenas o tratamento das sementes que passaram por secagem,

diferiu estatisticamente do controle em relagdo ao parametro do IVG.

No entanto, se considerado os dados brutos, em todos os parametros,
apesar de ndo apresentar diferenca estatistica, os dados ndo foram superiores ou
similares ao controle, com excecédo do IVG das sementes frescas, o qual foi superior
ao controle. O que demonstra que para nenhum dos potenciais testados, houve um
efeito de priming demonstrando envigoramento das sementes em resposta ao

osmocondicionamento.
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Germinacgéo das sementes de mamona durante osmocondicionamento.
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Fonte: A autora. Germinagédo (%) das sementes de mamona cv. EBDA MPA 11 durante

osmocondicionamento no potencial -0,9 MPa, durante subsequente reembebi¢cdo em

agua, e durante subsequente reembebicao sob restrigdo hidrica a -0,3, -0,6 e -0,9 MPa.
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Tabela 6. Germinabilidade das sementes de mamona cv. EBDA MPA 11 durante
osmocondicionamento a -0,9 MPa, durante subsequente reembebicdo em &gua e
subsequente reembebicdo sob restricao hidrica a -0,3, -0,6 e -0,9 MPa. G%: percentual
de germinacdo, IVG: indice de velocidade de germinagdo, Tm: tempo médio de

germinagdo, Vm: velocidade média de germinacao.

Tratamento inicial Apds reembebicéo
Tratamento
G (%) VG m vm G (%) VG m vm
(dias) (dias-1) (dias) (dias-1)
Agua 100 a 119 a 1 ab 1 ab 100 a 119 a 1 a 1 a
0,9 /aguaF 2 b 25 b 01 b 0,07 b 95 a 13,1 a 1,1 a 1 a
0,9/0,3 F 0 b 0 b 0O b 0 b 13 b 14 ¢ 11 a 09 a
0,9/0,6 F 0 b 0 b 0 b 0 b 1 c 01 ¢ 05 b 01
0,9/09 F 0 b 0 b 0 b 0 b 0 c 0 c 0 b 0
09/4guaS 2 b 25 b 01 b 007 b 98 a 10,37 b 106 a 095 a
0,9/0,3 S 2 b 25 b 01 ab 0,07 ab 0 c 0 c 0 b 0 b
0,9/0,6 S 4 b 375 b 014 a 015 b 0 c 0 c 0 b 0 b
0,9/0,9 S 3 b 25 b 01 ab 0,1 ab 0 c 0 c 0 b 0 b
CV (%) 34,87 71,4 129,87 40,35 13,91 14,98 63,97 23,34

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

O priming consiste na hidratacdo controlada das sementes, iniciando o0s
processos metabdlicos pré-germinativos, sem, contudo, promover a protrusao
radicular. E considerado um tipo especial de tratamento pré-germinativo que causa
um prolongamento da fase Il. Devido a este padrdo de absorcéo limitada de agua
(em que ha quebra das moléculas de reserva e sintese de novos compostos para a
germinacao) sem ocorrer a emissao da raiz priméria, apos a reidratacdo é possivel
ocorrer uma melhora no desempenho germinativo, aumentando o percentual,
velocidade e uniformidade de germinagédo (CHEN e ARORA., 2012).

Em um estudo sobre a resposta ao osmocondicionamento em sementes de
trigo (Triticum aestivum — Poaceae) os resultados mostraram que a utilizacdo de
PEG 8000 melhorou a germinacédo das sementes e o0 estabelecimento das plantulas

em comparacao ao controle (sem tratamento) (GHIYASI et al., 2008).
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O osmocondicionamento com a utilizagdo de solucdo salina em Calendula
officinalis (Asteraceae) e Foeniculum vulgare (Apiaceae) demonstrou que o
tratamento com NaCL e GA; pode resultar em uma reacdo metabdlica adequada e
melhorar o desempenho da germinacao e estabelecimento de plantulas (SEDGHI et
al.,, 2010). Em sementes de Oryza sativa L. (Poaceae) o osmocondicionamento
utiizando CaCL, e NaCL resultou em melhorias na germinagao, velocidade de
germinacao e indice de velocidade de germinacgéo (ISLAM et al., 2012).

