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RESUMO GERAL

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae), espécie de uso multiplo, popularmente conhecida como
pinhdo-manso, é uma planta difundida em todas as regides tropicais aridas e semiaridas do
mundo, sendo atualmente apontada como promissora para producéo de biodiesel por apresen-
tar sementes ricas em 6leo, alem de ser utilizada na medicina popular por constituir uma fonte
de metabolitos secundéarios de importancia medicinal, cultivada como cerca viva, usada para
recuperacgéo de terrenos baldios e na fabricagdo de sab&o e tinta. Neste contexto, acredita-se
que alguns aspectos relacionados a sua biologia ainda necessitam ser elucidados, como o seu
potencial antioxidante e respostas do metabolismo, a exemplo das enzimas antioxidantes em
sementes e plantulas sob diferentes condices, cujas informagdes poderdo contribuir para es-
tudos biotecnol6gico com a espécie. Desta forma, objetivou-se estudar trés diferentes genoti-
pos de J. curcas, visando a caracterizagdo morfométrica e fisiologica de sementes e plantulas,
bem como a sua correlacdo com varia¢es observadas em imagens radiogréaficas e variagdes
bioquimicas. Para tanto, realizou-se screnning fitoquimico, analise da atividade antioxidante
e determinacdo de compostos fendlicos, além de avaliar a atividade de enzimas antioxidantes
(Catalase, Superdxido Dismutase e Ascorbato Peroxidase) em extratos de sementes e plantu-
las de pinhdo-manso cultivadas sob diferentes temperaturas, selecionadas a partir dos ensaios
fisiol6gicos conduzidos. Os gendtipos avaliados apresentaram boa qualidade e verificou-se
que a reducdo do teor de agua promoveu a melhoria da germinabilidade. A semente de J.
curcas apresentam em média 627.52 mms3, 0.65 g e 646.48 g de peso de mil sementes. A
remocao do tegumento das sementes acelerou a germinagdo, porém produziu mais plantulas
anormais quando comparadas as sementes germinadas com tegumento. A temperatura étima
de germinacdo para a espécie foi de 30°C, entretanto germinaram bem na faixa de 25 a 35°C,
sendo 40°C uma temperatura de estresse. No ensaio de restricdo hidrica verificou-se a espécie
demonstrou sensibilidade pelo menos nos estadio inicial do seu desenvolvimento. A técnica
de priming ndo promoveu melhoria da germinacdo nas condi¢cOes testadas, porém houve
melhoria em termos de desenvolvimento de plantula. Os resultados radiograficos demonstra-
ram a eficacia das imagens de raios X para a avaliagdo do estado fisico, caracteristicas morfo-
I6gicas e fisioldgicas e da qualidade de sementes e mudas de J. curcas. Flavonas, xantonas e
flavondis foram detectados em extratos de sementes secas e esta mostrou maior atividade an-
tioxidante e concentracdo do composto fendlico que os extratos de sementes embebidas, os

quais apresentaram apenas a presenca de compostos fendlicos livres e esterdides. A mudanga



de temperatura ndo promoveu diferencas na atividade antioxidante e dos compostos fenolicos
durante a embebicdo. A atividade das enzimas foi diferente nos compartimentos analisados.
Amostras de sementes embebidas e mantida a 30°C apresentaram atividade da CAT superior.
A atividade mais elevada da SOD foi verificada em sementes embebidas a 30 e 35°C e nas
raizes das plantulas cultivadas a 35°C. A atividade da APX foi maior em plantulas inteiras e
raizes crescidas a 30°C e 35°C, respectivamente. As temperaturas testadas ndo proporciona-
ram uma condicdo de estresse térmico a ponto de desencadear uma resposta antioxidante dife-
renciada, demonstrando assim que as especies reativas de oxigénio podem ter atuado apenas

como atores de vias de sinalizagdo celular dentro da “janela oxidativa para a germinacao”.

Palavras-chave: Fisiologia. Pinhdo Manso. Atividade antioxidante. Enzimas antioxidantes.



GERAL ABSTRACT

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae), a multiple use species, popularly known as physic nut, is
a widespread plant in all arid and semi-arid tropical regions of the world, and is currently
identified as promising for biodiesel production by presenting rich seeds oil, besides being
used in popular medicine as a source of secondary metabolites of medicinal importance,
grown as hedges, used for recovery of vacant lots and for making soap and ink. In this con-
text, it is believed that some aspects of its biology still need to be clarified, as its antioxidant
potential and metabolic responses, like the antioxidant enzymes in seeds and seedlings under
different conditions, whose information can contribute to biotechnological studies with spe-
cies. Thus, the objective was to study three different genotypes of J. curcas, aiming to mor-
phometric and physiological characterization of seeds and seedlings, as well as its correlation
with changes observed in radiographic images and biochemical variations. To this end, there
was screnning phytochemical, analysis of antioxidant activity and determination of phenolic
compounds, as well as evaluating the activity of antioxidant enzymes (catalase, superoxide
dismutase and ascorbate peroxidase) in seed extracts and jatropha seedlings grown at different
temperatures, selected from the conducted physiological tests. The genotypes showed good
quality and it was found that reducing the water content promoted improved germination. The
J. curcas seed have averaged 627.52 mm3, 0.65 g and 646.48 g weight of a thousand seeds.
The re-motion of the seedcoat accelerated the germination, but produced more abnormal seed-
lings compared to seeds germinated with integument. The optimum temperature for germina-
tion of the species was 30 ° C, however germinated well in the range of 25t035°C, 40 ° C
and a temperature stress. The water restriction test verified the species showed sensitivity at
least in the early stage of development. The priming technigue did not promote improvement
of germination under the conditions tested, but there was an improvement in terms of devel-
oping seedling. The radiographic results demonstrated the effectiveness of X-ray images for
evaluating the physical state, morphological and physiological characteristics and the quality
and J. curcas seed seedlings. Flavones, flavonols and xanthones were detected in seed extracts
dried and this showed a higher antioxidant activity and concentration of phenolic compound
that extracts of seeds soaked, which showed only the presence of free phenolic compounds
and steroids. The change in temperature did not cause differences in antioxidant activity and
phenolic compounds during soaking. The enzyme activity was analyzed in different com-

partments. Samples of seeds soaked and held at 30 ° C showed higher CAT activity. The



highest SOD activity was detected in imbibed seeds 30 and 35 ° C and roots of the seedlings
grown at 35 °C. The APX activity was higher in whole seedlings and roots grown at 30 °C
and 35 °C respectively. The tested temperatures did not provide thermal stress conditions to
trigger a different point antioxidant response, thereby showing that reactive oxygen species
can be actuated only as cell signaling pathways of players within "oxidative window for ger-

mination."

Keywords: Physiology. Radiography. Antioxidant Activity. Antioxidant enzymes.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Euphorbiaceae, uma das maiores Angiospermas Eudicotiledneas, esta re-
presentada nas regides tropicais e temperada de todo o planeta por um total de 8.000 espécies,
distribuidas em 317 géneros, agrupadas em 49 tribos e cinco subfamilias. No Brasil ocorrem
72 géneros e cerca de 1.100 espécies, difundidas em todos os tipos de vegetacdo. O género
Jatropha contém aproximadamente 170 espécies e uma das espécies mais estudadas deste
género € Jatropha curcas L., espécie investigada neste trabalho (BARROSO et al., 1991;
JOLY, 1998; SOUZA e LORENZI, 2008; JUDD et al., 2009; FROHLICH et al., 2010).

Jatropha curcas L. é considerada uma espécie de uso multiplo, apesar de apresentar
um grande potencial como fonte alternativa parabiodiesel. Entretanto, é utilizada muitas vezes
como cerca Vviva, narecuperacdo de terrenos baldios e terras secas, empregada na fabricacédo
de sabdo e tinta, bem como na medicina popular onde é freqlientemente usada como
purgativo, no tratamento de doencas da pele, hidropisia, gota, paralisia e reumatismo. Em
funcdo dessas mdltiplas potencialidades da planta, acredita-se ser de grande relevancia novos
estudossobre a espécie a fim de se ampliar o conhecimento cientifico sobre a mesma.

Quando se pensa em estudar ou até explorar sustentavelmente uma espécie vegetal e-
suas potencialidades é necessario o conhecimento basico sobre morfologia e fisiologia da es-
pécie de interesse. O conhecimento morfofisioldgico, além de outras importancias, possibilita
a identificacdo precisa e o conhecimento do ciclo biolégico da planta deinteresse. Conhecer a
fisiologia viabiliza a compreensdo do desenvolvimento da planta e seu comportamento diante
das condi¢des ambientais, sejam elas naturais ou induzidas. Desta forma, € possivel o uso das
informac@es adquiridas tanto ecologicamente quanto como meio de utiliza¢do do recurso ve-
getal para novas necessidades. Sob tais condicdes, é uma espécie que ja vem sendo estudada,
tendo algumas dessas tematicas ja elucidadas.

Alguns estudos fisiologicos tém sido conduzidos com sementes de J. curcas como: es-
tudos de armazenamento, anélises de crescimento e desenvolvimento, teste de envelhecimento
acelerado, teste de tetrazélio, avaliacdo da germinagdo e do vigor em condicfes Otimas e al-
guns quando submetidos aosfatores abidticos (salinidade, deficit hidrico), entre outros. Entre-
tanto, ainda ndo foram estabelecidas normas para conducdo de testes padrdo com a espécie,
sendo esta uma lacuna importante a ser preenchida.

Estudos tém sido desenvolvidos para determinacdo dos componentes toxicos da J.

curcas, assim como a descoberta de compostos que possam ser Uteis para outras finalidades,
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como nutricionais ou medicinais. Sendo assim, igualmente a outras Euphorbiaceae, J. curcas
tem tido um papel muito significativo nas pesquisas fitoquimicas, em especial na determina-
cao de novos compostos farmacologicamente ativos. Atualmente, diversos grupos de pesquisa
se dedicam ao estudo da atividade biologica de uma determinada classe de compostos com
principios ativos semelhantes, utilizando a estratégia de modificacdo molecular para compre-
ender seu mecanismo de acdo, de maneira a permitir o desenvolvimento de medicamentos
sintéticos mais seguros. Assim, torna-se importante a ampliacdo do conhecimento cientifico
sobre a espécie, na qual se acredita que estudos acerca da caracterizacdo bioquimica e da ati-
vidade antioxidante podem contribuir de forma significativa, visando uma melhor compreen-
sdo das condicdes que possam promover diferencas na concentracdo de diferentes metabolitos
bioativos, assim como na atividadeantioxidante, frente a estresses abioticos.

Diante do exposto, estetrabalhofoi desenvolvido buscando englobar alguns dos
aspectos citados,que seguem estruturados em quatro capitulos.

No capitulo |, apresenta-se revisdo de literatura sobre estudos relacionados com os a
boténica, fisiologia e agronébmia que podemauxiliar na compreensao do comportamento da
planta, além de informacGes sobre a composicdo quimica, etnofarmacologica, efeitos
biolégicos e aspectos moleculares jaestudados, contribuindo com informagcfes aos que
pretendem conhecer e explorar o potencial farmacoldgico, toxicoldgico ou biotecnoldgico da
espécie.

No capitulo 1l € feita abordagem sobre a caracterizacdo de sementes de diferentes
gendtipos,além de analises experimentais que abordam aspectos fisioldgicos, como a
influéncia do grau de umidade das sementes na germinacdo; avaliacdo da absorcdo de agua
pelas sementes através do estudo de curvas de embebicdo; conducdo de screening térmico e
osmotico para determinacdo das condigcfes 6timas de germinacdo e resposta germinativa aos
diferentes potenciais osmoticos, bem comoestudo do condicionamento osmético por meio de
embebicéo controlada (priming).

No capitulo 11l descreve-se sobre a anélise de raios X realizadas nas sementes de J.
curcas de diferentes gendtiposa fim de correlacionar-se os dados morfométricos com as
imagens radiograficas obtidas e a analise da germinagdo, assim como construirpadrdes de
imagens radiograficas relacionadas ao desenvolvimento inicial.

No capitulo IV demonstram-se os estudos bioquimicos realizados para investigar o
potencial antioxidante das sementes de J. curcas e a atividade de enzimas antioxidantes em

sementes e plantulas cultivadas em diferentes condi¢6es térmicas, visando iniciar estudos que
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contribuam nas futuras investigagdes sobre o comportamento quando em diferentes
temperaturas de germinacdo e do potencial biotecnoldgico da espécie.

Este estudo proposto teve suporte técnico cientifico e recurso financeiro, uma vez que
corresponde ao subprojeto do projeto de pesquisa intitulada “Caracteriza¢ao de sistemas de
producdo e de acessos de mamona (Ricinus communis) e pinhdo-manso (Jatropha curcas) no
semiarido com foco na agricultura familiar” do projeto aprovado pela CAPES/PNPD junto ao

Programa de P6s-graduacio Processos Interativos dos Orgéos e Sistemas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Realizar caracterizacdes morfofisiolégicas e bioquimicas de sementes e pléantulas de Ja-
tropha curcas L. e correlacionar imagens radiograficas de diferentes genoétipos durante a ger-

minacé&o.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar as sementes dos diferentes gendtipos de Jatropha curcas L. por meio de

variaveis morfométricas, determinacdo do teor de &gua e germinacéo inicial dos lotes;

2. Avaliar o efeito do teor de 4gua na germinacao de sementes de J. curcas e determinar

a curva de embebicdo de sementes com e sem tegumento dos diferentes gendtipos;

3. Conduzir screening térmico com sementes com e sem tegumento dos diferentes ge-

nétipos de J. curcas;
4. Conduzir screening osmatico com sementes dos diferentes genétipos de J.curcas;

5. Avaliar a germinacdo de sementes dos diferentes gendtipos de J.curcas através da

embebicdo controlada (priming);

6. Correlacionar imagens radiograficas com parametros morfométricos e a germinacgéo
em sementes de J. curcas dos diferentes gendtipos e determinar padrdes de imagens radiogra-

ficas e sua relagdo com o desenvolvimento germinativo;

7. Realizar screening fitoquimico de sementes de J.curcas, submetidas a diferentes

temperaturas;

8. Determinar o perfil metabdlico de sementes de J. curcas, quanto a atividade antioxi-

dante, quando submetidas a diferentes temperaturas;

9. Quantificar compostos fenolicos totais em sementes de J. curcas submetidas a dife-

rentes temperaturas;

10. Determinar a atividade de enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, ascorba-
to peroxidase e catalase) em sementes e plantulas de J. curcas submetidas a diferentes tempe-

raturas.
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CAPITULO |

Jatropha curcas L.: CARACTERISTICAS, POTENCIAL MEDICINAL E
BIOTECNOLOGICO

RESUMO

Este manucrito trata de uma reviséo de literatura sobre Jatropha curcas L., onde séo
abordados os aspectos botanico, fisiolégicos e agrondémicos, assim como informagdes sobre a
composicdo quimica, etnofarmacologia, efeitos bioldgicos e moleculares visando uma maior
compreensdo do comportamento da planta e do potencial farmacoldgico, toxicologico e/ou
biotecnoldgico da espécie. A partir deste estudo conclui-se que alguns conhecimentos bésicos
relacionados a espécie ja estdo elucidados e amplamente disponiveis, no entanto, estudos
fisioldgicos ainda necessitam ser melhor desenvolvidos e se possivel agregando informacdes
bioquimicas e moleculares que possibilitariam uma compreensdo mais consistente sobre o
comportamento da planta. Em termos bioquimicos e moleculares seria interessante a
continuidade de estudos que investiguem, por exemplo, 0 estresse oxidativo, como a
expressdo de enzimas antioxidante sob efeito de agentes abidticos induzidos, assim como em
genes responsivos ao estresse. A expressdo de genes envolvidos no estresse oxidativo para
determinados fatores abidticos sdo essenciais para compreender os fatores genéticos que
regulam a seu metabolismo, assim como, fornecer informacGes relevantes que possam ser
Uteis na elaboracgdo de estudos com foco em programas de melhoramento genéticos da planta,

assim como estudos que visem sua aplicacdo biotecnoldgica.

Palavras-chave: Pinhdo manso. Composic¢ao quimica. Etnofarmacobotanica. Estresse abidtico.
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Jatropha curcas L.: CHARACTERISTICS, MEDICAL AND BIOTECHNOLOGICAL
POTENTIAL

ABSTRACT

This literature review describes botanical, physiological and agronomic aspects of Jatropha
curcas L. and contains information on chemical composition, ethnopharmacology and molec-
ular biology, summarising and providing records to those who want to explore the pharmaco-
logical potential, toxicology or biotechnology of this species. From this study it is concluded
that basic knowledge regarding the species is widely available and already elucidated. How-
ever, more physiological studies are required and generating biochemical and molecular data
would create a better understanding of the plant. This would include oxidative stress, such as
the expression of antioxidant enzymes induced by abiotic agents, as well as stress response
genes. Such gene expression studies would contribute to understanding the genetic factors
that regulate the biosynthesis of antioxidants; as well as provide relevant information that may
be useful in designing future projects focusing on genetic improvement programs of the plant,

or biotechnological applications.

Keywords: Physiology. Chemical composition. Ethnopharmacology. Stress.



26

1 INTRODUCAO

A familia Euphorbiaceae, constitui uma das maiores das Angiospermas Eudicotiled6-
neas, inclui ervas, arbustos, arvores e lianas, geralmente com latex branco e, por vezes, espi-
nescentes e de aspecto afilo, semelhante as Cactaceas. Séo espécies com um unico évulo por
I6culo, sementes geralmente ariladas, flores unissexuais, estiletes mais ou menos divididos e
frutos esquizocarpicos (SOUZA e LORENZI, 2008; JUDD et al., 2009).

A familia esta representada nas regides tropicais e temperada de todo o planeta por um
total de 8.000 espécies, distribuidas em 317 géneros, agrupados em 49 tribos e cinco
subfamilias, segundo o sistema de classificacdo proposto por Webster (1994). No Brasil
ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100 espécies, distribuidas em todos os tipos de regifes e
vegetacdo. O género Jatropha contém aproximadamente 170 espécies conhecidas e uma das
mais estudadas deste género é a Jatropha curcas L.(BARROSO et al., 1991; JOLY, 1998;
FROHLICH et al., 2010), espécie abordada neste manuscrito.

Jatropha curcas L., dentre outros nomes, popularmente conhecida como pinh&o-
manso ou pinhdo manso, tem seu verdadeiro centro de origem ainda desconhecido. E
considerada uma espécie de uso multiplo, apesar de apresentar um grande potencial como
alternativa de fonte para biodiesel. Entretanto, é cultivada muitas vezes como cerca viva,usada
para a recuperacdo de terrenos baldios e terras secas, utilizada na fabricacdo de sabdo e tinta,
bem como na medicina popular onde € frequentemente usada como purgativo, no tratamento
de enfermidades da pele, hidropisia, gota, paralisia e reumatismo.