O efeito do priming em sementes de Oryza sativa L. (Poaceae) de varias
cultivares sob estresse hidrico, causou em intensidade moderada, uma melhoria no
metabolismo das sementes, nos indices de germinacgéo, na qualidade e tolerancia a
seca das mudas. Contudo estes efeitos variaram conforme os niveis do estresse aos
quais as sementes foram submetidas, pois condicbes mais severas inibiram a

germinacao e causaram danos as mudas (SUN et al, 2010).

Em sementes de Helianthus annuus L. (Asteraceae) uma planta oleaginosa,
foram testados métodos de hidrocondicionamento e osmoscondicionamento com
KNO3s, sendo que o hidrocondicionamento se mostrou mais eficiente devido aos
melhores resultados de porcentagem de germinacao, indice de germinacgéo e vigor
das plantulas (POHAJA et al., 2013).

Sementes de Cuminum cyminum L. (Apiaceae) foram tratadas através do
hidrocondicionamento e osmocondicionamento com NaCL, Na,SO, e ZnSO, para
verificar a tolerancia a condi¢des salinas, resultando em um aumento da germinacao
e crescimento das plantulas sob estresse salino em resposta ao
hidrocondicionamento (NEAMATOLLAHI et al., 2009).

O osmocondicionamento aplicado em sementes de Brassica napus L.
(Brassicaceae) melhorou a maioria dos parametros analisados entre as cultivares
testadas, como taxa de germinacdo e estabelecimento de mudas. Este pré-
tratamento foi recomendando pelos autores como benéfico, utilizando o

osmoncondicionamento com KNO3 por 12 horas (SABER et al., 2012).

Foi observado que sementes condicionadas de Glycine max L. (Fabaceae)
apresentaram melhor resposta aos parametros de germinacdo em relacdo ao
controle (sem tratamento) (SADEGHI et al., 2011).
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No estudo das sementes de Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae), o pré-
condicionamento osmético com PEG 8000 no potencial -0,8 MPa nao foi eficaz para
a melhoria da qualidade e vigor das sementes, ndo obtendo-se um efeito de priming
(BRITO, 2010).

No presente estudo, as sementes de Ricinus communis L. também da familia
Euphorbiaceae ndo apresentaram resposta positiva ao efeito de envigoramento nos
diferentes tratamentos testados.

4.6. Imunodeteccao de B-tubulina em sementes de mamona

A andlise por western blotting possibilitou verificar que ndo houve acumulo
detectavel da proteina B-tubulina em radiculas de sementes secas, ao passo que
houve acumulo crescente da B-tubulina em radiculas de sementes de mamona
embebidas em &gua, sendo que o conteudo acumulado de B-tubulina foi menor em
24h de embebicdo, e maior em 48h quando comparado ao conteudo de 30 ng do
padrao controle de tubulina bovina (55 kDa) (Figura 19, linhas padréo, 1, 2 e 3). Nao
houve acumulo detectavel de B-tubulina em radiculas das sementes submetidas ao
osmocondicionamento nos periodos de 48, 96 e 168 horas, mantendo-se o padrdo
observado em sementes secas (Figura 19, linhas 4, 5 e 6). Ao passo, que houve
acumulo de B-tubulina em radiculas das sementes que foram osmocondicionadas e
subsequentemente reembebidas, sendo o acumulo de B-tubulina maior ap6s 24 e 48
horas de reidratacdo quando comparado a estes mesmos periodos de embebicéo
em sementes ndo osmocondicionadas, embebidas diretamente em agua (Figura 19,

linhas 7 e 8 respectivamente).

Estes resultados indicam que o condicionamento em PEG 8000 (-1,0 MPa)
induz aumento no nivel de B-tubulina, o que representa um nivel de reativagdo mais
intenso do ciclo celular durante a reidratacdo de sementes osmocondicionadas em

agua quando comparado as sementes ndo osmocondicionadas.
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Figura 19: Acumulo de B-tubulina em radiculas embriondrias durante a embebicdo e

germinacdo de sementes de mamona cv. EBDA MPA 11.