A revisdo apresentada a seguir buscou compilar estudos acerca dos aspectos botanico,
fisioldgicos e agronémicos que auxiliem na compreensdo do comportamento de J.curcas,
visando fornecer informacdes para subsidiara producdo e exploracdo comercial desta.
Acrescentando-se ainda informacdes sobre a composi¢do quimica, aspectos moleculares ja
elucidados, etnofarmacologia e efeitos bioldgicos, com maior enfoque no seu potencial

farmacoldgico, toxicoldgico e biotecnoldgico.
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2 DIVERSIDADE E DISTRIBUICAO DA ESPECIE

Jatropha curcas L. tem seu centro de origem indeterminado, porém a partir da maioria
dos relatos e estudos acredita-se que ela pode ter sido disseminada pornavegadores
portugueses da América Central e do México através das ilhas de Cabo Verde e Guineé-
Bissaupara outros paises da Africa e da Asia. Por esta razdo, varios autores citam as Américas
do Sul e Central como centros de origem provaveis para a espécie. Atualmente esta
difundidanos tropicos esub-trépicos (Figura 1), sendo encontrada de forma espontanea em
quase todas as regides intertropicais, ocorrendo em maior escala nas regides tropicais e em
nimero bastante reduzido nas regiGes temperadas (DOVEBIOTECH, 2005; SATO et al.,
2009; BRITTAINE e LUTALADIO, 2010).

Figura 1 - Mapa de distribuicdo da Jatropha curcas L. (regides destacadas de cinza escuro) no mundo.

i
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Fonte: (DOVEBIOTECH, 2005).

No Brasil, sua distribuicdo geogréafica é bastante vasta, devido a sua rusticidade, resis-
téncia a longas estiagens, sendo adaptavel a condic¢des edafoclimaticas muito variaveis, desde
a regido Nordeste, Sudeste até o estado do Parand (ARRUDA et al., 2004; SATURNINO et
al., 2005).

No Compéndio sobre Espécies Invasoras disponivel no site da Commonwealth Agri-
cultural Bureaux - CABI International é possivel encontrar uma ampla lista dos locais de o-

corréncia da espécie (http://www.cabi.org/isc/datasheet/28393).
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3 BOTANICA E MORFOLOGIA DA ESPECIE

Jatropha curcas L. foi descrita pela primeira vez pelo botanico sueco Carl Linnaeus em
1753. E uma das muitas espécies do género Jatropha, um membro da familia Euphorbiaceae,
muitas das quais sdo conhecidas por sua producdo de fitotoxinase uma seiva branca leitosa, o
latex (BRITTAINE e LUTALADIO, 2010).

A espécie apresenta uma extensa lista de sinonimias, entre elas, Curcas adansoni, Cur-
cas curcas (L.), Curcas indica, Curcas purgans, Jatropha acerifolia, Jatropha edulis, Jatro-
pha yucatanensis, Ricinus americanos e Ricinus jarak. E conhecida internacionalmente por
diferentes nomes: physic nut, purging nut (inglés); arbol santo (espanhol); Grand médicinier,
Grand pignon d'Inde, Gros ricin, (francés); dandebarri, dandenahri, habb el meluk (arabe);
ma fong chou (chinés) e grdo malucco, grdo muluco, pinhdo, pinhdo de purga, purgueira e
ricino maior (portugués). Localmente ainda € possivel encontrar diferentes nomes, como no
Brasil, que se pode encontrar com o nome de pinhdo-manso, pinhdo manso, pinheiro de pur-
ga, pinheiro do inferno, figo do inferno mandubiguasu, e ainda pinhdo paraguay (CAB
INTERNATIONAL, 2013).

Quando se pensa em estudar ou até explorar agricolarmente uma espécie vegetal esuas
potencialidades, é necessario o conhecimento basico de aspectos morfoldgicos e fisioldgicos
da espécie. A descricdo morfologica além de outras importancias possibilita a identificacdo
precisa e 0 conhecimento do ciclo bioldgico da planta de interesse. Conhecer a fisiologia via-
biliza a compreensdo do desenvolvimento da planta e seu comportamento diante das condi-
¢cOes ambientais, sejam elas naturais ou induzidas. Desta forma, € possivel o uso do conheci-
mento adquirido tanto ecologicamente quanto como meio de utilizacdo do recurso vegetal
para novas necessidades.

Existem basicamente trés principais variedades cultivadas no mundo: (1) Nicaragua: a-
presentam menos frutos por planta, porém sdo maiores; (2) Cabo Verde: € a mais comum,
encontrada em diversos paises, provavelmente levada pelos portugueses para a Africa e Asia;
e (3) Mexicanas: algumas variedades ndo apresentam toxicidade e sdo consumidas, previa-
mente assadas, pela populacdo local (HENNING, 2004).

J. curcas € uma espécie dipldide com 2n=22 cromossomos, sendo cinco pares de cro-
mossomos metacéntricos (1, 2,5, 6 e 11) e 6 pares de cromossomos submetacéntricos (3, 4, 7,
8, 9 e 10). A planta adulta é uma arvoreta suculenta, de crescimento rapido, cuja altura é de 2-

3 metros, podendo alcancar até cinco metros. O didmetro do tronco é de aproximadamente 20
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cm e dividido desde a base, em ramos compridos. As folhas témde 10-15 cmde comprimento
e 7,5-12,5 cm de largura séo verdes, esparsas e brilhantes, largas e alternas, em forma de pal-
ma, com trés a cinco lébulos, pecioladas e com nervuras esbranquicadas e salientes na face
inferior (Figura 2). Os peciolos sdo redondos, lisos, com 4-6 centimetros de comprimento e
estipulas ausentes (HELLER, 1996; SATURNINO et al., 2005; SATO et al.,, 2009;
BRASILEIRO et al., 2012; MARGONAR et al., 2012; PESSOA et al., 2012; SANTANA et
al., 2013; CAB INTERNATIONAL, 2013; LUCENA et al., 2014).

Figura 2 - Descri¢do taxdnomica e ilustracdo botanica contendo caracteristicas morfoldgicas das partes botanicas
de Jatropha curcas L. (Pranchas 1 e 2)*
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Fonte: Adaptado de Loureiro et al. (2013) e Heller, (1996)

As flores tem coloracdo amarela e a floragcdo € mondica, mas comsexos separados,

com flores masculinas, em maior nimero, localizadas nas extremidades das ramificacfes e as

'prancha 1: Morfologia da semente e do desenvolvimento da plantula de J. curcas. Fonte: Loureiro et al., 2013.
(A) — Protrusdo da radicula; (B-D) — Desenvolvimento da plantula; (F) Semente com carincula; (G) — Aspecto
interno da semente; (H) — Corte longitudinal das sementes detalhando o endosperma, os cotilédones e o eixo
embrionario; Ca — Cartncula; co — Cotilédone; ed — Endosperma; ep - Epicotilo; fl — Folha; h — Hipocotilo; te —
Tegumento; pe — Peciolo; pl — Pulvino; rp — Raiz primdria; e rs — Raiz secundéria.

Prancha 2: Importantes partes botanicas de Jatropha curcas L. Fonte: Heller, 1996. (a) Ramo floral; (b) casca do
caule; (c) folha; (d) flor pestilada (feminina); (e) Flor estaminada (masculina); (f) corte transversal do fruto ima-
turo; (g) Frutos; (i) semente.
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femininas logo abaixo das masculinas (Figuras 2 e 3). As flores masculinas sdo amarelas es-
verdeada se sesseis diferenciando-se das femininas que séo largamente pedunculadas. H4 uma
pequena bréctea abaixo de cada subdivisdo dapanicula, egeralmenteumapressdo sobreocalice.
As flores masculinas apresentam calice com5 sepélas, corola comb5pétalas, campanuladas,
com pélos, discode 5 corpos glandulares e 10 anterasiguais. As flores femininas apresentam
calice, corolaediscocomo asmasculinas. O ovéario é oblongo, liso, apresenta 3estilletescurtos;
estigmabifido e um pouco piloso. Apresenta polinizacdo cruzada, primordialmente entomofi-
la, entre diferentes flores da mesma planta ou de plantas diferentes, sendo parcialmente auto-
compativel (ALBUQUERQUE et al., 2008; SATO et al., 2009; PESSOA et al., 2012; CAB
INTERNATIONAL, 2013).

O fruto € seco, deiscente, coriaceo, capsular, ovéide, com diametro de 1,5 a 3,0 cm,
trilocular, com uma semente por cavidade. E formado por um pericarpo ou casca dura e le-
nhosa, inicialmente verde, passando a amarelo, castanho e por fim preto, quando atinge a ma-
turacdo (PESSOA et al., 2012). Contém de 53 a 62% de sementes e de 38 a 47% de casca,
pesando cada uma de 1,53 a 2,85 g. Com dimensdes de cerca 2.5-4 cm de comprimento por
2-2.5 cm de largura (SATURNINO et al., 2005; NUNES et al., 2009; SATO et al., 2009).

A semente seca mede de 1,5-2 cm de comprimento e 1,0-1,3 cm de largura, pesando
de 0,55 a 0,79 g, podendo ter, dependendo da variedade e dos tratos culturais, entre 33,7 e
45% de casca e de 55 a 66% de améndoa. Debaixo do invélucro da semente (testa) existe uma
pelicula branca cobrindo a améndoa (o tegme). E constituida de um alblmen (endosperma)
abundante, branco, oleaginoso, contendo o embrido provido de dois largos cotilédones acha-
tados. Sdo endospermaticas, apresentam forma ovalada e dorso convexo, a rafe é bem visivel
e a cartincula possui formato conico, coloracdo castanho-clara e encontra-se revestindo a regi-
do do hilo. O tegumento possui coloragdo marrom-escurauniformemente distribuida, é glabro
com textura porosa e apresenta fissuras em sua superficie. O endosperma possui coloracao
esbranquicada, caracteristica de outras espécies da mesma familia. Possui dois cotilédones
foliaceos, inteiramente envolvidos pelo endosperma, de coloracdo esbranquicada e formato
cordifome, em que o apice é atenuado e a base ampla, escavada e arredondada. Os cotilédones
possuem nervuras visiveis tanto na regido adaxial quanto na abaxial, classificadas como tri-
nérvias, sendo duas laterais que partem da base. No inicio doprocesso germinativo, séo for-
madas cinco raizes, uma principal e quatro adventicias, que surgem da regido do colo. A raiz
principal € curta e glabra e de formato cilindrico. As raizeslaterais possuem o0 mesmo padrao
de desenvolvimento da raiz principal, sendo menos espessas. A espécie apresenta germinacao

do tipo epigea fanerocotiledonar. O processo germinativo com desenvolvimento da plantula
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varia de 15 a 30 dias (Figuras 2 e 3) (NUNES et al., 2009; SATO et al., 2009; LOUREIRO et
al., 2013).

Figura 3 - Caracteristicas morfolégicas da Jatropha curcas L.in natura®.

Fonte: Fotos do autor.

A morfologia de sementes e plantulas de J.curcas foi descrita identificando-se as dife-
rentes fases do processo de germinacdo através da curva de embebicdo das sementes, bem
como a anatomia das sementes, relacionando as mudancas que ocorrem nos tecidos durante as
fases de embebicdo. Anatomicamente as sementes sao bitegumentadas e exotégmicas, sendo o
tégmen dividido em trés camadas. Nas células parenquimaticas é possivel verificar corpos
lipidicos como principal substancia de reserva dessas sementes. No inicio do processo de em-
bebicdo é possivel verificar que ha diminuigdo das goticulas delipideos neste tecido, e durante

2 (A\) Planta adulta em campo, (B) ramo florido, (C) fruto verde, (D) fruto seco, (E) semente, (F) e (G) aspecto
externo da semente (parte superior e inferior), (H) Semente sem o tegumento externo, (I) Parte interna da
semente (visualizacdo do endosperma, cotilédone e eixo embrionério), (J) sementes em diferentes estadios
germinativo, (K) Desenvolvimento inicial (plantula com 10 dias apds embebigdo da semente).
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as fases pode-se observar que as células se tornaram, conforme a mudanca de fases, mais tur-
gidas e vazias. Durante o processo de embebi¢do também sdo observadas modificacdes nos
feixes vasculares encontrados na radicula e parte do endosperma e durante a protrusao da ra-
dicula (fase I11), sendo possivel visualizar o alongamento dos feixes, aléem de expansao e cres-
cimento sobre o tecido (LOUREIRO et al., 2013).

Agronomicamente, caracterizagdes morfolégicas também sdo realizadas utilizando des-
critores morfoldgicos como: folhas (pilosidade; cor de folhas jovens e adultas; cor das nervu-
ras; cerosidade; tipos de ramificacdo; n° l6bulos,comprimento de folhas; largura de folhas; e,
relagcdo entre o comprimento e a largura de folhas) aspectos vegatativos da planta (altura de
planta e diametro do caule). Informacdes como estas sdo Uteis para serem catalogadas em
banco de dados e utilizadas, juntamente outras ferramentas, na escolha de genitores em cru-
zamentos em programas de melhoramento genético. Diferentes estudos de variabilidade gené-
tica sejam por meio de caracteres morfologicos ou utilizando as técnicas de marcadores isoen-
zimaticos e moleculares tipo RAPD, AFLP, ISSR em diferentes acessos de J.curcas tem sido
obtidas por grupos especializados no Brasil, onde séo utilizados para analise tanto de acessos
comerciais, como acessos disponiveis em banco ativos de germoplasma (BAG) do pais, a e-
xemplo dos BAG das diferentes unidades da Embrapa e universidade federais(SILVA-MANN
et al, 2007; GOIS et al, 2008, ABREU et al, 2009; DA ROCHA et al,
2010;VASCONCELOS et al., 2010; SOARES, 2010; BRESSAN et al., 2011; NUCCI, 2011;
PESSOA, 2011; REDONDO et al., 2011; VASCONCELOS et al., 2011).

4 FISIOLOGIA DA ESPECIE

Alguns estudos fisioldgicos tém sido conduzidos com sementes de J. curcas como: es-
tudos de armazenamento, analises de crescimento e desenvolvimento, teste de envelhecimento
acelerado, de tetrazolio, germinacgéo e vigor em condicGes 6timas e em condicOes de estresses
abioticos (salinidade, déficit hidrico, temperatura), entre outros. Entretanto, ainda ndo foi es-
tabelecido um padrédo para condugéo de testes com a espécie, sendo estes aspectos relevantes
a serem elucidados.

Sementes de plantas oleaginosas, como J. curcas sdo muito propensas a degradacéo e
assim sdo de dificil conservacdo durante o armazenamento. Quando comparadas as sementes
amildceas, a conservacdo das oleaginosas & mais dificil, uma vez que lipidos sdo

guimicamente menos estaveis do queas moléculas do amido. Por esta razéo, a peroxidacao de
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lipidios é frequentemente relatada como um das principais causas de deterioracdo destas
sementes (PEREIRA et al., 2013).

Estudos visando estabelecer as condi¢cdes mais adequadas para o armazenamento das
sementes de J. curcas foram conduzidos durante um ano (PEREIRA et al., 2013; JOKER e
JEPSEN, 2003; RATREE, 2004). Verificou-se que hd uma reducdo natural na germinacao e
vigor das sementes durante o armazenamento, independente de condi¢cGes ambientais
(temperatura e umidade) e do tipo de embalagem utilizada. A qualidade fisioldgica das se-
mentes foi maior apds o armazenamento em camara fria (£5°Ce 60% UR), em embalagens de
saco de papel Kraft ou polipropileno trangado ou quando mantidas em ambiente ndo controla-
do (condigdes de laboratério, a £ 25°C e £ 76% UR) dentro de tambor de papeldo. O teor de
agua das sementes verificado no inicio do armazenamento estava em cerca de 7,2 %
(PEREIRA et al., 2013). Entretanto, existem relatos de que sementes de J. curcas sao capazes
de mantera sua viabilidade durante um ano quando armazenadas em condigdes naturais
(ambiente), sem controle de temperatura e umidade (JOKER e JEPSEN, 2003), ao passo que
em outro estudo concluiu-se que a germinacdo diminuiu de 90% para 43% apds 112 dias de
armazenamento mantidas em condi¢des ambientais (RATREE, 2004).

Quando se armazenou sementes de J. curcas a 0° e 20°C, as temperaturas ndo foram
determinantes para a manutencdo da qualidade fisiolégica ao longo do periodo de
armazenamento, mas sim o teor de &gua, o qual influenciou na reducdo de germinacéo e
vigor. Sementes com teor de agua mantido entre 4% e 5% ndo perderam a qualidade,
enguanto que o teor de agua de 9.5% foi prejudicial para a qualidade das sementes de J.
curcas (GUZMAN e AQUINO, 2009). Um monitoramento durante 6 meses de
armazenamento das sementes mantidas sob condi¢des ambientais normais (laboratério) em
embalagens plasticas, evidenciaram que as  sementes apresentaram decréscimo na
porcentagem de germinacdo de 89% para 53% ap0s 0 6° més do armazenamento. As sementes
armazenadas apresentavam teor de agua de 7,9% no inicio do armazenamento e 8,2% ao final
(WORANG et al., 2008). Outro estudo realizado durante oito meses de armazenamento testou
a condi¢do ambiente (armazem) e camera fria (12+3°C e 45% UR) e trés tipos de embalagem
(saco de algodéo, de polietileno e de papel multifoliado). Os dados indicaram que quando
armazenadas com boa qualidade inicial, as sementes apresentam conservacao da viabilidade
até oito meses, independente da embalagem, sendo que o teor de dgua das sementes no mo-
mento do armazenamento era de 7.4% (MORAIS, 2008).

A técnica de criopreservacdo também ja foi testada como forma de preservar sementes

de J. curcas. Ao se testar duas condicdes, -170°C (vapor de nitrogénio liquido) e -196°C (i-
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mersdo no nitrogénio liquido) em quatro periodos de criopreservacéo, 0, 30, 60 e 90 dias. Ve-
rificou-se que as sementes podem ser criopreservadas tanto no vapor como na imerséo em
nitrogénio liquido, pois mantiveram a sua viabilidade e indices de vigor durante o periodo de
estudo (GOLDFARSB et al., 2010).

Em termos de propagacdo, J. curcas pode ser cultivada por meio de sementes ou
estacas. Por ser uma planta didica de fecundacdo cruzada entomofila, resulta numa grande
variacdo entre individuos da espécie. Plantas oriundas de sementes florescem nove meses
depois de semeadas, enquanto as multiplicadas por estaquia, aos seis meses depois de
plantadas. Relata-se que informacdes técnicas acerca da cultura ainda sdo escassas e por vezes
conflitantes, tanto em seus aspectos produtivos e econdmicos como sociais, ambientais,
politicos e energeéticos (SATURNINO, 2005; SATO et al., 2009; HORBACH et al., 2014).

Sabe-se que a semente tem funcdo imprescindivel no éxito da cadeia produtiva de uma
cultura. Sendo assim, quando se trabalha com sementes seja como instrumento de propagacgao
em campo ou para fins de pesquisa, a qualidade ¢ um componente essencial, considerando
que ela transporta todo o potencial genético do cultivar e é responsavel pela perfeita
distribuicdo espacial das plantas no terreno, caso o cultivo seja feito com fins de
comercializacdo. No caso de investigacGes cientificas, um bom gendtipo de sementes garante
e possibilita a obtencdo de melhores resultados, ao passo que a resposta das sementes a
qualquer efeito que se pretenda estudar se da por comparacdo de uma condicdo controle que
na maioria dos casos € a resposta de uma semente de qualidade.

Agronomicamente, o cultivo de J. curcas pode ser realizado utilizando como sistema
de plantio e/ou semeadura, o plantio convencional, ou plantio consorciado. Esta espécie tam-
bémtem sido usada como cercas-vivas. Nos plantios convencionais e consorciados a utiliza-
cdo de semeadura e plantio direto sdo técnicas possiveis de serem utilizadas, entretanto, utili-
za-se mais comumente mudas pré-cultivadas de sementes. No plantio de cercas-vivas geral-
mente sdo utilizadas estacas, devido ao rapido crescimento vegetativo, entretanto, também séo
utilizadas mudas précultivadas de sementes. A escolha do sistema ird depender das condicGes
locais e dos objetivos do agricultor (SATO et al., 2009).

Em estudos experimentais, comumente utiliza-se as sementes, seja para experimentos
em campo, em casa de vegetacdo ou em laboratorio. Porém, para estes ensaios utilizam-se
condicdes pre estabelecidas em publicacOes ja existentes ou analisam-se as melhores condi-
cOes para 0 gendtipo em estudo. No Brasil, é comum utilizar-se inicialmente as recomenda-
das das “Regras para Analises de Sementes (RAS)” (BRASIL, 2009) ou até mesmo as regras

da “International Seeds Testing Association” (ISTA), reconhecida internacionalmente por
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estabelecer o padrdo para a qualidade das sementes. Como ndo existem nas RAS
recomendacdes para avaliacdo de sementes de J. curcas, apesar da espécie ja ser considerada
comercial segundo Instrucdo Normativa do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abasteci-
mento (MAPA) do Brasil, tem-se utilizado a metodologia preconizada para sementes de Ri-
cinnus comunnis (mamona). Vale ressaltar que isso se aplica a estudos voltados para area de
tecnologia de sementes. Andlises experimentais que visem outra abordagem utilizam metodo-
logias especializadas e ajustadas para o estudo (BRITO, 2010; LEAL, 2011; LOUREIRO et
al., 2013).

Quando se trabalha com testes de germinacgéo, por exemplo, um aspecto muito impor-
tante a ser definido sdo as condi¢cdes Otimas para germinacdo da espécie em estudo. Para J.
curcas esta informacao ainda é muito controversa, pois diferentes autores relatam diferentes
condicdes para a germinacdo Otima da espécie. Estudos afirmam que J. curcas é adaptavel a
uma ampla faixa climética, temperaturas entre 18 a 28,5°C, altitudes ao nivel do mar a cerca
de 1.000 metros e precipitacdo média de 480 a 2.380 mm (BELTRAO e CARTAXO, 2006).
Isto pode justificar a variacdo de resultados encontrados na literatura referente a temperatura
ideal para conducdo de testes de germinacdo em laboratorio.

Dos diferentes resultados encontrados temos que o teste de germinacdo de sementes de
J. curcas deve ser realizado a temperatura alternada entre 25 a 30°C (MORAIS, 2008), porém
existem estudos que recomendamque seja realizado sob temperatura alternada de 20 a 30°C
utilizando como substrato areia ou papel (MARTINS et al., 2008).. Entretanto, condicdes 0-
timas foram registradas a 30°C quando sementes foram semeadas em substrato vermiculita,
onde se obteve média total de germinacdo de85% (GAIROLLA et al., 2011). Em propagacéo
de sementes in vitro, apos a inoculacdo as mesmas podem ser mantidas em sala de crescimen-
to a 27°C (NUNES et al., 2009). Avaliou-se o efeito de diferentes temperaturas e tratamentos
pré-germinativos sobre a germinacao e vigor de plantulas de J. curcas e, foi verificado que o
potencial maximo de germinagdo e maior vigor de plantulas foram obtidos a 25°C em semen-
tes que ndo foram pré-embebidas em agua quando o tegumento foi mantido (MOTA et al.,
2012). Em outra investigacdo, foi registrada uma porcentagem de germinacédo final maxima a
25°C (82%), porém apesar da reducdo da porcentagem de germinacdo final, sementes incuba-
das a 30°C germinaram mais rapido do que em qualquer outra temperatura, incluindo a 25 °C
(WINDAUER et al., 2012).

Um aspecto a ser considerado nesta analise, € que a validade dos resultados dos testes
de germinacéo é, as vezes, questionada, pois, no laboratério, as condigdes sdo controladas, a

fim de possibilitar a maxima capacidade germinativa das sementes. Portanto, a germinacao no



36

laborat6rio nem sempre € igual ao desempenho no campo, onde as condi¢cbes ambientais ndo
sdo controladas e, as vezes, adversas ao processo de germinacao e desenvolvimento do vege-
tal. No entanto, as discrepancias entre os resultados do laboratorio e campo podem ser reduzi-
das, quando as sementes apresentam alto vigor (LIMA JUNIOR, 2010).

O fornecimento de &gua € outro aspecto a ser considerado e constitue condigdo essen-
cial para que as sementes iniciem a germinacgéo e as plantulas se desenvolvam normalmente.
No processo de germinacao, a agua é o fator que exerce a mais determinanteinfluéncia, pois,
da absorcéo de agua resulta a reidratacdo dos tecidos com consequente intensificacdo da respi-
racao e de todas as outras atividades metabdlicas, que culminam com o fornecimento de ener-
gia e nutrientes necessarios para a retomada do crescimento, por parte do eixo embrionério
(NASSIF et al., 1998; LIMA JUNIOR, 2010).

Com relagdo ao cultivo de sementes de J. curcas em campo, verifica-se que sob déficit
hidrico, as sementes podem germinar, porém nao emergem. Isso demonstra que apesar de ser
considerada uma planta de elevada resisténcia a periodos de estiagem, tém-se verificado que a
disponibilidade de adgua é um fator limitante, sendo essencial na fase inicial, principalmente
na emergéncia das plantulas. Esse comportamento foi verificado quando em laboratério simu-
lou-se a deficiéncia hidrica com uso de solucdo de Polietileno Glicol 6000 (PEG 6000) e tanto
a porcentagem, quanto a velocidade de germinacédo de sementes de J. curcas foram afetadas a
partir do potencial osmético de -0,2 MPa, com limite de toleréncia verificado no potencial de
-0,6 MPa (1% de germinacdo), demonstrando assim uma sensibilidade das sementes desta
espécie ao estresse hidrico (LOUREIRO et al., 2007; ALBUQUERQUE et al., 2008; DOS
SANTOS et al., 2010, PESSOA, 2011).

Para analisar as respostas de crescimento de J. curcas ao estresse hidrico NIU et al.
(2012), em experimentos em casa de vegetacdo, as plantas foram irrigadas diariamente com
solucdo nutriente diluida em agua a 100%, 70%, 50%, e30% da capacidade de campo. A
irrigacdo com deficit hidrico reduziu o crescimento das plantas e desenvolvimento foliar. A
massa seca de folhas e raizes foi reduzida em 70%, 50%, e 30% do uso diério de agua, quando
comparados com o tratamento controle.

A condi¢do de estresse salino também interfere nos processos fisioldgicos das
sementes de J. curcas. As sementes sofrem atraso no processo germinativo, devido a
condicdes de salinidade, com reducdo no crescimento das plantulas. Isto foi verificado quando
sementes de J. curcas tanto em condic¢des de laboratorio como em campo foram submetidas a
diferentes concentracBes de cloreto de sodio (NERY et al., 2009; ANDREO-SOUZA et al.,
2010).



37

Ao avaliar as respostas de crescimento de J. curcas ao estresse salino foi verificado
amarelamento das bordas das folhas em todos os tratamentos onde a salinidade foi elevada. O
peso secototal de plantas foi reduzido em 30%, 30% e 50%, respectivamente, quando
irrigados com solucdo salina com condutividade elétrica de 3,0; 6,0 e 9,0 dSm™.em
comparagdo com o controle. Constataram-se também alteracGes nos teores de Na* e CI" (NIU
etal., 2012).

Efeitos comparativos de salinidade e estresse hidrico, correlacionando as relagdes
hidricas, a fotossintese e o crescimento de plantas J.curcas foram analisados por SILVA et al.,
(2010).Verificaram que apesar de ambos o0s estresses aplicados causarem redugdes
significativas no teor de clorofila, a atividade fotoquimica ndo foi afetada. As plantas
submetidas ao estresse hidrico e salino mostraram uma recuperacgéo rapida e quase completa.
Essas alteracdes fisiologicas podem indicar mecanismos adaptativos utilizados pela espécie
para lidar com essas condigcOes estressantes. Os panoramas apresentados demonstram que
oestresse hidrico e salino podem reduzir o crescimento e o desenvolvimento de plantas J.
curcas, pelo menos nos estadios iniciais do desenvolvimento, mas que ap6s estabelecida no

ambiente aespécie é capaz de suportar tais condi¢des adversas.

5 COMPOSICAO QUIMICA

5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DE SEMENTES E TORTA

Sabe-se que o 6leo extraido de sementes de J. curcas pode ser usado para producdo de
biodiesel e outras finalidades industriais. Contudo, se pensarmos em uma escala comercial a
producéo de plantas com esta finalidade resultaria em um grande montante de residuos, neste
caso a torta, que em funcdo de suas caracteristicas e toxicidade, ndo pode ser largamente
utilizada, e, portanto, em termos de sustentabilidade e preservagdo ambiental necessita de
correto destino final.

No Brasil, a principal matéria prima para a producédo de 0leo é a soja, responsavel por
mais de 70% do biodiesel produzido no pais. Porém, além da J. curcas, culturas como crambe
(Crambe abyssinica), nabo-forrageiro (Raphanus sativus), despontam como potenciais alter-
nativas interessantes para a producdo de biodiesel (DE SOUZA et al., 2009). Em se tratando

da J. curcas e outras espécies, como a mamona (Ricinus communis), espécie também de gran-
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de potencial para biodisel, porém bastante utilizada comercialmente e altamente concorrida
pela industria ricinoquimica, a destoxificacdo dessa torta € de extrema necessidade, seja para
descarte do residuo como para o aproveitamento como adubo e/ou fonte alimentar para ani-
mais.

Estudos vém sendo desenvolvidos a fim de se determinar os componentes toxicos da J.
curcas, assim como a descoberta de compostos que possam ser Uteis para outras finalidades,
como nutricionais ou medicinais. A partir desses estudos foram encontrados inibidores de
proteases e outras substancias como a saponina, lectinas, fitato e éster de forbol, todos na torta
que normalmente é gerada como residuo da extracdo do 6leo.

A toxicidade das sementes de J. curcas tem sido atribuida, em parte, ao 6leo que
contém o composto irritante éster de forbol e, em parte, a uma proteina toxica, a curcina.
Contudo, os ésteres de forbol sdo os principais componentes tdxicos presentes no 6leo da
espécie (MAKKAR et al., 1997). Estes compostos sdo derivados de diterpenos tetraciclicos,
restritos as familias Euphorbiaceaee Thymelaceae. Recentemente trés novos diterpenos foram
descobertos, isolados a partir de extrato metandlico de raizes de J. curcas, sdo eles:
Jatrophalactona, jatrophalona e jatrophadiquetona (LIU et al., 2012) (Figura 4). Menos
conhecido era a curcina, a qual foi associada com a ricina e a abrina, as proteinas toxicas de
Ricinuscommunis (mamona) e Abrusprecatorius (olho-de-cabra), respectivamente (LIN et al.,
2010).
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Figura 4 — Estrutura dos novos diterpenos descobertos, isolados a partir de extrato metanélico de raizes de J.

curcas. (1) Jatrophalactona; (2) jatrophalona e (3) jatrophadiquetona.

Fonte: LIU et al., 2012.

Ainda em se tratando de caracterizacdo fisico-quimica e bioguimica, em investigacdes
relizadas com frutos e sementes de J. curcas cultivadas na Mata Atlantica brasileira e no
clima semiérido da Caatinga (POMPELLI et al., 2010). As sementes do semiarido da caatinga
superaram significativamente as provenientes da Mata Atlantica em 28%, 23%, 32% e 94%,
para teores de acucares solUveis, proteinas, teor relativo de &guaecondutividade elétrica,

respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 - Teor de AgUcares soluveis totais, proteinas, lipideos totais, relativo de agua e condutividade elétrica
de sementes de Jatropha curcas L. coletadas na Mata Atlantica e regides semiridas (Alagoas) do Brasil.

Sementes de cultivar  Sementes de cultivar do

Parametro de Mata Atlantica semiarido
Acucares soltveis totais (gkg-1 MS) 13,62+0,42 17,49+0,32
Proteinas (gkg-1 MS) 50,09+2,29 61,57+3,74
Lipideos (g kg-1 DW) 314,00+5,87 275,03+5,85
Teor relativo de agua (g kg-1 FW) 154,14+1,94 203,58+7,60
Condutividade elétrica (DSM-1 g-1FW) 0,65 +0,04 1,26+0,06

Fonte: adaptado de Pompelli et al. (2010).

Em estudo que determinou a composicdo bromatologica e o perfil de minerais de se-
mentes e de tortas de Jatropha curcas (pinhdo-manso), Raphanus sativus (nabo-forrageiro) e
Crambe abyssinica (crambe), verificou-se que a torta de sementes de J. curcas apresentou
altos teores de proteina bruta, carboidratos e fibras alimentares, embora tenha apresentado
como componente principal as fibras, com cerca de 1/3 de sua composi¢édo total e ricas em
potassio, magnésio, calcio, sdédio, manganés, ferro, zinco e boro (Tabela 2). Relata-se que 0s
teores de minerais presentes na torta de J. curcas € compativel com sua utilizagdo na alimen-
tacdo animal e humana, e a presenca de metais pesados encontra-se em teores que nao ofere-

cem riscos para esse fim. No entanto, é evidente que para incorporacdo desses coprodutos
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como fonte alimentar s6 serd possivel mediante a complementacdo dos estudos referente a
toxicidade e a fatores antinutricionais presentes nas tortas (DE SOUZA et al., 2009).

Existem dados disponiveis também de estudos desenvolvidos com espécies de J.
curcas oriundas de quatro diferentes regides do México, onde num estudo mais amplo, além
das propriedades fisicas das sementes, se determinou também a composicdo centesimal, teores
de acgucares soluveis totais e amido, aminoacidos, composicao de acidos graxos, fendis totais,
acido fitico e saponina, e determinou-se a atividade do inibidor de tripsina e de
fitohemaglutinagdo, como também realizou-se a extracdo e estimativa de esteres de forbol e

digestibilidade da proteina in vitro (MARTINEZ-HERRERA et al., 2006).

Tabela 2 - Rendimento de extracdo de 6leo em sementes, incremento de proteina bruta e fibra alimentar nas
tortas, composicao quimica (% da matéria seca) e composicéo mineral (mg 100g™) de sementes e tortas de Ja-
tropha curcas L. obtidas a partir de acesso selecionado na Fazenda Paraiso, Itaum, Municipio de Dourados, MS.
Adaptacéo da tabela original.

Variaveis Sementes Torta
Rendimento de extracao de 6leo em sementes (%) 74,46 Fkkx
Incremento de proteina bruta nas tortas (%o) Frk 36,85
Fibra alimentar nas tortas (%) flakolal 98,03
Composi¢do quimica (% da matéria seca)
Matéria seca 93,76 91,73
Lipideos 40,33 14,21
Proteina bruta 20,95 28,66
Cinzas 4,95 5,94
Glicose 0,18 0,25
Sacarose 1,35 1,83
Amido 9,85 12,00
Fibra alimentar 20,45 36,68
Composi¢do mineral Mineral (mg 100 g-1)
Potassio (K) 487,58 526,52
Magnésio (Mg) 446,54 502,00
Calcio (Ca) 444,07 495,78
Saédio (Na) 77,24 30,80
Ferro (Fe) 4,30 3,52
Boro (B) 4,41 5,37
Zinco (Zn) 1,69 2,18
Manganés (Mn) 1,01 1,23
Cobre (Cu) 0,68 0,86
Bario (Ba), 0,91 0,34
Aluminio (Al) 0,49 0,40
Niquel (Ni) 0,24 0,03
Mercurio (Hg) 0,0004 0,0010

Fonte: De Souza et al. (2009).

Nas ultimas duas décadas pesquisadores do grupo do Instituto de Producdo Animal
nos tropicos e subtropicos da Universidade de Hohenheim, na Alemanha, vém desenvolvendo
juntamente com seus colaboradores varios estudos, com J.curcas, sendo o foco das analises

voltado para a descri¢do da composigdo quimica, caracterizagdo de compostos toxicos, fatores
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anti-nutricionais, investigando assim, apossibilidade de utilizacdo da torta de espécimes nao
toxicas na alimentagdo animal e humana, assim como estudos de propagacdo desses
especimes (MAKKAR et al., 1997; MAKKAR e BECKER, 1997; MAKKAR et al., 1998;
SUJATHA et al., 2005).

Uma investigacao recente que teve por objetivo detoxificar a torta oriunda de sementes
de J. curcas e estudar as toxinas, os fatores anti-nutricionais e propriedades funcionais da
proteina isolada da torta detoxificada (SAETAE e SUNTORNSUK, 2010). De acordo com 0s
achados, o teor de proteina da torta bruta e da torta detoxificada foi semelhante, sugerindo que
0 metodo de extracdo utilizado (etanol) ndo afetou a concentracdo de proteinas. Entretanto, as
concentrag0es dos outros constituintes foram bastante diferentes. A porcentagem de
proteinados isoladosde proteina (89,0%) da torta bruta foi cerca de quatro vezes maior do que
o0 da torta de semente detoxificada (23.0%). Apds detoxificacdo da torta o ésterde forbole
contetdode lectina ndo foram detectados. A concentracdo de acido fitico, os inibidores de
tripsinaea saponina na torta detoxificada também foram muito menores que aquelas
encontradas na torta bruta. Os autores sugeriram com isso que a extracdo com etanol pode ser
um método eficaz para remoc¢do completa dos ésteres de forbol e lectina e remocéo parcial do
acido fitico, do inibidor de tripsina e da saponina, normalmente presentes na torta das
sementes. O acido fitico detectado no isolado de proteinada torta bruta foi muito mais baixo
do que o da torta destoxificada, possivelmente devido aoprocesso de isolamento das proteinas
(Tabela3).

Tabela 3% - Composicdo quimica, compostos téxicos, fatores anti-nutricionais e proteina isolada da torta detoxi-
ficada de sementes de Jatropha curcas L. (ha base de massa seca — w/w).