Padrao 1 2 3 4 5 6 7 8

.- 3 ~

Tubulina Oh 24h 48h* 48h 96h 168h 24h* 48h*
(30 ng)

Agua PEG Reembebida

Fonte: A autora. Linha Padréo: tubulina pura de cérebro bovino (30ng) massa molecular de
55 KDa. Linha 1: semente seca (0h); Linha 2: semente embebida em agua por 24h; Linha 3:
semente embebida em agua por 48h*; Linha 4: semente embebida em solugdo de PEG
8000 (-1,0 MPa) por 48h; Linha 5: semente embebida em solu¢éo de PEG 8000 (-1,0 MPa)
por 96h; Linha 6: semente embebida em solu¢cdo de PEG 8000 (-1,0 MPa) por 168h; Linha
7: semente osmocondicionada em solucdo de PEG 8000 (-1,0 MPa) por sete dias e
reembebida em &gua durante 24h*; Linha 8: semente osmocondicionada em solugcédo de
PEG 8000 (-1,0 MPa) por sete dias e reembebida em agua durante 48h*. * indica sementes

germinadas.

O estudo da proteina tubulina tem sido utilizado como marcador molecular com
a finalidade de se detectar niveis de atividade do ciclo celular, com pesquisas
relacionadas ao desenvolvimento, germinacdo e dorméncia, envigoramento
(‘priming’) e tolerancia a dessecacédo em sementes (DE CASTRO et al., 1995,1998,
2000, 2001; SACANDE et al., 1997; GORNIK et al., 1997; JING et al., 1999;
PAWLOWSKI et al, 2004; SILVA et al., 2008; CARVALHO et al., 2013).

Silva et al (2008) no estudo com embrides de sementes de Coffea arabica
(Rubiaceae) verificou que o acumulo de B-tubulina aumentou conforme o tempo de
embebi¢cdo em 4gua a partir de 72 horas, sendo que houve aumento acentuado nos

niveis de B-tubulina apds a protrusdo da radicula.
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Em Acer platanoides L. (Aceraceae) durante um estudo sobre quebra de
dorméncia, foi detectado acumulo de B-tubulina nas sementes secas dessa espécie.
Apds embebigdo em agua houve um aumento simultdneo do conteudo de B-tubulina,
sendo que nas sementes germinadas o nivel da tubulina foi o mais elevado
(PAWLOWSKI et al., 2004).

Embrides das sementes secas de Cucumis sativus L. (Cucurbitaceae) as
sementes secas apresentaram um pequeno acumulo de B-tubulina, sendo
observado um aumento nos niveis dessa proteina apos 12 horas de embebicdo. Um
sinal bastante intenso foi detectado em sementes germinadas, evidenciando um alto

conteudo de B-tubulina nessa fase (JING et al., 1999).

No estudo com embrides de sementes de dois acessos de Jatropha curcas L.
(Euphorbiaceae), uma espécie nativa do semiarido, Brito (2010) verificou auséncia
de sinal detectavel de tubulina em radiculas de sementes secas de um dos acessos,
e um sinal baixo, porém significativo de conteudo de tubulina em radiculas de
sementes secas de outro acesso, sendo que houve acumulo crescente dos niveis de
tubulina conforme o tempo de embebicdo até a germinacdo. O contetdo de tubulina
detectado em sementes secas de um dos acessos foi considerado normal, uma vez
que essa proteina faz parte da estrutura celular, resultando de uma variacdo
possivel dentre acessos. Foi verificado também um acumulo crescente, porém
reduzido de tubulina nas radiculas embrionarias durante osmocondicionamento
(PEG 8000 a -0,8 MPa) de sementes dos dois acessos de sementes de pinhéo
manso analisados (BRITO, 2010).

De Castro et al (2000) estudando sementes de Lycopersicon esculentum Mill.
(Solanaceae) ndo detectou acumulo da B-tubulina nas sementes secas (0h), sendo
detectado este acumulo crescente em sementes submetidas a embebic&o a partir de
12h, sendo o conteudo maximo detectado em sementes germinadas. Sendo que em
sementes de tomate osmocondicionadas e posteriormente reembebidas em agua os

niveis de B-tubulina revelaram-se significativamente maiores.