Proteina Isolada da

- 1 . 1
Composigéo Torta Torta Detoxificada torta detoxificadal
Gordura bruta(%, w/w) 148+0.5 86+1.6 71+04
Fibra bruta (%, w/w) 11.0+1.7 82+0.3 0.7+0.1
Cinzas brutas (%, w/w) 7.8+£0.1 6.4+0.2 1.8+£0.1
Proteina bruta (%, w/w) 23515 23.0+1.0 89.0+1.8
Carboidratos disponiveis (%, w/w) 42.9 53.8 1.4
Esteres de forbol (mg/g de amostra seca)® 0.73+0.06 ND 2 ND 2
Acidofitico (%, w/w) 8.55+0.51 1.87+0.11 0.03+0.00
Inibidor de tripsina (T1U"g de amostraseca) ~ 7.42 + 1.64 1.12+0.09 8.36 + 0.03
Atividadede lectina (HU%/mg de proteina) 13.15 + 0.45 ND? ND?
Saponina® (ug / g de amostraseca) 27.82 + 0.68 10.04 £ 0.60 2.04+0.01

Fonte: adaptacdo de Saetae e Suntornsuk (2010).

3-acetato; " Unidades Inibidora de Tripsina; ¢ Unidades Hemaglutinante; °equivalentes Diosgenin
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Concluiu-se neste estudo que a torta de sementes pinhdo-manso detoxificada tem
potencial para ser explorada como uma nova fonte de proteina funcional para aplicacfes
alimentares. Porém sugeriram que estudos e testes com animais devem ser investigados
paraconfirmar a seguranca da proteina isolada da torta de pinhdo detoxificada antes de suas
aplicacdes em alimentos (SAETAE e SUNTORNSUK, 2010).

Em outro estudo interessante se investigou as propriedades funcionais das proteinas
isoladas da torta de semente de J. curcas. O isolamento da proteina foi realizado por extracéo
alcalina seguida por uma precipitacdo isoelétrica, teve propriedades funcionais Unicos na
capacidade de ligacdo a &gua, a atividade de emulséo, e a estabilidade da emulséo, indicando
assim um papel importante em sistemas alimentares. Assim, sugeriu-se a possibilidade de
aplicacdo do produto como molho de salada, maionese, salsicha e produtos a base de carne. A
pesquisa demonstrou que a torta das sementes de J. curcas tem um potencial a ser explorado
como uma novafonte de proteina funcional para aplicaces na alimentagdo humana ou animal.
Outras informacdes e dados referentes aos estudos das propriedades funcionais de proteinas
isoladas a partir de tortas de sementes de J. curcas livre de éster de forbol também podem ser
encontradas na publicacdo original (SAETAE e SUNTORNSUK, 2012).

A toxina "curcina" é considerada uma RIPs (Proteina de Inativacdo de Ribossomos) do
tipo I, uma proteina de cadeia simples; com massa molecular de 28,1 kDa, com rendimento
del,4 mg=100g. A descricdo da purificacdo da curcina e o estudo da sua composic¢ao quimica
preliminar foram realizados com sementes de J. curcas oriundas da cidade de Panzihua, na
China, onde se descreveu a curcina como uma proteina basica principal que constitui cerca
de20% do total de proteinas sollveis extraidas (BARBIERI, 1993). Estudos mais recentes
determinaram que opeso molecular da curcina é 28,2 kDa (Figura 4B) e o Pl de 8.54 (LIN et
al., 2010). A curcina purificada apresentou 251 aminoacidos com a seguinte composicao:
Asx31, Thrl5, Serl6, GIx22, Pro9, Glyl5, Ala22, Val26, Met2, llel4, Leu24, Tyrl4, Phel2,
Lys18, His2, Arg7, Cysl e Trpl. A sequéncia de aminoacidos N-terminal da curcina
purificada pelos pesquisadores foi determinada como A-G/Y-S/K-T/A-P/D-T-L-T-I-T-Y-D-
A-T/A-A-D-K-K-N-Y-A-Q-F-I-K-D-L-R-E-A-F/A-G (aminoacidos de 1 a 32)

Géis de SDS-poliacrilamida da proteina isolada, corados com azul brilhante de
Coomassie R-250 e reagente de Schiff, respectivamente permitiram identificar a curcina, que
foi coradacom o reagentede Schiff. O marcador ndo pdde ser corado quando o gel foi revelado
com o reagentede Schiff, concluindo-se assim que a curcinaéuma glicoproteina. Os teores de

acucar total de glicoproteinas foram 4,91%, quando quantificados utilizando o método
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colorimétrico com acido sulfurico-fenol e empregando a manose como um padrdo (Figura 5)
(LINet al., 2010).

Figura 5 - Perfil cromatografico e eletroforético da curcina extraida das sementes de Jatropha curcas L. (A)
Cromatografiado extrato bruto. A fracdo correspondente ao pico Il foi isolada, liofilizada, e analisada por SDS-
PAGE. (B) Gel da Curcina. Proteina corada com Coomassie (esquerda) e proteinacorada com reagente de Schiff
(direita), (M: marcador de proteina; C: curcina).

(A) (B)

A1

w @
1

A2 Ja - Curcina (28,2kDa)

ABS Value

[

|

|

| ﬁ

—~ \
RNy / l\”’v I‘l

The Order of Tubes

T T
30 40

Fonte: Lin et al. (2010).

5.2 IMPORTANCIA DO OLEO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

As sementes de J. curcas ndo sao apenas uma fonte de matéria prima para producéo de
biodiesel. No passado, o 6leo foi utilizado em lampadas de iluminacdo, sendo também extrai-
do para a producdo de sabdo, no entanto com o desenvolvimento de detergentes sintéticos
mais baratos a producdo diminuiu. Hoje, existem comunidades rurais que continuam a usa-lo
por seu valor medicinal e para producéo local de sab3o. india e paises da Africa usam muito J.
curcas como cerca viva para criacdo de gado. Em Madagascar e Ugandaé plantada para
fornecer suporte fisico para as plantas de baunilha. Porém, seu potencial como um substituto
do combustivel de petroleo tem sido reconhecido, pois ele foi usado durante a Segunda
Guerra Mundial como substituto do diesel em Madagascar, Benine Cabo Verde, enquanto o
seu coproduto, a glicerina, foi valiosa para a fabricagdo de nitroglicerina. O 6leo de J. curcas
possui ainda atividade lipasica, a qual pode catalizar reacGes de transesterificacdo para a pre-
paracdo de biodiesel. (GUBITZ et al., 1999; BRITTAINE e LUTALADIO, 2010;
FROHLICH et al., 2010).

A semente de J.curcas apresenta em torno de 50 a 60% de teor de 6leo, mais do que
outras oleaginosas ndo comestiveis a exemplo da Madhuca indica (Mahua), Pongamia pinna-
ta (Pongamia), Ricinus communis (mamona), Linum usitatissimum (Linhaca), que apresentam
em torno de 35-40, 30-40, 45-50 e 35-45%, respectivamente (KOH e MOHD GHAZI, 2011).
Entretanto, esta composi¢cdo pode variar de cultivar para cultivar, assim como com o método

de extracdo utilizado. No Brasil ao se quantificar o teor de lipideos totais de sementes de J.
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curcas, procedente do municipio de Alagoinhas (BA), em diferentes estadios de maturacéo,
verificaram um aumento de 14% no teor de lipidios totais durante a maturagdo, sendo as mai-
ores porcentagem encontradas nas sementes de coloracdo marrom-amarelo (26.00%) e secos
(23.28%) (PESSOA et al., 2012; SOUZA-JUNIOR et al., 2013).

Em termos de composicao e caracteristicas do 6leo de J.curcas, uma publicacdo, onde
15 dos artigos utilizados para a revisdo apresentavam alguma informagéo em termos de
composicao e caracterizacdo do 6leo, possibilitou uma visdo geral da qualidade do dleo para
producdo de biodisel. Os autores interpretaram estatisticamente os achados e disponibilizaram
uma planilha com o resultado dasanalises (Tabela 4) (ACHTEN et al., 2008).

Tabela 4* - Composicéo de 6leo e caracteristicas de sementes de Jatropha curcas L.

Parametros quantificados Variagdo Média
Densidade (g cm™) 0,860-0,933 0,914
valor calérico (MJkg™) 37,83-42,05 39,63
Ponto de inflamag&o (°C) 210-240 235
Valorde cetano 38,0-51,0 46,3
Numero saponificacdo (mg g™) 102,9 — 209,80 182,8
Viscosidade a 30 °C (cSt) 37,00 - 54,80 46,82
Acidos graxos livres % (Kg Kg™ * 100) 0,18 - 3,40 2,18
Insaponificaveis % (Kg Kg™* * 100) 0,79 -3,80 2,03
indice de iodo (mg iodine g%) 92 - 112 101
indice de acidez (mg KOH g) 0,92 -6,16 3,71
Monoglicerideos % (Kg Kg™ * 100) SD-1,7 ok
Diglicéridos % (Kg Kg™ * 100) 2,50 -2,70 Hhk
Triglicerideos % (Kg Kg™ * 100) 88.20 - 97,30 ol
Residuode carbono % (Kg Kg™ * 100) 0,07 -0,64 0,38
Teor de enxofre % (Kg Kg™ * 100) 0-0,13 Fxk

Fonte: adaptacdo de Achten et al. (2008)

6 ETNOFARMACOLOGIA E EFEITOS BIOLOGICOS DA ESPECIE

O latex de J. curcas possui tanto atividade pro-coagulante, como anticoagulante. As
raizes sdo consideradas diuréticas, anti-inflamatorias e antileucémicas, e as folhas sdo utiliza-
das para combater doencas de pele. Sdo eficazes também contra o reumatismo e possuem po-
der anti-sifilitico (SALAS et al.,1994; OSONIY1 e ONAJOBI, 2003; SHETTY et al., 2006).

* Desvio padréo e nimero de observacdes estdo disponiveis na tabela original (ver publicaco).
*** Dados ndo constam na tabela original; SD — sem dados.
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Atividade molusquicida e larvicida dos diferentes extratos de J. curcas frente a Schis-
tosoma mansoni e S. haematobium também foi verificada. Extratos de J. curcas possuem efei-
to abortivo. A atividade antiinflamatdria do extrato metanolico das raizes na prevencao do
edema de pata induzido por carragenina também foi testada e comprovada. Uma enzima pro-
teolitica extraida do latex apresentou atividade cicatrizante em feridas de ratos. (FROHLICH
etal., 2010).

As sementes sdo utilizadas como purgativo, verificando-se casos de intoxicacdo em
criancas e adultos quando ingerida em excesso, 0 que pode ser perigoso e até fatal. Atribui-se
as propriedades tdxicas do pinhdo a globulina, curcina, e também ao &cido jatropico de toxici-
dade igual ou superior a ricinina. A ingestdo de uma Unica semente fresca pode causar vémito
e diarreia (PEIXOTO, 1973; NUNES, 2007).

Tem sido investigada uma possivel atividade antitumoral em funcéo da presenca da
curcina, onde ja se evidenciou a atividade antimetastatica desta em doses ndo citotdxicas para
0 controle de neoplasias. O efeito antitumoral da curcina foi sugerido num estudo como um
mecanismo relacionado com a atividade da N-glicosidase. Pesquisadores isolaram o latex de
J. curcas, um composto também com atividade antitumoral (curcaciclina A). Esta atividade
foi investigada e comprovada em extratos etandlicos secos de raiz, caule e folhas testados
sobre células tumorais da linhagem HEPG-2. Os mesmos extratos ndo foram citotdxicos
quando avaliados em macréfagos peritoneais (LIN et al., 2002, 2003; MUANGMAN et al.,
2005; LUO et al., 2006; FROHLICH et al., 2010; ROCHA; 2013).

A citotoxicidade dos novos triterpenos descoberto em J. curcas (jatrophalactona,
jatrophalona e jatrophadiquitona) também foi testada contra linhagens celulares selecionadas.
Entre eles, a jatrophalactona exibiu citotoxicidade contra HL-60, SMMC-7721, A-549,MCF-
7, e as linhagens de células SW480 com valores de ICsy de8,5;20,6;19,7;20,1e19,2uM,
respectivamente. As possiveis vias biossintéticas para jatrophalactona, e jatrophadiquitona
séo propostas na publicacdo (LIU et al., 2012).

J.curcas também ¢ utilizada como hipoglicemiante. Estudos relacionados com esta
funcionalidade da planta relataram que o extrato alcodlico desta espécie vegetal pode ativar o
PPAR (peroxisome proliferator activated receptors) que possuem importante fungdo na ho-
meostasia da glicose e do lipideo, o que permite relacionar uma possivel funcdo no tratamento
da diabetes e da dislipidemia (RAU et al., 2006).

Na China, exploraram-se os métodos de purificagdo da curcina extraida de sementes
de J. curcas de Xiamen e analizou a atividade antifungica (HUANG et al., 1991), assim como

ao isolar a curcinadas sementes de J.curcas de Sichuan, revelou-seque ela teve atividade de
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RNA N-glicosidas e quando rRNAs de figado de rato foram tratados simultaneamente com
curcina e anilina (LIN, 2002). Outros estudos mostraram que a curcina exibiu varias
atividades farmacologicas e bioldgicas, tais como atividade pesticida, antifungica e antioxi-
dante (WEI et al., 2004; LIANG et al., 2005; EL DIWANI et al., 2009; GALLEGOS-
TINTORE et al., 2011; ROCHA, 2013;).

7 MARCADORES MOLECULARES EM Jatropha curcas

A J. curcas tem sido muito mais estudada por suas propriedades quimicas e seus em-
pregos medicinais e biocidas, do que agronomicamente (SATURNINO et al., 2005). No con-
texto molecular, como citado anteriormente, estudos com marcadores isoenzimaticos e de
RAPD, por exemplo, podem auxiliar em programas de melhoramento genético. O conheci-
mento da variabilidade genética de diferentes acessos de J. curcas, procedentes de diferentes
locais, é a base para a selecdo de materiais mais produtivos em quantidade e qualidade de 6-
leo, que apresentem resisténcia a pragas e doengas e possam ser utilizados em estudos de me-
Ihoramento genético para a espécie (ABREU et al., 2009).

Alguns estudos sobre a variabilidade genética ja tém sido desenvolvidos, porém ainda
necessitam ser ampliados. Na india, avaliaram o desenvolvimento de mudas em sementeira
(trés meses) e plantas no campo (dois anos), oriundas de sementes coletadas em dez locais
representativos da regido central da india, onde foram verificadas variacbes no contetdo de
6leo das sementes, a depender da procedéncia (GINWAL et al., 2004). Na Tailandia, semen-
tes procedentes de dez provincias diferentes, apresentaram diferencas altamente significativas
para 0 numero médio de folhas de quatro diferentes acessos e para altura de planta em um
acesso de pinhdo-manso (RATREE, 2004). No Brasil estudo desse tipo utilizando diferentes
gendtipos, provenientes de diferentes localidades do pais também javem sendo desenvolvidos
(ABREU et al., 2009; SANTOS, 2011; PESSOA, 2011; PAZETO, 2013).

Pesquisa desenvolvida no Centro de Energia Nuclear na Agricultura (Cena) da USP,
em Piracicaba, caracterizou a variabilidade genética de acessos de J.curcas depositados no
Banco de Germoplasma da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar) utilizando marca-
dores genéticos (microssatélites). Durante este estudo foram coletadas plantas de J. curcasem
todas as regides do Brasil e em alguns paises como Coldmbia, México, China, entre outros
(BRESSAN et al., 2012; 2013).



47

Variedades toxicas e ndo-toxicas foram caracterizadas ao nivel molecular e foram
desenvolvidos marcadores moleculares baseado em PCR para distinguir variedades néo-
toxicasde toxicas ou vice-versa. Os marcadores polimorficos foram identificados utilizando-se
as técnicas de RAPD e AFLP. Um total de 371 marcadores RAPD e 1.442 AFLP foram
analisados. Foram encontrados para cada uma das variedades 56 (15,09%) marcadores RAPD,
238 AFLP (16,49%) especificos. A similaridade genética entre variedades ndo-toxicas e
toxicas foi de 0,92 por RAPD e 0,90 por AFLP (SUDHEER PAMIDIMARRI et al., 2009).

O tamanho do genoma de J. curcas é relativamente pequeno (C=416 Mb)
(CARVALHO et al., 2008) e dentro do contexto molecular um dos estudos que vem sendo
bem desenvolvidos sdo os relacionados com a expressdao de genes. Com o advento das
colecdes de Etiquetas de Sequéncias Expressas (ESTs - Expressed Sequence Tags), 0s estudos
de expressdo génica tornaram-se muito importantes na prospeccdo de genes que atuam
diretamente na protecdo contra o estresse, transducédo de sinal e regulagdo da expressao génica
(SEKI et al., 2002). Nesse contexto, alguns estudos de andlise transcriptoma utilizando
etiquetas de sequéncia expressas (EST) tém sido desenvolvidos com J. curcas (CARVALHO
et al., 2008; YANG et al., 2009; XU et al., 2011; KING et al., 2011; CHEN et al., 2011,
JIANG et al., 2012; GU et al., 2012; ESWARAN et al., 2012).

E possivel encontrar estudos que investigam o aspecto molecular durante o
desenvolvimento de sementes de J. curcas, porém muitos deles estdo relacionados com o0s
genes que estdo envolvidos com acidos graxos e sua vias biossintéticas (GOMES et al., 2010;
CHEN et al., 2011) ou acumulo de reservas nas sementes (JIANG et al., 2012). XU et
al.,2011) investigaram perfis de expressdo temporal de 21 genes de lipideos no
desenvolvimento de sementes de J. curcas e descobriram que 17 genes exibiram expresséo
elevada. Um estudo recente identificou 7009 unigenes a partir de uma biblioteca de cDNA
normalizada de sementes J.curcas em diferentes estadios de desenvolvimento, dos quais, 17
genes que codificam as enzimas para a biossintese de acidos graxos e lipidios e que foram
ainda caracterizados por qRT- PCR (GU et al., 2012).

Buscando-se hoje nos diferentes bancos de dados disponiveis on line referéncias sobre
“Jatropha curcas” ja ¢é possivel encontrar varios estudos com a espécie. Nos bancos de dados
do National Center for Biotechnology Information - NCBI (Estados Unidos, National Library
of Medicine) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), por exemplo, ao pesquisar por “Jatropha cur-
cas” ¢ possivel encontrar mais de 165 mil ocorréncias para a espécie. Destes, mais de 80.000

esta relacionado com a categoria “genoma”, quase 41.000 a “genes” e mais de 33.000 relacio-
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nadas na categoria “proteinas”. Isso pode ser interpretado como 0 interesse da comunidade

cientifica em torno das potencialidades da espécie e suas aplica¢des biotecnoldgicas.

8 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos fisioldgicos ainda necessitam ser melhor elucidado os quais podem ser
agregadas informacGes bioquimicas e moleculares que sempre possibilitam uma explicacdo
mais consistente sobre o0 comportamento da planta.

Estudos de armazenamento de sementes, ainda necessitam ser continuados para que se
possa estabelecer um consenso das melhores condigdes levando em consideragdo parametros
para a manutencdo da viabilidade das sementes em longo prazo, pois estas informagdes seréo
bastante Uteis programas que visam a produc¢éo da cultura.

A procura por substancias farmacologicamente ativas tem aumentado consideravel-
mente em J.curcas. Atualmente diversos grupos de pesquisa se dedicam ao estudo da ativida-
de bioldgica de uma determinada classe de principios ativos, utilizando a estratégia de modi-
ficacdo molecular para compreender seu mecanismo de acdo, de maneira a permitir o desen-
volvimento de medicamentos sintéticos mais seguros.