Os perfis de acumulo de B-tubulina encontrados no presente estudo para
sementes de mamona cv. EBDA MPA 11 nos diferentes tratamentos seguiram em
geral os padrdes reportados para outras espécies (DE CASTRO et al., 1995, 1998,
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2000, 2001; JING et al., 1999; PAWLOWSKI et al., 2004; SILVA et al., 2008; BRITO,
2010).

4.7. Contelddo de DNA nuclear em radiculas de sementes de mamona

Os resultados obtidos através das andlises de citometria de fluxo a partir de
nucleos celulares extraidos de células das radiculas de embribes de sementes de
mamona revelaram que nas sementes secas (0Oh) o percentual de células na fase
GO0/G1 foi de 90%, demonstrando que o conteddo nuclear foi predominante de DNA
2C (Figura 20).

Figura 20: Contetdo de DNA nuclear em diferentes fases da interfase no ciclo celular em
radiculas embrionarias durante a embebicdo e germinacdo de sementes de mamona cv.
EBDA MPA 11.

100 1 mG1(2C) mS m G2 (4C)
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Nucleos (%)
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Oh 24h 48h* 72h* 48h 96h 168h 24h* 48h* 72h*

semente Agua PEG Reembebida
seca Tratamentos

Fonte: A autora. Sementes secas (Oh), sementes embebidas em agua (24h, 48h*, 72h*),
sementes embebidas em solucdo de PEG 8000 (potencial -1,0 MPa) durante 48h, 96h e
168h, e sementes embebidas em solu¢cdo de PEG 8000 (potencial -1,0 Mpa) durante sete

dias e depois reembebidas em agua por 24h*, 48h*, 72h*. * Indicam sementes germinadas.
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Apoés 24h de embebicdo das sementes em agua foi observada uma pequena
diminuicdo na frequéncia de nucleos com DNA 2C nas fases GO/G1. Tanto na fase
G2 como na fase S foi detectado um pequeno aumento na proporcao de ndcleos
com DNA 4C. Em sementes embebidas em agua nos periodos de 48h e 72h, com
radiculas protrudidas, a porcéo relativa de nucleos com DNA 4C aumentou bastante,
indicando grande atividade de replicacdo de DNA na fase G2, associada a
reativacdo do ciclo celular (Figura 20).

Durante o processo de embebicdo das sementes, na fase Il, que consiste em
um intervalo de preparacédo e ativacdo metabdlica, ocorre a sintese e duplicacao de
DNA (2C a 4C) (DE CASTRO e HILHORST, 2004). No presente estudo foi verificado
gue as sementes de mamona entraram na fase Il do processo de embebicdo com 24

horas.

Figura 21: Contetudo de DNA nuclear em diferentes fases da interfase no ciclo celular.

oh 24h agua 48h agua 48h PEG

GO/G1 GOG1
GO/G1

GO/G1
G2
S G2 ‘ S @2

Fonte: A autora. Histogramas identificando fases da interfase: G0O/G1 (DNA: 2C), S

w
w0
@
r

(sintese), G2 (DNA: 4C). Semente seca (0h); semente embebida em agua por 24 h e 48h
(germinada); semente embebida em solu¢do de PEG 8000 (-1,0 MPa) por 48h.

Nas sementes submetidas a restricdo hidrica com solu¢cdo de PEG 8000 no
potencial -1,0 MPa, embebidas nos periodos de 48h, 96h e 168h observou-se
grande percentual dos nucleos na fase GO/G1 com conteudo de DNA 2C (Figura
20). Estes dados indicam que em condicdo de restricdo hidrica, a maioria dos

nacleos encontra-se retidos na fase G1, impedindo a progresséao do ciclo celular e
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consequentemente do processo germinativo. Este padrdo equivale aquele

encontrado nos ndcleos das células das sementes secas (0Oh) (Figura 20).