A continuidade de estudos bioquimicos e moleculares como, por exemplo, a
investigacdo do estresse oxidativo, a expressao de enzimas antioxidantes sob efeito de agentes
abidticos induzidos, assim como de genes responsivos a estresse podem ser muito uteis para a
compreensdo do mecanismo de ajuste desta espécie a condi¢Ges adversas. Além do mais a
investigacdo da expressdo de genes envolvidos no estresse oxidativo de determinados fatores
abidticos induzidos sdo essenciais para compreender os fatores genéticos que regulam a
biossintese deles, assim como, fornecer informagdes relevantes que possam ser Uteis na
elaboracéo de futuros projetos com foco em programas de melhoramento genético da espécie,

assim como estudos que visem sua aplicacdo biotecnoldgica.
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CAPITULO Il

FISIOLOGIA DA GERMINACAO DE SEMENTES DE Jatropha curcas L.

RESUMO

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae), espécie de uso maltiplo utilizada na medicina
popular por constituir uma fonte de metabdlicos secundarios de importancia medicinal além
de caracteristicas desejaveis para a producéo de biodiesel. E cultivada como cerca viva, para
recuperacdo de terrenos baldios e na fabricacdo de sabdo e tinta. No entanto, muitos aspectos
relacionados a sua fisiologia ainda necessitam ser elucidados. O presente estudo objetivou
caracterizar sementes de J.curcas de diferentes genétipos e conduzir diferentes ensaios, a fim
de se obter informacdes fisioldgicas que contribuissem de forma experimental e aplicada nas
investigacOes sobre a espécie. A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que
sementes de J. curcas apresentam em média 627.52 mm3, 0.65 g por sementes e 646.48 g 0
peso de mil sementes. Os genotipos avaliados apresentaram boa qualidade e verificou-se que
a reducdo do teor de agua pode promover a melhoria da germinabilidade. A remocdo do
tegumento das sementes acelera a germinacdo, porém produzem plantulas anormais quando
comparadas as plantulas oriundas de sementes germinadas com tegumento, podendo indicar
que a embebicdo irrestrita é prejudicial para o desenvolvimento posterior.A temperatura étima
de germinacdo para a espécie é 30°C, entretando as semente germinam bem na faixa de 25 a
35°C, sendo que 40°C representou uma temperatura de estresse. As sementes
demonstraramsensibilidade a restricdo hidrica no estadio inicial do seu desenvolvimento. A
técnica de priming ndo promoveu melhoria na germinacdo nas condigdes testadas, porém

apresentou um indicativo de melhoria em ternos de desenvolvimento de plantula.

Palavras-chave: Curva de embebigéo. Screnning térmico. Screnning hidrico.Priming.
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GERMINATION PHYSIOLOGY OF Jatropha curcas L. SEEDS

ABSTRACT

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) is a species used for multiple purposes, being cultivated
as hedges and recovery of waste land, as well as used in folk medicine, besides containing oil
in its seeds for the production of soap, paint and biodiesel. However, many aspects of its
physiology still need to be elucidated in order to develop the cultivation and its commercial
exploitation. This study aimed to characterize and to obtain physiological information from
different accessions of J. curcas seeds in order to assist the development of its cultivation and
commercial use. The results show that seeds of J. curcas have in average 627.52 mms3,
individual weigh of 0.65 g and 646.48 g in thousand seeds weight. The accessions showed
seeds with good physiological quality, and it was possible to verify the effect of reduction of
moisture content in improving germinability. While removal of the seed coat had accelerated
germination, The removal of the seed coat accelerates germination, but produce abnormal
seedlings when compared the seedlings grown from seeds germinated with coat, which may
indicate that the imbibition unrestricted is detrimental for the further development.. The
optimum temperature for the species was 30 °C, while seeds germinated well in the range 25
to 35 °C, whereas 40 °C indicated stress and significant detriment in germination. The seeds
were sensitive to water restriction, and the ‘priming' technique did not result in improvement
of the germinability parameters in the tested conditions, although some indicative

improvement effect on the development of seedlings.

Keywords: Imbibition curve.Thermal screnning. Hydric screnning. Priming.
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1 INTRODUCAO

A Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae), popularmente conhecida como pinhdo-manso,
apesar de ter seu verdadeiro centro de origem ainda desconhecido, aponta-se 0 México e
América Central como possibilidade. E amplamente distribuidana América Central, Africa e
Asia e no Brasil, sua distribuicdo geografica é bastante vasta, devido a sua rusticidade,
resisténcia a longas estiagens, sendo adaptavel a condi¢Bes edafoclimaticas muito variaveis,
ocorrendo desde a regido Nordeste, Sudeste e no estado do Parana. E uma planta perene de
crescimento arbustivo, podendo chegar até quatro metros de altura (ARRUDA et al., 2004;
SATURNINO et al., 2005; VANZOLINI et al., 2010).

E utilizada na medicina popular por constituir uma fonte de metabélicos secundarios
de importancia medicinal. As suas sementes sdo ricas em &cidos graxos e possuem
caracteristicas desejaveis para a producéo de biodiesel. E cultivada muitas vezes como cerca
viva, para uso em recuperacdo de terrenos baldios e terras secas, € também utilizada na
fabricacdo de sabdo e tinta, popularmente € frequentemente usada como purgativo, no
tratamento de pele, hidropisia, gota, paralisia e reumatismo. Por esta razdo, a espécie
apresenta alto potencial comercial, tanto para producdo de bio-energia quanto para a indUstria
de biofarmacos (MELO et al., 2006; DEBNATH e BISEN, 2008).

Alguns estudos fisiologicos tém sido conduzidos com sementes de J. curcas como: de
armazenamento, analises de crescimento e desenvolvimento, teste de envelhecimento acelera-
do, e teste de tetrazélio, analise de raios X, avaliacdo da germinacao e do vigor em condicGes
6tima e alguns quando submetidas a fatores de estresse (salinidade, deficit hidrico), entre ou-
tros. Entretanto ainda nédo foi estabelecido um padrdo para conducdo de testes com a espécie,
representando assim um aspecto relevante a ser elucidado.

Experimentalmente é comum se utilizarem as sementes, para estudos em campo, casa
de vegetacdo ou laboratorio. Inicialmente elas passam por caracterizagdes iniciais para se ter
nogdo e um registro da qualidade inicial do gendtipo ou acesso a ser estudo, onde séo realiza-
das analises padrbes como determinagdo do grau de umidade (teor de agua), teste de conduti-
vidade elétrica, biometria, peso de mil sementes, teste de sanidade, teste de raios X, teste de
germinacdo, entre outros. A depender do objetivo executam-se outras analises recomendadas
pelas “Regras para Andlises de Sementes (RAS)” (BRASIL, 2009) ou das regras da “Interna-
tional Seeds Testing Association” (ISTA), reconhecida internacionalmente porestabelecer o

padrdo paraa qualidade das sementes. Como ndo existem nas RAS recomendagdes para
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avaliar as sementes de pinhdo-manso, apesar da espécie ja ser considerada comercial segundo
Instrucdo Normativa do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), tem-
se utilizado muitas vezes a metodologia indicada para sementes de Ricinnus comunnis (ma-
mona), principalmente se os estudos forem voltados para area de tecnologia de sementes. A-
nalises experimentais que visam outra abordagem utilizam metodologias especializadas e a-
justadas para o estudo de interesse.

Estudos voltados sejampara a avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes, ou rela-
cionados a fisiologia da planta, utilizam frequentemente o teste de germina¢do como um dos-
principais parametros para andlise, pois este permite conhecer o potencial de germinabilidade
de um gendtipo em condicBes favoraveis e os resultados do teste sdo utilizados para determi-
nar a taxa de semeadura, comparar o valor de genotipos para possivel a comercializacao, as-
sim como possibilita a obtencao de resultados comparaveis entre laboratérios (CARVALHO e
NAKAGAWA, 2000). O potencial de desempenho das sementes esta expresso nas caracteris-
ticas genéticas, fisicas, fisioldgicas e sanitérias e os testes de germinacdo podem funcionar
como um instrumento de resposta da expressdo dessas caracteristicas (MARCOS FILHO,
2005).

Classicamente, a germinacéo é conceituada como um fendmeno biol6gico que botani-
camente pode ser considerado como a retomada do crescimento do embrido, com 0 conse-
quente rompimento do tegumento pela radicula (LABOURIAU, 1983). De acordo com o cri-
tério fisiologico, a germinacdo é completada quando uma parte do embrido, em geral, a radi-
cula, penetra e atravessa 0s tecidos que o envolvem. Existem outros critérios de germinacéo,
como a curvatura gravitropica da radicula ou a emergéncia da plantula através da superficie
do solo (critério agronémico ou tecnolégico) (KERBAUY, 2004). A retomada do crescimento
do embrido (germinacdo) é dependente de fatores bioticos, intrinsecos a prdpria semente, e
abioticos, como luz, temperatura, agua e oxigénio, afetam diferentemente a germinacdo
(BASKIN e BASKIN, 1998; BEWLEY e BLACK, 1994).

Dentre estes fatores é importante destacar a temperatura e a &gua. A temperatura regu-
la a germinacdo em varias formas: determina a capacidade de germinagdo (porcentagem fi-
nal), a velocidade de germinacdo (tempo para primeira contagem e contagem final) e, em al-
gumas espécies, pode superar uma dorméncia primaria e/ou secundaria ou induzir uma dor-
méncia secundaria. As temperaturas cardeais limitam a faixa de temperatura onde a germina-
cao ocorre e, definem as condi¢des 6timas do processo. O fornecimento de &gua é condicao
essencial para que as sementes iniciem a germinacgdo e as plantulas se desenvolvam normal-
mente. (LIMA JUNIOR, 2010).
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Cada fator ambiental pode atuar por si ou em interacdo com os demais. No processo de
germinagdo, a agua e o fator que exerce a mais determinante influéncia, pois, da absorcéo de
agua resulta a reidratacdo dos tecidos com consequente intensificacdo da respiracdo e de todas
as outras atividades metabolicas, que culminam com o fornecimento de energia e nutrientes
necessarios para a retomada do crescimento, por parte do eixo embrionario. (NASSIF et al.,
1998).

Em termos germinativos, sabe-se que o pinhdo-manso é adaptavel a uma ampla faixa
climatica, temperaturas entre 18 a 28,5°C, altitudes do nivel do mar a cerca de 1.000 metros e
precipitacdo média de 480 a 2.380 mm (BELTRAO e CARTAXO, 2006). Isto pode justificar
a variacao de resultados encontrados na literatura referente a ideal temperatura para conducéo
de testes de germinacdo em laboratdrio. Estudos experimentais tém sido desenvolvidos com
indicacdo dos testes a temperatura alternada entre 25-30°C (MORAIS, 2008), outros reco-
mendam que seja realizado sob temperatura alternada 20-30°C (MARTINS et al., 2008) em
substrato areia ou papel. Outras investigacfes obtiveram o potencial maximo de germinacéo e
maior vigor de plantulas a 25°C sem necessidade de pré tratamento germinativo (MOTA et
al., 2012), enquanto outras apontam que a temperatura 6tima registrada no experimento foi de
30°C e o melhor substrato foi a vermiculita (GAIROLLA et al., 2011; WINDAUER et al.,
2012).

Outro aspecto fisioldgico importante e muito estudado pela comunidade cientifica é a
capacidade de plantas se desenvolverem em condic¢des de estresse. Com relacdo ao cultivo em
campo de sementes de J. curcas, verifica-se que sob déficit hidrico, as sementes podem ger-
minar, porém ndo emergem. Isso demonstra que apesar de ser considerada uma planta de ele-
vada resisténcia a periodos de estiagem, tém-se verificado que a disponibilidade de agua é um
fator limitante, sendo essencial na fase inicial, principalmente na emergéncia das plantulas
(ALBUQUERQUE et al., 2008). Esse comportamento foi investigado por alguns autores em
J. curcas, os quais demonstraram uma sensibilidade das sementes desta espécie tanto ao es-
tresse hidrico como ao estresse salino pelo menos nos estagios iniciais do desenvolvimento,
(LOUREIRO et al., 2007; ANDREO-SOUZA et al., 2010; SILVA et al., 2010; NIU et al.,
2012)

Diante do exposto € possivel verificar que os estudos de germinagdo de sementes séo
bastante Uteis seja para ampliar os conhecimentos fisiologicos sobre a espécie estudada, co-
mo, por exemplo, para verificar a resposta de germinagdo a fatores ambientais, causas de
dorméncia e métodos de superacdo, obter conhecimentos morfoldgicos, acompanhar o desen-

volvimento do embrido e da plantula, verificar estadios de maturacao das sementes e do efeito
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do processamento e armazenamento sobre a qualidade de sementes (BASKIN e BASKIN,
1998).

Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi caracterizar sementes de Jatropha
curcas L. de diferentes gendtipose conduzir diferentes ensaios fisiologicos como: avaliacdo
do efeito do teor de 4gua na germinacdo; curva de embebicdo; screening térmicos, screening
osmatico, embebicdo controlada (priming), a fim de se obter informagdes fisiologicos

relevantes que contribuam de forma experimental e aplicada nas investigacdes com a especie.

2 METODOLOGIA

As analises foram conduzidas no Laboratério de Bioquimica, Biotecnologia,
Bioprodutos — LBBB, localizado na Universidade Federal da Bahia (Salvador-BA / Brasil) e
nos Laboratorios do Millenium Seed Bank, localizado no Royal Botanic Gardens — Kew (MSB

Kew, Wakehurst Place), Inglaterra, UK.

2.1 MATERIAL BIOLOGICO E AREAS DE COLETA

O estudo foi desenvolvido utilizando-se lotes de sementes de J. curcas (pinh&o-
manso)de trés gendtipos com diferentes procedéncias, sendo dois procedentes de estados da
regido nordeste (Bahia e Alagoas) e um da regido sudeste (Minas Gerais) do Brasil (Figura 1).

Apds recebimento dos lotes de sementes de cada localidade estas foram armazenadas
em sacos de papel e mantidas a temperatura ambiente de laboratorio (21+2°C) até a
caracterizacdo inicial de cada lote, apds este procedimento os lotes foram mantidos
armazenadas em camara seca sob condic¢Ges controladas de 15°C e 15% de umidade relativa
do ar.

O primeiro lote de trabalho recebido, constituide gendtipos coletadosa partir de
matrizes cultivadas na estacdo experimental da Empresa Baiana de Desenvolvimento
Agricola— EBDA (Genotipo Alagoinhas 2012), localizada no municipio de Alagoinhas—BA,
Litoral Norte do estado da Bahia, situado entre as coordenadas 12.08°-12.10° de latitude sul e
38.26°-38.30° de longitude oeste (SANTOS et al., 2007). O segundo lote foi representado
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porgenotiposrecebidospela Empresa de Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais - EPAMIG
(Gendtipo Minas Gerais 2012), e as sementes foram coletadas em um campo experimental
localizado na Fazenda Experimental do Vale do Piranga no municipio de Oratorios, zona da
mata de Minas Gerais. As sementes foram enviadas em sublotes com a informacdo de serem
sementes coletadas de plantas que foram cultivas por diferentes formas de propagacao
(estaquia, enxertia, mudas e semeadura direta). Apds chegar ao LBBB foi realizada
caracterizacdo do lote e como ndo havia muita diferenciacdo entre os sublotes em termos de
teor de agua e germinabilidade inicial, todas as sementes foram misturadas compondo um
unico lote de trabalho. Por fim, o terceiro lote de trabalho, representa os gendtipos procedente
do estado de Alagoas (Gendtipo Alagoas 2013), coletadas no Centro de Ciéncias Agrarias,
da Universidade Federal de Alagoas, Cidade de Rio Largo (AL), a partir de matrizes de um
plantio experimental com 350 plantas com idade de sete anos, estando a area decoleta,

segundo informacdo do remetente, situada nas coordenadas geogréficas de 9,47°S e 35,83°W.

Figura 1- Regides de coleta dos gendtipos de Jatropha curcas L.utilizados no estudo. (A ) Genotipo Alagoinhas
2012; (e) Gendtipo Minas Gerais 2012 e (#) Gendtipo Alagoas 2013.
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Jatrophacurcasi.

Fonte: adaptado de: http://portal.mte.gov.br/mte/images/imgs/sistemas/mapa.gif. Acesso em: 20 jul. 2014
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Para conhecer as condic¢des climéticas das areas de coleta foram utilizados informa-
¢cOes do banco de dados meteoroldgicos do Instituto Nacional de Meteorologia — INMET
(http://www.inmet.gov.br), no qual se coletaram as coordenadas geogréaficas, altitude da area
e dados das medidas de temperatura e precipitacdo no periodo de um ano, de forma a incluir o
ano da safra das sementes coletadas do periodo de coleta de cada gendtipo. Estas informacGes
correspondem as medidas coletadas das estagdes meteorolégicas mais proximas das localida-

des de coleta dos gendtipos (Tabela 1).

Tabela 1 — Dados de coleta para diferentes genotipos de Jatropha curcas L. e informagdes das estacbes meteoro-
I6gicas proximas as areas de coleta.

Genotipos
Dados coletados Alagoinhas 2012 Minas Gerais 2012  Alagoas 2013
Periodo da coleta das sementes Set./2012 Fev. a Abril/ 2012 Jun. a Jul./2013
Periodo de recebimento do lote Set./2012 Out./2012 Set./2013

Periodo de coleta dos dados

meteoroldgicos

Estacdo meteorologica INMET  Alagoinhas 83249 Almenara A508 Macéio A303
Coordenadas geograficas
informadas

Coordenadas geograficas da
estacdo meteoroldgica INMET

Jan./12 a Jan./13 Jul./11 a Jul./12 Jul./12 a Jul./13

12°10° S 38°30°W NI* 9°47°S 35°83°’W

12°15°S 38°43’W  16°16° S 40°68°W  9955° S 35°77°W

Altitude (m) 131 189 84
Minima 18 18 21

Temperatura (°C) Média 25 34 26
Maxima 33 26 31

Precipitagdo Anual Total (mm) 591 409 1189

Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia - INMET. http://www.inmet.gov.br . NI: Nao Informado

Como as coletas foram realizadas em diferentes periodos, nem todas as analises foram
realizadas com todos o0s genotipos. A metodologia especifica para cada etapa do trabalho sera

descrita nos topicos seguintes.

2.2 CARACTERIZACAO DA QUALIDADE INICIAL DE SEMENTES

Para a caracterizacdo dos gendtiposforam mensurados o peso de mil sementes,

determinacdo do teor de aguadas sementes e teste de germinagdo. O teor de &gua e a


http://www.inmet.gov.br/
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germinacdo foram novamente registrados em alguns periodos ao longo do armazenamento
para verificagdo da viabilidade dos mesmos.