Nas radiculas de sementes que foram osmocondicionadas e posteriormente
reidratadas em agua durante 24h, 48h e 72h foi observado que o conteudo de DNA
4C (fase G2) aumentou concomitantemente com o tempo de embebicdo em agua,

indicando reativagéo do ciclo celular (Figura 20).

Os nucleos extraidos das radiculas de sementes reidratadas por um periodo de
24h (24h reid) e que foram inicialmente osmocondicionadas, apresentaram um
aumento significativo do conteido de DNA 4C. Este resultado mostrou-se superior
quando comparado aos dados apresentados pelos nucleos das radiculas de
sementes ndo osmocondicionadas embebidas por 24h em agua (Figura 20).

As radiculas de sementes de mamona embebidas diretamente em agua nos
periodos de 48h e 72h apresentaram o mesmo padrdo percentual (30 a 35%) de
ndcleos com conteudo de DNA 4C (fase G2) em comparacdo com as sementes
osmocondicionadas e reidratadas em agua por um mesmo periodo. A amostra de
nacleos referente ao periodo de 72h reid apresentou uma maior porcentagem de
DNA 4C (49%) em relagd@o ao periodo de 72h agua (45%), porém esses valores ndo

foram significativos (Figura 20).

O conteudo de DNA 4C em radiculas de sementes secas (Oh) de Medicago
truncatula (Fabaceae) revelou-se elevado (45%), se mantendo neste nivel durante a
germinacao e crescimento radicular até 2 mm (FARIA et al., 2005). J& em radiculas
de sementes secas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill. Solanaceae) foi
encontrada uma maior parcela de nucleos com DNA 2C (fase G1) em relacdo ao
conteudo de DNA 4C (fase G2), sendo que durante a embebicdo em agua a
guantidade de DNA 4C aumentou significativamente (DE CASTRO et al., 2000). Em
sementes de tomate osmocondicionadas e germinadas com 24h de reembebicdo em
agua foi observado um aumento significativo no conteddo de DNA 4C em relacdo as
sementes ndo osmocondicionadas e que germinaram com 48h quando embebidas
diretamente em agua (DE CASTRO et al., 2000). Por outro lado, Gurusinghe et al.
(1999), ndo detectaram um aumento do conteudo de DNA nuclear 4C durante o
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envigoramento de sementes de tomate, concluindo que o aumento de nucleos com

DNA 4C néo é essencial para o progresso da germinacao.

Sementes secas de Coffea ardbica (Rubiaceae) demostraram um baixo
conteudo de DNA 4C indicando que a maioria das células estavam na fase G1 do
ciclo celular. Até o periodo de 9 dias de embebicdo em agua, houve um aumento
continuo no conteudo de DNA 4C, contudo, apés a protrusdo radicular houve um
aumento significativo, dobrando o conteido de DNA 4C no ndcleo das células
(SILVA et al., 2008).

De acordo Soares (2012), a explicacdo para os baixos niveis de DNA 4C em
sementes secas pode ser devido ao efeito da dessecacgéo ao final do processo de
maturacdo de sementes ortodoxas, pois conforme Deltour (1985), quando as
sementes sofrem desidratacdo, o conteudo de agua nas células embrionarias decai
rapidamente, reduzindo o metabolismo e aumentando a viscosidade citoplasmatica,
tornando inviavel a formacdo de estruturas essenciais para a atividade do ciclo

celular.

Em embrides extraidos de sementes secas de Acer platanoides L. (Aceraceae),
foram detectados nucleos com conteido de DNA 2C (fase G1), DNA 4C e DNA 8C
(fase G2), sendo essas alteracdes consequéncias do efeito de endorreduplicacéao
(PAWLOWSKI et al., 2004). Em nucleos isolados de sementes secas de Arabdopsis
foi detectado um elevado contetdo de DNA 2C. Apos 8 horas de embebicéo estes
niveis foram alterados para DNA 4C, sendo a maior frequéncia observada com 40
horas de embebi¢cdo em agua, pouco antes ou coincidindo com a protrusdo da raiz
(BARROCO et al., 2005).

Células isoladas de embrides de sementes secas de diferentes espécies
apresentam maior conteido de DNA nuclear de DNA 2C na fase G1, implicando que
durante a formagédo do embrido, o controle do desenvolvimento imp6e uma parada
da profileracdo celular no final da mitose ou inicio da fase G1. Esta caracteristica
nao € um requisito para todas as células, pois algumas param na fase G2 ou até
mesmo na fase S (VAZQUEZ-RAMOS e SANCHEZ, 2003), ao passo que a
embebicdo e germinacdo das sementes envolve a sintese e a ativacdo de um

numero reduzido de proteinas no nucleo durante o ciclo celular. Isto € suficiente para
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desencadear a replicacdo do DNA, mas ndo para acionar células em mitose
(BARROCO et al., 2005).

O osmocondicionamento, mesmo quando aplicado por um periodo prolongado
de tempo, impede a germinacdo por processos associados a restricdo do
alongamento e protrusdo da radicula, mas ndo a replicacdo do DNA. A taxa de
replicacdo do DNA durante o condicionamento depende do teor de &agua das
sementes, bem como da temperatura e disponibilidade de oxigénio (SLIWINSKA et

al., 2009).

O aumento da frequéncia de nucleos com conteido de DNA 4C na fase G2,
extraidos de sementes reidratadas em agua por 24h e 48h apds o tratamento de
osmocondicionamento corroboram com o aumento verificado no acumulo da
proteina tubulina nestes mesmos periodos. Estes resultados demonstram que o
osmocondicionamento melhorou neste aspecto o desempenho das atividades

celulares nas sementes avaliadas.

4.8. Analise Imunocitoquimica do citoesqueleto microtubular em sementes de

mamona

Na regido meristematica das radiculas de sementes secas de mamona cv.
EBDA MPA 11, verificou-se apenas a presenca de poucos granulos fluorescentes da
proteina a-tubulina dispersos no citoplasma das células (Figura 22 A-B). Ao passo
que foi possivel verificar em radiculas de sementes com 24h de embebi¢cdo em agua
acumulo em abundancia de citoesqueleto microtubular em configuracdes corticais,
assim como foi possivel verificar ocorréncia de algumas células com configuracbes
mitéticas, sendo que as sementes neste periodo ainda ndo estavam germinadas
(Figura 22 C-D). A quantidade de células em configuracfes mitéticas diversas foi
maior a medida que avancou o periodo de embebi¢cdo culminando com a protrusédo

da radicula em sementes germinadas a partir 48h de embebigéo (Figura 22 E-H).
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Figura 22: Fotomicrografias de fluorescéncia representativas das configuracbes e

reorganizacdo do citoesqueleto microtubular em radiculas embriondrias durante a

embebicao e germinacdo de sementes de mamona cv. EBDA MPA 11 em agua.

Oh

24h
agua

48h
agua

72h
agua

Fonte: A autora. Secdes longitudinais. A — B: Semente seca 0Oh; C — H: sementes
embebidas em agua; C — D: sementes embebidas por 24h (ndo germinadas); E — F:
sementes embebidas por 48h (germinadas). G — H: sementes embebidas por 72h
(germinadas). As setas indicam configuragBes mitéticas durante a divisdo celular (D1:
banda pré-préfase; D2: préfase; D3: citoesqueleto cortical; F: fragmoplasto; H- préfase).
Barras indicam 50 ym (A, C, E, G) e 25 um (B, D, F, H).
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N&o foi visualizado acumulo de microtiubulos durante todo o periodo de 168h
de osmocondicionamento em PEG 8000 (-1,0 MPa), para condi¢coes de restricao
hidrica, sendo detectado apenas alguns granulos da proteina tubulina, sendo este
padrdo similar ao encontrado nas células de sementes secas (0Oh) sem

osmocondicionamento (Figura 23 A-F).

Figura 23: Fotomicrografias de fluorescéncia representativas das configuracbes e
reorganizacdo do citoesqueleto microtubular em radiculas embrionarias durante o

osmocondicionamento de sementes de mamona cv. EBDA MPA 11.