O peso individual e de mil sementes foi determinado por pesagens que foram
realizadas em balanca analitica. A determinacdo do teor de &gua (grau de umidade) foi
realizada utilizando o método de secagem em estufa a 105 £ 3°C, por 24 horas, sendo 0s
resultados expressos em porcentagem de umidade calculada na base do peso Umido. O teste
de germinacdo para caracterizacdo inicial foi conduzindo em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com cinco repeticbes de 20 sementes, conduzido em germinadores
ajustados inicialmente a temperatura de 25°C sem fotoperiodo. Um screening térmico foi
conduzido posteriormente para obtencdo da temperatura Otima de germinacdo para cada
gendtipo. A determinacdo do teor de agua e os testes de germinacdo foram realizados de
acordo com as Regras para Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009).

A biometria das sementes foi realizada com auxilio de paquimetro digital,
mensurando-se largura, altura e espessura e calculando-se o volume para obtencdo da
dimensdo real da semente.

Tanto as pesagens das sementes individualizadas quanto a biometria foi realizada em
amostras de 100 sementes por genétipo. O volume foi calculado aplicando-se a férmula
matematica:

V = 1*(comp./2)*(larg./2)*(espess./2)].

2.3 AVALIACAO DO EFEITO DO TEOR DE AGUA NA GERMINACAO

Devido a baixa germinabilidade verificada no inicio dos experimentos com o0s
genotipos Alagoinhas 2012 e Minas Gerais 2012, quando o terceiro genotipo foi recebido
(Alagoas 2013) em 2013 buscou-se monitorar o teor de agua das sementes comparando-se
com os dados de germinacdo. Apés a caracterizacdo inicial do lote, as sementes foram
acondicionadas em sacos plasticos (mantidos abertos), acomodados em um caixote plastico,

armazenadas em uma camara seca com temperatura de 15°C e umidade relativa do ar de 15%.



67

2.4 CURVA DE EMBEBICAO

O experimento foi conduzido com sementes, com e sem tegumento, dos gendtipos A-
lagoinhas 2012 e Minas Gerais 2012. Utilizaram-se 18 sementes de cada genotipo (amostra de
conveniéncia), dispostas individualmente em placas de petri plastica (48 x 12 mm) sobre duas
folhas de papel filtro umedecidas inicialmente com 3 mL de &gua ultrapura (Milli-Q). Oger-
minador foi ajustado para temperatura constante de 25°C com fotoperiodo de 8 horas. Todas
as sementes foram pesadas antes do inicio da embebicdo (semente seca) para obtencdo do
peso inicial (Oh). As placas de petri com as sementes foram colocadas em caixas plasticas
retangulares com tampa contendo papel toalha umedecidas na parte inferior da tampa para
manutencdo da umidade da caixa. As sementes foram pesadas diariamente de 7 as 20 h por
um periodo total de aproximadamente 120 horas (5 dias). As pesagens foram realizadas indi-
vidualmente tendo-se o cuidado de retirar cada gen6tipo por vez do germinador para minimi-
zar 0 tempo de exposicao das sementes a temperatura do laboratério. Nos dois primeiros dias,
as pesagens foram realizadas de uma em uma hora durante 15 horas consecutivas, a partir do
terceiro dia, de duas em duas horas e algumas vezes de trés em trés horas. Apds iniciada a
germinacao as pesagens foram realizadas 4 vezes ao dia até estabele¢do da curva.

Foi gerado um gréfico por categorias: (1) sementes germinadas, (2) sementes que
romperam o tegumento, mas ndo germinaram e (3) sementes que ndo romperam o0 tegumento
(ndo germinadas), registradas durante as pesagens e plotadas no grafico a partir das médias
das pesagens obtidas em cada categoria nos periodos de embebicdo aferidos. A curva padrédo
trifasica para cada gendtipo foi construida com os valores médios das pesagens das sementes

que concluiram o processo germinativo em funcdo das horas de embebicéo.

2.5 SCREENING TERMICO E SCREENING OSMOTICO

Todos os testes de germinagdo dos ensaios que serdo descritos a seguir foram condu-
zidos em delineamento experimental inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cdes de 20
sementes por tratamento de cada genotipo. As sementes foram dispostas uniformemente sobre
uma folha papel germitest em caixas plasticas retangulares e embebidas inicialmente com 25

mL de agua destilada ou com as solugdes de polietilenoglicol 8000 (PEG 8000).
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As avaliacOes foram realizadas diariamente durante 10 dias registrando-se o tempo de
embebicéo e contabilizando-se de forma acumulada as sementes germinadas. Considerou-se
germinadas sementes com emissdo de raiz a partir de 2 mm. Imagens fotograficas foram cap-
turadas de uma amostragem de plantulas normais, retiradas do teste no 7° dia e das plantulas
anormais ao final do teste, no 10° dia.

As pléntulas foram avaliadas conforme descricdo da RAS (BRASIL, 2009), onde se
considera as plantulas normais, aquelas que apresentam as suas estruturas essenciais presentes
e mostram potencial para continuar seu desenvolvimento e darorigem a plantas no campo,
quando desenvolvidas sob condicGes favoraveis e estando de acordo com as categorias preco-
nizadas pelas regras (plantulas intactas, com pequenos defeitos e as com infec¢des secunda-
rias). As plantulas sdo classificadas como anormais quando estdo: (1) danifica-
das,comqualquer uma das suas estruturas essenciaisausentes ou tdo danificadas que naopossa
ocorrer desenvolvimento proporcional; (2) deformadas, com desenvolvimento fraco, ou com
disturbios fisiolégicos, ou com estruturas essenciais deformadas, ou desproporcionais e (3)
deterioradas,com qualquer uma de suas estruturas essenciais muito infectadas ou muito dete-
rioradas, como resultado de uma infeccdo primaria (da propria semente), que comprometa o
seu desenvolvimento normal.

Os parametros avaliados estatisticamente foram: porcentagem de germinacao (emissao

de radicula), taxa de germinacéo (T50) e de uniformidade (T80-20).

2.5.1 Screening Térmico

As sementes foram semeadas em agua a temperaturas constantes de 20, 25, 30, 35 e
40°C com fotoperiodo de 8 horas. Conduziram-se dois ensaios: (1) Ensaio 1, onde utilizou-se
apenas 0s gendtipos Alagoinhas 2012 e Minas Gerais 2012 e o teste foi conduzido com se-
mentes sem tegumento a temperatura de 15°C foi adiciona ao teste; (2) Ensaio 2, onde utiliza-
ram-se além dos dois genotipos anteriores, o gendtipo Alagoas 2013 e o teste foi conduzido

com sementes com tegumento.
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2.5.2. Screening Osmatico

O experimento foi conduzido com sementes com tegumento dos gendtipos Alagoinhas
2012 e Minas Gerais 2012, onde foram testados os potenciais osméticos de 0.0 (controle), -
0.2,-0.4, -0.6, -0.8, -1.0, -1.2 e -1.4 MPa, simulados com solugéo de polietilenoglicol 8000
(PEG 8000) diluida em &gua destilada para obtencédo dos respectivos potenciais para a tempe-
ratura de 30°C (temperatura 6tima estabelecida a partir doscreening térmico) de acordocom
Villela et al. (1991). Durante as avaliagdes, as sementes germinadas foram removidas do teste
e a solugdo osmatica trocada a cada dois dias para manutencdo do potencial osmotico e evitar

contaminacao por fungos.

2.6 EMBEBICAO CONTROLADA (priming)

O experimento foi conduzido com sementes com tegumento dos genotipos Alagoinhas
2012 e Minas Gerais 2012. A terminologia embebicdo controlada foi utilizada, pois o condi-
cionamento osmético foi realizado adicionando-se a solu¢do osmética sobre as sementesdis-
postas em caixas plasticas contendo papel germitest, ndo necessitando neste caso nenhum
sistema de oxigenacdo utilizada em outras técnicas. Além disso, o experimento conduzido
utilizou as estapas de embebicéo controlada (hidratacdo) e secagem (desidratacdo), preconiza-
dos pela técnica de priming, a qual se denominara a partir de agora.

Com base nos resultados obtidos a partir dos experimentos de screnning térmico e 0s-
motico, a embebicdo controlada foi realizada utilizando-se o potencial -0.6 MPa / 30 °C, si-
mulada com solugdo de PEG 8000. Foram testados 2 tempo de condicionamento (2 e 7 dias).
Apos cada tempo de embebicdo as sementes foram retiradas da solugdo osmotica e submeti-
das a secagem até obtencao de peso constante. O procedimento de secagem foi realizado sepa-
rando-se cinco sementes de cada repeticdo, as quais foram colocadas individualmente em en-
velopes de papel e pesadas diariamente até atingirem o peso constante. As outras sementes da
repeticdo foram mantidas em placas de petri e também pesadas, porém em conjunto. Durante
o periodo de secagem as sementes foram mantidas uma sala comtemperatura e umidade con-

trolada (15°C e 15% UR). Apo6s a embebicdo e secagem foram conduzido teste de germinacao
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em &gua nas temperaturas constantes de 20, 30 e 40°C, todos com fotoperiodo de 8 horas € a

germinacédo avaliada como descrito anteiormente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DOS GENOTIPOS

Analisando-se as dimensbes das sementes foi possivel verificar diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao comprimento das sementes para 0s trés
genotipos. Para largura ndo de verificou diferenca estatistica e para a espessura houve apenas
diferenca quandos comparados ao gendtipo Alagoinhas 2012. Analisando-se 0 volume das
sementes, também se verificou diferencas significativas para as sementes do gendtipo
Alagoinhas 2012, em relacdo aos outros dois gendétipos, sendo estas de menor volume e,
consequentemente menor peso individual e menor peso de mil sementes. De forma geral para
estes genotipos sementes de pinhdo-manso apresentaram em média 627,5 mm3 de volume,
cada semente pode pesar em media 0,7 g e 0 peso de mil sementes médio de 646,5 g (Tabela
2).

Tabela 2° - Caracterizagdo de sementes de genétipos de Jatropha curcas L.

Genotipos
Parametros Alagoinhas Mlngs Alagoas MR %V
2012 Gerais 2013 Geral (%)
2012
Comprimento (mm) Med. 17,3+0,9c 18,0+0,9a 17,7 +1,0b 17,7 51*
Largura (mm) Med. 10,8 +0,5a 10,7+0,6a 10,6+05a 10,7 4,9™
Espessura (mm) Med. 8,3+0,4b 85+05a 8,5 +0,6a 8,4 6,1*
Min. 419,9 4429 394,0 394,1
Volume (mm?®) Med. 605,9+683b 646,2+74,8a 630,5+89,2a 627,5 12,4*
Max. 824.3 786.9 870.7 870.7
Min. 0,4 0,3 0,3 0,3
Peso / sementes () Med. 0,6 +0,1b 0,7+0,1a 0,7 £0,1a 0,7 18,3
Max. 0.8 0.9 0.9 0.9
Peso de mil sementes (g)** 604,6+ 1,4 663,5+ 1,5 671,3+1,3  646,5 5,6
Teor de agua Inicial (%) 7,9+0,2a 7,2+0,2a 9,0+0,2b 8,0 2,3*
Germinacao Inicial (%) 25°C 33a 50a 567 45 25*

S*significativo a 5%, ns — néo significativo para o teste F.

**Peso de mil ndo tem comparagdo de média, pois ndo foi realizada em repeticdes (seguiu recomendacdes das
RAS).Médias seguidas pelas mesmas letras na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%
de significancia.
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Em relacdo a qualidade fisiol6gica das sementes, 0s genotipos quando recém chegados
ao laboratdrio apresentavam germinabilidade baixa, conforme demonstrada na tabela 2, a qual
foi melhorada apo6s adiminuicédo do teor de 4gua e quando mantidos em armazenamento com
temperatura e umidade controlada (15°C e 15% UR). O genotipo Alagoinhas 2012 apresenta-
va 33% de germinacdo quando as sementes tinham em média 7.9% de teor de agua, 0 genoti-
po Minas Gerais 2012, 50% de germinagdo quando tinham 7.2% de teor de &gua e no gendti-
po Alagoas 2013 registrou-se 56% de germinagdo quando as sementes tinham 9.0% de teor de
agua. Apos a diminuicdo do teor de agua, 0s gendtipos apresentaram 90, 73 e 86% quandoa-
tingiram respectivamente 5.7, 5.5 e 5.0% de teor de agua (Figura 2). Apesar do teor de agua
inicial verificado ser considerado adequado para manter a qualidade de sementes ortodoxas,
como séo as de J. curcas, os dados apresentados indicam os teores de umidade mais baixo
melhorou a germinabilidade e mantiveram a viabilidade das sementes.

Vale resaltar que a diferenga do teor de 4gua dos genoétipos Alagoinhas 2012 e Minas
Gerais 2012em relagdo ao do gendtipo de Alagoas 2013 na determinacdo realizada em no-
vembro de 2013 se da devido ao tempo em que as sementes permaneceram nas condicfes de
armazenamento controladas, relata anteriormente. Os dois primeiro genotipos ja se encontra-

vam armazenados a sete meses, ao passo que o0 genotipo Alagoas 2013 apenas um més.

Figura 2 - Teor de agua e germinagdo dos genétipos de Jatropha curcas L. (A) Teor de 4gua ao longo do arma-
zenamento*; (B) Germinag&o inicial e ap6s diminuicdo do teor de &gua de cada lote.

* A Determinagdo do teor de &gua inicial para o gendtipo Alagoinhas 2012 foi realizada em setembro de 2012, a do gendti-
po Minas Gerais 2012 foi outubro de 2012 e a do gend6tipo Alagoas 2013 foi setembro de 2013.
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Experimentos que buscaram estabelecer as condi¢des mais adequadas para 0 armaze-

namento das sementes de pinhdo-manso tém sido desenvolvidos e 0 que se relata € que ha
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uma reducdo natural na germinacdo e vigor das sementes durante o armazenamento
(SEVERINO et al., 2006; JOCKER e JEPSEN, 2003; PEREIRA et al., 2013).

Para manter a qualidade de sementes ortodoxas as melhores condi¢fes sdo de baixa
umidade relativa do ar e baixa temperatura, por reduzirem a atividade metabdlica do embrido
e a deterioracdo (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). Segundo Pereira et al. (2013),
sementes de plantas oleaginosas, como a J. curcas sdo muito propensos a degradacdo e sendo
assim de dificil preservacdo durante o armazenamento. A preservacao é dificil em relacdo a
outras sementes, uma vez que lipidos sdo quimicamente menos estaveis do que as
moléculasdo amido. Por esta razédo, a peroxidacgdo de lipidios é freqlientemente relatado como
uma dos principais causas de deterioracdo das sementes.

3.2 AVALIACAO DO EFEITO DO TEOR DE AGUA NA GERMINACAO

Ao se verificar o possivel efeito do teor de &gua sobre a germinabilidade dos
gendtipos, quando se iniciaram as analises com o gendtipo Alagoas 2013, buscou-se
monitorar a germinacao das sementes associando ao teor de agua ap6s 0 armazenamento nas
condicdes controladas (15°C e 15% RH) que propiciou a diminuicdo da umidade das
sementes.

A partir dos dados obtidos, pode se verificar que a relacdo entre o teor de agua e o
tempo de armazenagem em camara seca apresentaram diferencas estatisticas significativas,
demonstrando que o tempo de permanéncia em camara seca nas condi¢es controladas pro-
moveu a reducdo do grau de umidade das sementes em torno de 33% (Figura 3A). A relacéo
entre as taxa de germinacao final e o teor de agua durante os periodos avaliados também apre-
sentaram diferencas estatisticamente significativa, principalmente quando comparado ao teor
de &gua e germinac&oinicial (9.04% de teor de agua e 63% de germinacdo), demonstrando
assim que a reducdo do grau de umidade das sementes melhorou a germinacdo do gendtipo
estudado (Figura 3B).
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Figura 3 - Influéncia do teor de agua na germinabilidade de sementes de Jatropha curcas L. (Gendtipo Alagoas
2013). (A) Teor de agua ao longo do tempo; (B) Germinacdo com diferentes teores de umidade. Condicoes de
armazenamento: 15°C e 15% UR. Teste de germinagéo conduzido a 30°C com fotoperiodo de 8 horas.
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Fonte: Pesquisa da autora

Apesar deste ndo ser um experimento de armazenamentos o0s achados aqui
apresentados corrobora com dados publicados encontrados neste tipo de estudo, ao passo que
existe uma relacdo entre a viabilidade das sementes e a manutencdo de teores de umidade
baixo ao longo do armazenamento, o que, comocitada anteiormente, reduzirem a atividade
metabdlica do embrido e evitam efeitos bioquimicos que levam a deterioracdo de sementes, a
exemplo da peroxidase lipidica.

Pereira et al. (2013), estudando as condi¢cdes de armazenamento em sementes de J.
curcas e verificaram que independente de condi¢des ambientais e do tipo de embalagem a
qualidade fisioldgica das sementes foi maior apés o0 armazenamento em camara fria (x5°Ce
60% UR), em embalagens de saco de papel Kraft ou polipropileno trangado ou quando manti-
das em ambiente (condicGes de laboratorio, a £ 25°C e £ 76% UR) dentro de tambor de pape-
ld0. O teor de agua das sementes verificado no inicio do armazenamento estava em cerca de
7%, mas ap0s o terceiro més de armazenamento até o 12° més houve um aumento no
conteddode umidade das sementes, em todos 0s tratamentos apresentando variacdes entre
8,8% e 9,6%. Isso pode nos deixar uma evidéncia de que a viabilidade pode ter sido perdida
em funcdo do aumento do teor de agua nas sementes, assim como se verificou nas sementes
de pinh&o-manso do gendtipo Alagoas 2013 no presente estudo.

Guzman e Aquino (2009) ao armazenar as sementes a 0° e 20°C, concluiram que as

temperaturas ndo foram determinantes para a manutencdo da qualidade fisiologica de
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sementesao longo do periodo de armazenamento, mas sim o teor de agua, pois este foi 0 que
mais influenciou na reducéo de germinagdo e vigor. Os autores evidenciaram ainda, que o teor
de agua de 9,5% foi prejudicial para a qualidade das sementes de J. curcas, e que afirmam
que sementes com teor de agua entre 4% e 5% mantidas em embalagens impermeaveis podem
ser armazenadas durante um ano com pouca reducdo na porcentagem de germinagéo.

Este efeito pode ter ocorrido com o estudo desenvolvido por Worang et al. (2008) que
monitoraram por 6 meses 0 armazenamento das sementes de J. curcas sob condi¢Ges
ambientais normais (condicdo de laboratério) mantidas em embalagens plasticas. Estes
autores evidenciaram que as sementes apresentaram decréscimo na porcentagem de
germinagdo de 89% para 53%ap0s 0 6° més do armazenamento. As sementes armazenadas
apresentavam teor de a4gua de 7,9% no inicio do armazenamento e 8,2% ao final. Porém, os
autores afirmam que este teor de agua € seguro para armazenar sementes de pinhdo-manso, o
que diverge com as evidéncias de Guzman e Aquino (2009) e Pereira et al. (2013)

Os dados apresentados demonstraram que conforme as sementes de pinhdo-manso
reduziram o teor de agua apresentaram melhoria na germinabilidade, corroborando com os

estudos citados, 0 que sinaliza que este € um aspecto que necessita ser mais bem investigado.