48h
PEG

96h
PEG

168h
PEG

Fonte: A autora. Secdes longitudinais de sementes embebidas em solu¢cdo de PEG 8000
(-1,0 MPa) simulando a restricdo hidrica. A — B: sementes embebidas por 48h; C — D:
sementes embebidas por 96h. E — F: sementes embebidas por 72 h. Barras indicam 50
um (A, C,E, G)e 25 um (B, D, F, H).
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Foi observado intenso acumulo de microtibulos em sementes
osmocondicionadas, e que em seguida, foram reembebidas em &gua por 24h e 48h
de embebicdo, sendo que foi possivel verificar intensa ocorréncia de configuracfes
corticais assim como grande numero de células com configuracdes mitéticas
superior ao verificado nas sementes nao osmocondicionadas nos mesmos periodos

de embebicdo em agua (Figura 24 A-D).

Figura 24: Fotomicrografias de fluorescéncia representativas das configuracbes e
reorganizacdo do citoesqueleto microtubular em radiculas embrionarias de mamona cv.

EBDA MPA 11 durante a reidratacdo em agua ap6s osmocondicionamento.

24h
reid

48h
reid

Fonte: A autora. Secdes longitudinais de sementes embebidas em solugédo de PEG 8000
(-1,0 MPa) durante 168h e subsequentemente reidratadas em agua. A — B: sementes
reidratadas por 24h (germinadas); C — D: sementes reidratadas por 48h (germinadas).
Setas indicam configuracdes mitdticas durante a divisdo celular (B - préfase; D —

citoesqueleto cortical). Barras indicam 50 ym (A, C, E, G) e 25 ym (B, D, F, H).

Microtubulos podem ser utilizados para demonstrar a dindmica das mudancas

estruturais durante a progressao do ciclo celular em células vegetais superiores,
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onde desempenham importantes papéis ha morfogénese celular, podendo variar na
formacdo das matrizes de microtdbulos tanto em configuracdes corticais, como
configuracbes mitéticas dentre as quais, bandas pré-profase e o fragmoplasto sdo
estruturas encontradas somente em plantas (HASEZAWA e KUMAGAI, 2002).

A ocorréncia de matrizes especificas como as bandas pré-préfase e o
fragmoplasto, podem ser consideradas como marcadores exclusivos para a mitose,
contudo, a visualizacdo das matrizes de microtibulos corticais permite a

identificac&o do alongamento das células (BARROCO et al, 2005).

Em um estudo com sementes de Arabidopsis thaliana L. (Brassicaceae),
Barroco et al (2005) verificaram que as sementes secas nao apresentaram
microtUbulos organizados dispersos no citoplasma, apresentando uma organizagao
apenas apos a embebicdo. De Castro et al (2000) também néo detectou a proteina
tubulina em embribes de sementes secas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.-
Solanaceae), somente apos a embebicdo. Em sementes secas de Coffea arabica L.
(Rubiaceae) observou-se granulos de tubulina presente em sementes secas e
também o seu acumulo durante a embebicéo e germinacédo (SILVA, et al 2008). Nas
sementes secas de Medicago truncatula (Fabaceae) e Inga vera (Fabaceae) foi
verificada a presenca de granulos de tubulina e este aspecto foi associado a
despolimerizacdo de microtubulos (FARIA et al, 2005; FARIA et al, 2006).

De Castro et al. (2000), observou que em sementes de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill) matrizes microtubulares mitéticas apareceram na regido do apice
radicular antes mesmo de ocorrer sua protrusdo. Em sementes de mamona também
foram observadas configuracdes mitéticas antes da protrusdo da radicula, com 24
horas de embebicdo em agua (Fig. 20 C-D). Outros estudos, no entanto,
demonstram que durante a embebicdo de sementes, o crescimento inicial ocorre por
expansao celular, mas a mitose s6 ocorre apés a protrusdo da raiz, ou seja, no inicio
de crescimento das plantulas (FARIA et al, 2005; SLIWINSKA et al, 2009; BRITO,
2010; VARIER et al, 2010).