3.3 CURVA DE EMBEBICAO

De acordo Bewley e Black (1994) a curva de embebicdo de &gua em sementes segue um
padrdo trifasico onde a fase | é caracterizada pela rapida absorcdo de 4gua e aumento do peso
das sementes, a fase Il, na qual a absorcdo de dgua se da em niveis baixos, sendo 0 momento
em que a semente adquire condicOes fisico-quimicas para reativacdo de seu metabolismo e a
fase 111, periodo em que ocorre a protrusdo da raiz primaria. De acordo com este modelo pro-
posto, a curva de embebicdo de dgua das sementes de Jatropha curcas L. no presente estudo
também apresentou padrdo trifasico nos dois gendtipos e condi¢des avaliadas (sementes com
e sem tegumento). Nas sementes sem tegumento a embebic¢do foi mais acelerada antecipando
0 periodo de inicio e termino das fases, porém mesmo assim foi possivel verificar o padréo
trifasico no qual se estabeleceu a fase | entre 0 e 11 h, a fase Il ntre 11 e 35h e a fase 3 a partir
de 35h (Figura 4A e 4B). Nas sementes embebidas com tegumento estabeleceu-se a fase | de
0 a 20 h de embebicdo, a fase 11 entre 20 e 60 horas e a fase 111 a partir de 60 horas. Verificou-

se ainda que sementes que apenas romperam o tegumento e as que nao germinaram até o final
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das pesagens ndo conseguem atingir a fase 11, caracterizada pela protrusdo da radicula (Figu-
ra 4C a 4E). A porcentagem de germinacdo total foi baixa nas sementes da curva conduzida
com sementes com tegumento, porém isto ndo invalidou os dados, pois estes foram gerados
em funcdo das sementes viaveis e que neste caso apresentaram o padrao trifasico conforme
pode ser visto na figura 4. A curva conduzida com sementes sem tegumento apresentaram
100% de germinacdo em ambos 0s gendtipos. Este efeito demonstra que algum fator fisiold-
gico estava comprometendo a capacidade germinativa das sementes, porém as mesmas conti-
nuavam Viaveis ja que ao se remover o tegumento elas germinavam.

A primeira fase da embebicdo ocorre de forma rapida, constitui um processo fisico rela-
cionado com as propriedades dos coldides e ocorre devido a diferenca de potencial hidrico,
entre a semente e 0 seu ambiente (experimentalmente, o substrato), tanto para sementes vivas
guanto mortas (DE CASTRO et al., 2004). Este efeito foi verificado presente estudo quando o
padrdo da fase | é bem semelhante nas sementes dos dois genotipos avaliados, nos trés grupos
de sementes categorizados (Figura 4C a 4E). No estudo desenvolvido por Evencio et al.
(2011), onde se estabeleceram a curva de absorcdo de dgua em sementes J. curcas com se-
mentes vivas (viaveis) e mortas (as sementes vivas foram autoclavadas por periodo de 20 mi-
nutos para perda da viabilidade) também foi verificado este efeito na fase | que foi comum
nas sementes vivas e mortas.

Ja a fase I, fase de preparacgdo e ativacdo do metabolismo, é caracterizada pela reducao
dréstica na velocidade de absorcdo com aumento da difusdo de solutos para regiées de mar-
cante metabolismo e, principalmente, na regido do embrido (BRADFORD et al., 1995;
BEWLEY e BLACK, 1994). Nesta fase as células ndo podem absorver mais dgua porque ndo
podem mais expandir, neste caso o gradiente de potencial hidrico da semente é nulo e conse-
guentemente, o potencial osmético € igual ao potencial de pressdo (DE CASTRO, et al.,
2004). Isso pode ser causado pela rigidez das paredes celulares das células embrionarias ou
pelo impedimento da sua expansdo pelas estruturas que cercam o embrido, 0 que pode ser o
caso da J. curcas, que por apresentar um tegumento rigido, apesar de poroso, fazendo com
que a capacidade de expansdo do embrido se esgote e entdo promova a ruptura do tegumento
e assim a germinacdo da semente dando inicio assim a fase Ill.

Loureiro et al. (2013) tambem descreveram as diferentes fases do processo de germina-
cdo através da curva de embebicdo em sementes de J. curcas e caracterizaram a fase 1 de 0 a
12 h, a fase Il entre 12 e 48 h de embebicdo e a fase Il a partir de 48 horas. Dantas et al.
(2007) também verificaram um padrdo trifésico na curva de germinagéo de J. curcas, porém a

fase | foi completada em 48 h, a fase Il entre 48 e 88h e a fase Il teve inicio apds 88 h de em-
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bebicdo. As diferencas verificadas entre sementes da mesma espécie podem ser atribuidas as
condigOes e metodologias utilizadas na condugéo dos diferentes experimentos, principalmente
em relacdo aos tempos de pesagens realizadas ou até mesmo possivelmente pela procedéncia
e vigor de cada gendtipo analisado.

Segundo o padréo estabelecido por Evencio et al. (2011) a fase | foi comum para as se-
mentes vivas e mortas, estendendo-se por 15 horas. Apenas sementes vivas ingressaram na
fase Il, que se deu entre 15 até 60 horas de embebicdo, assim como somente sementes vivas
também ingressaram na fase 111, apds 60 horas de embebicdo, quando foi possivel visualizar a
emissdo da radicula. Entretanto, estes autores estabeleceram a curva apenas a partir de 16 pe-
riodos de embebicdo, o que ndo é comum metodologicamente. Pimenta et al. (2014), utili-
zando metodologia igual a de Evencio et al. (2011), inclusive no nimero de pesagens (15 pe-
riodos de pesagem), descreveram os mesmos periodos para cada fase.

Os dados do presente estudo corroboram em partes com os achados dos dois autores ci-
tados anteriormente, diferindo apenas em relacdo aointervalo de término da fase | e inicio da
fase 11, que neste foi de 20h e nos trabalhos apresentados na discussdo foi de 15h. No entanto,
é possivel considerar a variacdo aceitavel, em se tratando de uma fase de transicao e conside-
rando a quantidade de pesangens (pontos na curva) realizadas em cada estudo. Nos estudos
citados foram realizadas 15 e 16 pesagens e a curva construida neste estudo utilizou pontos
oriundos de 41 pesagens, o que aumenta a confiabilidade dos dados gerados.
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Figura 4 - Curva de embebigdo de sementes de Jatropha curcas L. com e sem tegumento. Genotipos Alagoinhas
2012 e Minas Gerais 2012. (A) e (B), curva conduzida com sementes sem tegumento: Fases de embebicdo: Fase
I - de 0 a 11 horas de embebicédo; Fase Il - de 11 a 35 horas e Fase Il - a partir de 35 horas; (C) e (D), curva
conduzida com sementes com tegumento; (E) Curva Padrdo (sementes com tegumento) para os dois genotipos:
fases de embebicdo: Fase | - de 0 a 20 h; Fase Il - entre 20 e 60 horas; Fase |11 - a partir de 60 horas.
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3.4 SCREENING TERMICO

Como as amostras e os dados ndo estavam distribuidos normalmente nos dois ensaios,
foi realizada uma ANOVA Kruskal-Wallis de um fator nos grupos genoétipos e temperatura.
Os resultados demonstraram que 0s grupos gendtipo ndo apresentam diferenca significativa
tanto nos experimento conduzido sem tegumento quanto no conduzido com tegumento. N&o
houve diferenca significativa também para o indice de uniformidade (T80-20) nos dois
experimentos. As médias das repeticdes de cada temperatura testada foram comparadas pelo
teste de Mann-Whitney ao nivel de 5% de probabilidade para cada parametro analisado
(Figuras 5 e 7).

3.4.1 Ensaio 1: Screening térmico conduzido com sementes sem tegumento

No screening térmico conduzido com sementes sem tegumentoa germinacdo foi nula
em todos 0s genoétiposincubados a 15°C. Foi verificada alta porcentagens de germinacdo final
nas faixas de temperatura de 20 a 35°C sem diferenca estatistica para os dois genotipos
avaliados. A 40°C o genotipo Minas Gerais 2013 ndo apresentou diferenca significativa em
relacdo as outras temperaturas, porém os valores de T50 e T80-20 diferiram e
experimentalmente ndo houve formacdo de plantulas normais nesta temperatura em nenhum
dos gendtipos (Figura 5). Considerando os trés parametros avaliados, 0s quais contribuem
para se definir a temperatura 6tima de germinacdo, ao passo que se define como condi¢do
Otima quando se obtém a maior germinabilidade em menor tempo e com maior uniformidade
pdde-se considerar como temperatura Otima 30°C (Figura 5E), j& que a nas outras
temperaturas a protruséo radicular foi verificada mais tardiamente e a 35°C a germinabilidade
apesar de alta ndo proporciona a formacao de plantulas normais tdo desenvolvidas quanto as
verificadas nas temperaturas de 25 e 30°C, conforme ilustrado na figura 6, onde se pode
verificar nitidamente que as plantulas que cresceram a 35°C ndo desenvolveram as raizes e 0
hipocitilo como nas plantulas das sementes germinadas a temperatura de 25 e 30°C. A
descricdo mais detalhada dos padrdes de normalidade e anormalidade verificadas para as
plantulas de pinhdo-manso serdo discutidas posteriormente.

Joker e Jepsen (2003) relatam que sementes de J. curcas recém-colhidas apresentam

dorméncia pos-maturacao, sendo esta necessaria antes queas sementes possam germinar e que
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sementes secas germinam normalmente sem pré-tratamento. Os autores ndo recomendam a
remogdo do tegumento da semente antes da semeadura, pois embora acelere a germinagéo
existe o risco de produzir plantulas anormais.

A retirada do tegumento para otimizar a germinacdo ainda é uma técnica controversa e
sua realizacdo dependera do objetivo proposto. Em sementes de pinhdo-manso por vezes foi
util para verificar se a capacidade germinativa do genétipo estava mantida e realmente foi
verificado que genotipos com germinabilidade baixa ou nula quando removido o tegumento
germinavam normalmente. Esta observacdo demonstra apenas algum efeito em termos de
absorcdo de agua pelo tegumento, como uma possivel dorméncia tegumentar temporéaria ou
incapacidade do embrido de rompé-lo. Mas quanto a estes efeitos é necessario conduzir outros
experimentos que possibilitem afirmar isto com maior preciséo.

Mota et al. (2012), também testando diferentes temperaturas em sementes de J. curcas,
nédo verificaram diferencas muito expressivas quando o tegumento das sementes de pinhdo-
manso foi removido. Os autores verificaram que a porcentagem final de germinacdo das
sementes foi maior na temperatura de 25°C (42%) quando o tegumento das sementes foi
mantido. Entretanto o experimento conduzido pelos autores demonstrou uma germinabilidade
baixa inclusive nas sementes com tegumento, o que pode indicar baixa qualidade do genétipo
estudado e que contradiz os achados do estudo aqui apresentado, o qual apresenta uma boa
qualidade em funcdo das altas taxas de germinagdo verificadas. Nunes e Nunes (2005)
verificaram maior porcentagem de germinacdo quando tiveram o tegumento das sementes de
pinhdo-manso removido. Entretanto, Neves et al. (2009) obtiveram maior porcentagem de

germinacao e indice de velocidade de germinacdo em sementes com tegumento.
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Figura 5 — Screening térmico conduzido com sementes de Jatropha curcas L. sem tegumento. (A) e (C) - Curvas
de Germinacéo; (B) e (D) - Germinagdo Total (G%), Taxa de Germinacdo (T50) e Uniformidade (T80-20) em
cada gendtipo. (E) Analise geral para a espécie.
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Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Figura 6 - Plantulas desenvolvidas durante Screening térmico conduzido com sementes de Jatropha curcas L.
sem tegumento. Plantulas normais (acima) ap6s o 7° dia de semeadura e anormais (abaixo) apds o 10° dia de
semeadura nas diferentes temperaturas testadas.

Plantulas Normais

Fonte: Fotos do autor

3.4.2 Ensaio 2: Screening térmico conduzido com sementes com tegumento

O screening térmico conduzido utilizando sementes com tegumento propiciou uma
germinacdo mais tardia e menos uniforme quando comparadas as geminadas sem tegumento
nas temperaturas mais favoraveis para a germinagdo. Apos 48h do inicio da embebicdo das
sementes sem tegumento, por exemplo, foi possivel verificar por volta de 80% de sementes
germinadas com estabilizacdo da germinagdo ap06s 72h, enquanto que nas sementes com te-
gumento neste mesmo periodo a germinagdo ainda encontrava-se em torno de 20% e a estabi-
lizacdo somente foi verificada apds 100h de embebicéo.

As sementes dos genotipos Alagoinhas 2012 e Minas Gerais 2012 apresentaram altas
taxas de germinacdo na faixa de 20 a 35°C, enquanto que nas do genoétipo Alagoas 2013 regis-
trou-se baixa germinabilidade a 20°C (1%) (Figura 7). As melhores taxas de germinacdo, as

quais ndo apresentaram diferencas estatisticas foram as verificadas nas sementes germinadas a



82

25 e 30°C para as sementes dos trés genotipos, o que se refletiu também no desenvolvimento
das plantulas. No entanto, a partir de todos os parametros analisados e analise estatistica reali-
zada, a temperatura de 30°C também se apresentou como temperatura 6tima para a germina-
cao de sementes de J. curcas com tegumento (Figura 8). O aspecto das plantulas normais veri-
ficadas nesta temperatura também reforca esta conclusdo (Figura 9).

A 40°C foi verificada 37 e 44% de sementes que emitiram raizes nos gendétipos Alago-
inhas 2012 e Minas Gerais 2012, respectivamente, porém estas ndo conseguiram se desenvol-
ver e formar plantulas normais como também foi verificado nas sementes germinadas sem
tegumento (Figuras 10). Isto indica que a exposicdo prolongada as altas temperaturas constitui
condicéo de estresse para o desenvolvimento inicial da planta. Foi verificada uma taxa de uni-
formidade (T80-20) maior nesta temperatura, porém o T50 foi bem superior do que nas outras
temperaturas indicando um retardo na germinacdo, 0 que ndo é interessante em termos de
produtividade agricola, porém pode ser um indicativo de uma condicdo adaptativa da planta a
espera de uma condi¢do mais propicia para a germinacao.

As sementes do genotipo Alagoas 2013, a 40°C apresentaram apenas 5% de germina-
¢do, demonstrando uma sensibilidade ainda maior para germinar em temperaturas a partir de
40°C. A 20°C este genGtipo também apresentou germinabilidade praticamente nula (1%), o
que também diferiu em relacdo aos outros dois genoétipos avaliados, onde se registrou germi-
nabilidade de 79% (gen6tipo Alagoinhas 2012) e 82% (gendtipo Minas Gerais 2012) nesta
temperatura. Essas diferencas podem ser justificadas pelas condi¢Ges climaticas em cada area
de coleta as quais promovem modificacBes no comportamento fisioldégico das sementes dos
genotipos produzidos em cada regido. O gen6tipo Alagoas 2013 foi o exposto a menor ampli-
tude térmica (10°C) durante o ano da coleta das sementes com registro total de 1189 mm de
chuva neste mesmo periodo, enquanto que os genotipos Alagoinhas 2012 e Minas Gerais
2012 apresentaram ambos exposi¢do a uma amplitude térmica de 22°C, com total do indice
pluviométrico de 591 mm e 409 mm respectivamente (Tabela 1).

Com relacéo a avaliacéo das plantulas, a partir das imagens obtidas e as caracteristicas
a serem observadas preconizadas pelas RAS, verificou-se que no caso do pinhdo-manso nas
condicBes de conducdo dos testes as estruturas evidenciadas para se considerar as plantulas
normais foram: a presenca do sistema radicular desenvolvido com presenca das raizes prima-
rias e secundarias produzidas dentro do tempo de duracéo do teste, hipocétilo delgado e alon-
gado, presenca dos dois cotilédones. Folhas ainda ndo s&o visiveis até o 10°dia, que foi o tem-
po de duracdo do teste. As plantulas normais, ilustradas na figura 9, desenvolvidas de 20 a

30°C apresentaram todas as estruturas iniciais conforme descritas anteriormente e nasdesen-
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volvidas a 35°C verifica-se nitidademente uma diferenca no desenvolvimento das raizes e
hipocotilo, apesar das sementes do gendétipo Alagoinhas 2012, na analise do T50 para aemis-
sdo da radicula ter sido menor, sendo assim melhor, que nas outras temperaturas testadas e o
gendtipo Minas Gerais 2012 apesar de nao ter diferido em relacdo a 30° diferiu em relacdo a
25°C. Esta observagdo demonstra um importante efeito da temperatura no desenvolvimento de
plantulas ecologicamente relacionado a estratégia de sobrevivéncia da planta em campo. Dife-
rentemente do que foi discutido, as plantulas do lote Alagoas, apesar da germinabilidade ndo
ter apresentado diferenca significativa, o T50 e a 0 T80-20 das plantulas desenvolvidas a 35°C
apresentaram diferenca estatisticamente significativa, demonstrando uma possivel resisténcia
das sementes deste gen6tipo a esta temperatura. Por outro lado, este genotipo apresentou sen-
sibilidade 20°, temperatura na qual a germinabilidade foi muito baixa ndo havendo nem de-
senvolvimento de plantulas até o final do teste (Figura 9).

As caracteristicas observadas nas plantulas de pinhdo-manso como anormais nas con-
dicOes de teste avaliadas foram: (1) plantulas com algumasdas suas estruturas essenciaisau-
sentes ou tdo danificadas que naoviabilizaria o desenvolvimento proporcional e plantulas mui-
to deterioradasque comprometeu o seu desenvolvimento normal; (2) sistema radicular com
raiz primériaatrofiada, curta, desproporcional em relacdo as outras estruturas da plantula, rai-
zes por vezes ausente, em alguns casos fina e fraca presa dentro do endosperma da semente,
deteriorada devido a uma infec¢do priméria, raizes seminais fraca ou ausente; (3) hipocotlo
curto e muito engrossado, as vezes ausente ou alongado para dentro do endospema, estrangu-
lado, deteriorado por infeccdo, retorcido; (4) endosperma muito inchado e as vezes necrosado
(Figura 10).

A validade dos resultados dos testes de germinacdo &, as vezes, questionada, pois, no
laboratdrio, as condi¢bes sdo controladas, a fim de possibilitar a maxima capacidadegermina-
tiva das sementes. A germinacdo no laboratério nem sempre € igual ao desempenho no cam-
po, onde as condi¢cdes ambientais ndo sdo controladas e, as vezes, adversas ao processo de
germinacdo e desenvolvimento do vegetal. No entanto, as discrepancias entre os resultados do
laboratdrio e campo podem ser reduzidas, quando as sementes apresentam alto vigor (LIMA
JUNIOR, 2010), o que pode ser constatado nos genotipos de J. curcas aqui estudados, 0s

quais apresentaram boa qualidade fisioldgica.



84

Figura 7 - Screening térmico conduzido com sementes de Jatropha curcas L. com tegumento. Genétipos Alago-
inhas 2012, Minas Gerais 2012 e Alagoas 2013. (A), (C) e (D) - Curvas de Germinacéo; (B), (D) e (F) - Germi-
nacdo Total (G%), Taxa de Germinacdo (T50) e Uniformidade (T80-20) em cada gendtipo. (F) Analise geral
para a espécie.