Nas sementes de Jatropha curcas L. (Pinhdo-manso), pertencente a mesma
familia da mamona, Euphorbiaceae, as divisdes celulares s6 ocorreram apos a

protrusdo radicular (BRITO, 2010). Nas sementes de Medicago truncatula



84

microtubulos mitéticos indicando divisao celular também sé foram encontrados apoés
a protrusado da radicula (FARIA et al., 2005).

O estresse abidtico aplicado em plantas pode resultar em alteracées no
citoesqueleto microtubular modificando o crescimento das plantas. Em um estudo
com células das raizes de Triticum turgidum (Poaceae) foi verificado que o estresse
hiperosmético causou destruicdo dos microtubulos ocasionando uma substituicéo
por macrotubulos e paracristais de tubulina, sendo uma caracteristica comumente
associada ao mecanismo de regulacdo do volume de protoplastos (KOMIS et al,
2002).

Xu et al. (2009) detectaram que a presenca do cddmio afetou o citoesqueleto
microtubular das células da raiz de Allium sativum L. (Alliaceae), interferindo
drasticamente nos mecanismos que controlam a organizacdo do citoesqueleto
microtubular, bem como os processos de polimerizagcdo e despolimerizacdo da
tubulina e induziu a formagdo de matrizes anormais, inibindo o crescimento das

raizes.

Cadmio, metil-viologénio e perdxido de hidrogénio causam modificacbes pos-
traducionais de proteinas relacionadas com o ciclo celular que podem estar
envolvidas na reduc¢do do crescimento pos-germinativo da raiz em plantulas de trigo.
O estresse oxidativo acelerou o deslocamento da zona de divisdo celular para a
zona de alongamento e diferenciacdo resultando em um meristema encurtado
(PENA et al., 2002).

O déficit hidrico aplicado nas sementes de mamona ndo causou alteragdes no
citoesqueleto microtubular, contudo também n&o foi observada acumulo de
microtubulos, o que implica ndo ter ocorrido progressdo do ciclo celular nas
sementes embebidas na solugcdo osmoética. No entanto, foi possivel verificar
melhoria no desempenho das sementes submetidas ao osmocondicionamento, uma
vez que a protrusdo radicular ocorreu em um periodo mais curto com 24 horas de
embebicdo em agua quando comparado as sementes ndo osmocondicionadas que
iniciaram a protruséo radicular e germinacdo somente a partir de 48h de embebicéo

em agua (Figura 24 A-B).
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Os dados referentes a organizacdo do citoesqueleto microtubular corroboram
com os resultados do acumulo de tubulina obtidos por western blotting e da sintese
de DNA analisada por citometria de fluxo. Esses elementos de certo modo
expressam um maior desempenho das atividades celulares relacionadas ao ciclo
celular nas sementes que passaram por um pré-tratamento de

osmocondicionamento.

5. CONCLUSOES

¢ O tratamento HIPO20sc € o mais eficaz para desinfestacdo superficial das
sementes de mamona (cv. EBDA MPA 11), melhorando assim a qualidade sanitaria

das sementes;

e As sementes de mamona (cv. EBDA MPA 11) sdo sensiveis a restricdo
hidrica a partir do potencial -0,4 MPa, ndo demonstrando tolerancia ao déficit hidrico

durante a fase inicial do seu ciclo de vida;

e As sementes de mamona (cv. EBDA MPA 11) ndo apresentam efeito de
‘priming” em resposta ao osmocondicionamento para nenhum dos potenciais
testados, pois ndo foram eficazes na melhoria do vigor das sementes, contudo

influenciou positivamente aspectos relacionados ao ciclo celular;

e Nas sementes de mamona (cv. EBDA MPA 11) o acumulo de tubulina
ocorreu de acordo o aumento do contetdo de DNA 4C nos nucleos das células e
com a organizacdo do citoesqueleto microtubular durante o periodo de embebicdo

nos diferentes tratamentos;

e A restricdo hidrica (tratamento por osmocondicionamento) impediu a

reativacao do ciclo celular, inibindo o progresso do processo germinativo;

e As divisdes celulares nas radiculas embrionarias das sementes de mamona
ocorreram antes da protrusdo radicular, indicando que o alongamento da radicula

acontece por expansao e divisdo celulares;
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