(A) (B) lagoinh
Alagoinhas 2012 Alagoinhas 2012
100% ~ 160 - 100
90% - — & " oo
o 140 e
. 80% - £ - 80 &=
S 70% - e F70 3
3 60% - S 100 - 60 2
&' 50% - Q80 (50 8
‘€ 40% - 2 60 - 40 S
T 30% - ) 30 =
© 2006 - 3 4 L 20 E
20% ~ 20 3
10% - - 10
0% &—o—um—mm— ‘ ‘ ‘ 0 0
0 50 100 150 200 250 20 2 30 3 40
Tempo de embebig¢do (h) Temperatura (°C)
—8— 20°C —&— 25°C —— 30°C —— 35°C 40°C —e—T50 —a— T80-T20 —8— G(%)
© 100% - Minas Gerais 2012 (D) Minas Gerais 2012
90% - 180 - 100
= 80% - ’%T 160 - 90 ;\a
S 70% - S 140 80 =
ey
,% 60% - Z; 120 - 70 %
g 50% - £ 100 [
£ F 50 @
£ 40% - o)
S 30% - ' 28 -
O o - 30 E
20% 1 40 20 3
10% -+ 20 L 10 (O]
0% m—d ol e ‘ ‘ ‘ 0 0
0 50 100 150 200 250 20 25 30 35 40
Tempo de embebicéo (h) Temperatura (°C)
—&— 20°C A+— 25°C 30°C +— 35°C 40°C ——T50 —a&— T80-T20 —8— G(%)
(E) Alagoas 2013 (3] Alagoas 2013
100% - - 100
90% - - 90 ~
__ 80% - L 80 =
S 70% - (O
S 60% - - 60 2
& 50% - 50 9
£ O
= 40% - F 40 S
o 30% - L 30 =
O 209 L 20 5
10% - 10 ©
0% #—e— e 0
0 50 100 150 200 250 300 20 25 30 35 40
Tempo de embebicéo (h) Temperatura (°C)
—&— 20°C *— 25°C 30°C 35°C 40°C —— T50 —&— T80-T20 —&— G(%)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura 8 - Germinacdo Total (G%), Taxa de Germinacdo (T50) e Uniformidade (T80-20) das sementes de

Jatropha curcas L. durante screening térmico conduzido em sementes com tegumento.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Figura 9 - Plantulas normais registradas durante screening térmico conduzido com sementes de Jatropha curcas
L. com tegumento. Plantulas ap6s 7 dias de semeadura nas diferentes temperaturas testadas.
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Figura 10 - Padrdes de anormalidades verificados nas plantulas durante screening térmico conduzido com
sementes de Jatropha curcas L. com tegumento. Plantulas anormais ap6s 10 dias de semeadura nas diferentes
temperaturas testadas.

Fonte: Fotos do autor

3.5 SCREENING OSMOTICO

Os resultados do experimento de screeningosmotico demonstraram que 0s potenciais
osmaticos testados provocaram reducdo acentuada na germinacdo de forma similar
nassementes de J. curcas dos dois genotipos avaliados, onde os potenciais inferiores a -0.6
MPa foram criticos para a germinacdo das sementes, apesar de que nos potenciais -0.4 e -0.2
MPa as sementes também apresentaram germinacdofinal baixa quando comparadas ao
tratamento controle (Figura 11). A analise dos resultados permite concluir que em condigdes
de estresse simulado, a exemplo da restricdo hidrica, o desenvolvimento inicial de J. curcas
pode ser prejudicado.

Comportamento similar foi verificado por Loureiro et al. (2007) quando em laborato-
rio simularam o a deficiéncia hidrica com uso de solugdo de Polietileno Glicol 6000 (PEG

6000) e tanto a porcentagem, quanto a velocidade de germinacdo de sementes de pinhéo-
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manso foram afetadas a partir do potencial osmotico de -0,2 MPa, com limite de toleréncia
verificado no potencial de -0,6 MPa (1% de germinacao), demonstrando assim uma sensibili-
dade das sementes desta espécie ao estresso hidrico.

Avaliando a germinacdo de sementes de J. curcas sob os potenciais hidricos de 0,0; -
0,3; -0,6 MPa a 30°C em cinco gendtipos diferentes, Braga (2010) verificou que em -0,3 e -
0.6 MPa a germinacéo foi nula para as sementes de todos os genotipos analisados, corrobo-
rando com os achados do presente estudo, o qual além de testar maior nimero de potenciais
osmoticos, o tratamento controle apresentou uma boa germinabilidade. Enquanto no estudo
desenvolvido por Braga (2010) os tratamentos controles dos cinco gendétipos analisados apre-
sentaram uma média de 50% de germinacdo, no presente estudo a média de germinag¢do no
tratamento controle dos dois genétipos analisados foi de 87%.

Silva et al. (2005) estudando o efeito do estresse hidrico sobre a germinacdo de semen-
tesde faveleira (Cnidoscolus juercifolius), espécie também pertencente a familia Euphorbiace-
ae, registraram a completainibicdo da germinacdo a partir do potencial de -0,9 MPa, desta
forma apresentando um limite de tolerancia maior que o verificado em sementes de J. curcas
no presente estudo.

Os dados apresentados demonstram 0 quanto oestresse hidrico pode reduzir
significativamente ocrescimento e o desenvolvimento de plantas J. curcas, pelo menos nos
estagios iniciais do desenvolvimento e que a resistencia a seca relatada por outros autores
pode ser adquirida apds a planta estar estabelecida no ambiente para assim ser capaz de
suportar as condi¢c6es adversas.

Um estudo investigando os efeitos comparativos de salinidade e estresse hidrico na
fotossintese, relagdes hidrica se no crescimento de plantas J. curcas verificou que apesar de
ambas os estresses aplicados causaram reducdes significativas no teor de clorofila, porém a
atividade fotoquimica ndo foi afetada. Uma vez que, as plantas submetidas a estresses hidrico
e salino mostraram uma recuperacao rapida e quase completa, essas alteracdes fisiologicas
pode representar um conjunto de mecanismos adaptativos utilizados por J.curcas para lidar

com essas condicOes estressantes (SILVA et al., 2010).
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Figura 11 — Screening osmético conduzido com sementes de Jatropha curcas L. Gendtipos Alagoinhas 2012 e
Minas Gerais 2012. Restricdo hidrica simulada com solucdes de polietilenoglicol 8000 (PEG 8000) nos
potenciais 0.0; - 0.2; -0.4; -0.6; -0,8; -1.0 e -1.2 MPa. (A) e (B) Curva de germinacdo nos diferentes potenciais
testados; (C) Germinacdo total (%) nos diferentes potenciais por genétipos analisados.
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3.6 EMBEBICAO CONTROLADA (PRIMING)

Os resultados obtidos demonstraram que o priming ndo promoveu melhoria na
germinacdo de sementes de J. curcas nas condigdes testadas. As sementes osmocondicionadas
por 2 dias em solucdo de PEG 8000 apresentaram germinabilidade menor em relagdo ao
controle em todas as temperaturas testadas quando transferidas para agua e as sementes
osmocondicionadas por 7 dias ndo germinou em nenhuma das temperaturas (Figura 12). Um
efeito de envigoramente foi verificado nas sementes osmocondicionadas por 2 dias a 40°C,
condicdo na qual apesar de a germinabilidade total (39%) néo ter sido diferente da controle
(32%), as sementes germinaram mais rapidamente que as sementes que nao foram submetidas

ao priming (Tabela 3).

Tabela 3 - Germinacao total das sementes de Jatropha curcas L. submetidas a embebi¢do controlada durante 2
e 7 dias em solugdo osmética a -0.6 MPa a 30°C. Genotipos Alagoinhas 2012 e Minas Gerais 2012.

Alagoinhas 2012

Tratamento Germinagdo Total (%) | T50 (dias)
20°C 30°C 40°C 20°C 30°C 40°C
No Priming 79+0.15a 88+0.05a 34+0.14a 102+7.86a 52+4.38a 144+10.46b
Priming (2 dias) 67+0.09a 78+0.08a 32+0.1l1a 119+3.06b 70+8.76b 104 +11.94a
Priming (7 dias) 6+0.05b 10 +0.04b 0b ** ** **

Minas Gerais 2012

Tratamento Germinacdo Total (%) | T50 (dias)
20°C 30°C 40°C 20°C 30°C 40°C
No Priming 82+0.08a 85+0.08a 44+0.07a 108+4.00a 54+6,25a 162+ 18.84b
Priming (2 dias) 74+0.08a 68+0.10b 39+0.08a 128+7.89b 63+6.16a 118+ 15.92a
Priming (7 dias) 0 10 0 ** ** **

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de pro-
babilidade.

Brito (2010) osmocondicionou sementes de pinhdo-manso de dois diferentes acesso-
sem solucdo de PEG 8000 a -0.8 MPapor sete dias e ap0s este periodo reidratou sementes
frescas e sementes secas (secagem pos condicionamento até obtencéo de peso constante) e em
ambos os tratamentos ndo verificou melhoria na germinagdo em nenhum dos acessos estuda-
dos. O condicionamento osmotico também ndo proporcionou melhoria na germinacdo dese-
mentes deamendoim do campo (Pterogyne nitens Tul.), uma espécie nativa, porém pertencen-
te a familia Fabaceae (TONIN et al., 2005).
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Figura 12 — Curva de germinacdo de sementes de Jatropha curcas L. com e sem priming nas temperaturas de 20,
30 e 40°C. (A) Genodtipo Alagoinhas 2012 e (B) Minas Gerais 2012.
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O condicionamento osmotico potencializou a germinacdo das sementes de tamboril-
da-mata (Platymiscium pubescens Micheli) durante o processo de embebicdo (LIMA E
BORGES et al., 2002). Sufie et al. (2002), também verificaram incremento significativo na
porcentagem de emergéncia e no indice de velocidade de emergéncia em sementes de babosa-
do-brejo (Adesmia latifélia (Spreng.) Vogel.) condicionadas em solucdo de PEG 6000, quan-
do comparada ao controle. O tratamento proporcionou aumento na percentagem final, veloci-
dade e uniformidade de germinacdo e crescimento das plantulas tanto em laboratério como
em canteiros. Em sementes de pimentdo (Capsicum annuum L.), o condicionamento osmético
foi influenciado tanto pelo periodo quanto pela temperatura e quando realizado em temperatu-
ras mais elevadas, o desempenho das sementes foi favorecido, melhorando a qualidade fisio-
l6gica (ROVERI-JOSE et al., 2000).

Nas plantulas normais das sementes germinadas ap6s o condicionamento osmotico é
possivel verificar que as plantulas cultivadas a 30°C apresentaram-se um pouco mais desen-
volvidas em relagdo as plantulas do tratamento controle e que as incubadas a 40°C apesar de
também néo desenvolvem pléantulas normais alongaram um pouco mais que as do tratamento
controlee o T50 verificado foi maior que o controle (Tabela 3 e Figuras 12 e 13). Essas ima-
gens podem ser um indicativo que mesmo que o condicionamento osmatico em termos de
germinacdo ndo tenha melhorado em relagdo ao tratamento controle pode existir uma possibi-
lidade do tratamento originar plantulas mais envigoradas e resistentes a seca que as sementes

que ndo sdo tratadas.
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Figura 13 - Plantulas de Jatropha curcas L. germinadas com e sem priming nas temperaturas de 20, 30 e 40°C.
Genotipos Alagoinhas 2012 e Minas Gerais 2012.

Genotipo Alagoinhas 2012 Genotipo Minas 2012

40°C (Controle) O°C (priming 2dias) 40°C (Controle) 40°C (priming 2dias)

Fonte: Fotos do autor

Ensaios de campo seriam bem indicados para a investigacdo desse potencial de envi-
goramento que a técnica de priming pode proporcionar e que ja tem sido relatado na literatura
em algumas culturas nas quais as sementes submetidas ao tratamento priming apresentaram,
de um modo geral, maiores pesos medios de matéria seca. Trigo et al. (2000), por exemplo,
verificaram que o condicionamento osmotico promoveu incrementos significativos no peso da
matéria seca das plantas em relacdo as sementes que ndo foram submetidas ao priming para

todos os gendtipos de cebola estudados.
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4 CONCLUSOES

Sementes de Jatropha curcas L. apresentam em média 627.52 mm3 de volume, peso
de mil sementes em torno de 646.48 g, podendo apresentar em média 0.65 g por semente. No
presente estudo, 0s genoétipos avaliados apresentaram boa qualidade e foi possivel verificar
que a reducdo do teor de agua pode promovera melhoria da germinabilidade. A curva de em-
bebicdo de agua possibilitou caracterizar seu processo de germinacdo. A remoc¢do do
tegumento das sementes demonstrou que embora acelere a germinagdo pode produzir
plantulas anormais. A temperatura 6tima de germinacdo para as sementes dos genoétipos
avaliados foi 30°C, entretando pode-se afirmar que semente de J. curcas germinam bem na
faixa 25 a 35°C. Por outro lado, 40°C representa temperatura de estresse para a espécie. As
sementes demostraram ser sensiveis a restricdo hidrica no estadio inicial do seu
desenvolvimento. A embebicdo controlada (priming) ndo promoveu melhoria na germinacgéo
nas condicBes testadas, porém foi evidenciado uma melhoria em termos de desenvolvimento
de plantula, sendo assim recomendado testar o priming na investigacdo do efeito deste no

desenvolvimento de plantulas e resisténcia ao estresse em campo.
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CAPITULO 11l

MORFOMETRIA E FISIOLOGIA DE SEMENTES DE Jatropha curcas L.
ASSOCIADAS AS VARIACOES DE IMAGENS DE RAIOS X.

RESUMO

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae), € uma espécie de uso multiplo, popularmente
conhecida como pinhdo-manso E uma planta muito difundida em todas as regifes tropicais
arido e semi-aridas do mundo. Atualmente representa umas das espécies promissoras para
producdo de biodiesel por apresentar sementes ricas em 6Oleo. A espécie apresenta uma alta
variabilidade genética e avaliacbes morfométricas de sementes e plantulas, teor de agua e
peso das sementes, assim como analises de imagens constitui parametros que contribuem para
esta area de investigacdo além de auxiliar na avaliacdo da qualidade de gendtipos. Este estudo
objetivou avaliar parametros morfométricos e fisioldgicos, associando estes com resultados
obtidos em teste de raios X em diferentes genotipos de sementes de J. curcas, possibilitando
uma analise comparativa da qualidade dos gendtipose avaliando os possiveis danos e o efeito
desses na germinacdo. Além disso, pretenderam-se demonstrar a possibilidade de uma
avaliacdo diferenciada das imagens radiograficas e a construgdo de um padrdo de imagens,
associadas ao desenvolvimento fisiolégico da planta que auxilie de forma préatica nas analises
de imagens. Os resultados obtidos demonstraram a eficiéncia dos parametros na avaliacéo de
caracteristicas fisicas, morfologicas e fisioldgicas de sementes e plantulas de J. curcas. A
técnica de raios X contribuiu como indicativo do potencial de viabilidade e possibilitou a
construcdo dos padrdes de imagem para analise de testes de raios X para sementes de J.

curcas.

Palavras-chave: Pinhdo-manso.Morfologia. Fisiologia. Radiografia.
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MORPHOMETRY AND PHYSIOLOGY OF Jatropha curcas L. SEEDS ASSOCIATED
WITH VARIATIONS OF IMAGES X-RAY

ABSTRACT

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae), a species of multiple use and popularly known as physic
nut, is a plant widely spread in all tropicalarid and semi-arid regions of the world. it currently
is one of the promising species for biodiesel production by presenting seeds richin oil. The
species has a high genetic variability and morphometric reviews by seeds and seedlings,
moisture content and seed weight, as well as image analys is are parameters that contribute to
this area of research and assistin quality evaluation of lots. This study aimed to evaluate
morphometric and physiological parameters as sociating the latter with results from X-ray
testin different seed lots of J.curcas, enabling a comparative analysis of the quality of lots
and evaluating potential damage and its effect on germination. In addition, it was intended to
demonstrate the possibility of a differentiated evaluation of radiographic imagesand building a
pattern of images associated with the physiological development of the plant to assistin a
practical way in image analysis. The results demonstrated the efficiency of the parameters in
the evaluation of physical, morphological and physiological characteristics of seeds and
seedlings of J.curcas. The X-ray technique formed an indicator of seed quality and enabled

the construction of the image patterns for X-ray analysis testing of J. curcas seeds.

Keywords: Physic nut. Morphology. Physiology. Radiograph.
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1 INTRODUCAO

Jatropha curcas L., espécie vegetal pertence a familia Euphorbiaceae, popularmente
conhecida como pinhdo-manso, € uma planta perene de crescimento arbustivo, podendo
chegar até quatro metros de altura (VANZOLINI et al., 2010). A espécie € caracterizada por
sua rusticidade, sendo considerada resistente & seca e pouco suscetivel a pragas e doencas. E
uma planta muito difundida em todas as regides tropicais arido e semi-aridas do mundo,
sendo utilizada na medicina popular por apresentar uma fonte de metabdlicos secundérios de
importancia medicinal. As suas sementes sdo ricas em Oleo e possuem caracteristicas
desejaveis para a producdo de biodiesel. Além disso, a recuperacdo de terrenos baldios e
terras secas também sdo possiveis com o cultivo de J.curcas. Por esta razdo, a espécie
apresenta alto potencial comercial, tanto para producdo de bio-energia quanto para a indUstria
de biofarmacos (MELO et al., 2006; DEBNATH e BISEN, 2008).

O pinhdo-manso pode apresentar uma alta variabilidade genética, em funcéo
apresentar altos indices de polinizacdo cruzada, principalmente se as plantas sdo cultivadas
por sementes. Sendo assim, o local de procedéncia das sementes pode interferir nas
caracteristicas fisiologicas como a germinacdo, além da produtividade e qualidade de 6leo
(ABREU et al., 2009). J& foram constatadas diferencas genéticas na quantidade de dleo e
desempenho de crescimento entre sementes de J. curcas de diferentes procedéncias na india
(GINWAL et al., 2004), assim como, divergéncias na morfologia da semente, germinacao e
caracteristicas de crescimento das plantulas (GINWAL et al., 2005). No Brasil, Abreu et al.
(2009) também verificaram variabilidade genética ao estudar 10 acessos de pinhdo-manso de
diferentes estados do pais. Neste contexto, a alta variabilidade genética e a falta de cultivares
desenvolvidas para a espécie perfazem um dos principais impasses para que 0s pesquisadores
cheguem a um consenso sobre os padrdes ideais de analise de sementes da espécie e até o
momento ndo constam nas Regras de Anélise de Sementes (BRASIL, 2009) recomendacdes e
prescri¢cdes para avaliar as sementes de pinh&o-manso.

A avaliagdo da morfologia interna de sementes é imprescindivel tanto para a
caracterizacdo de espécies pouco estudadas quanto para a melhoria da qualidade de gendtipos
de sementes, no que se diz respeito ao seu atributo fisico e fisiologico, visto que a informagéo
sobre a existéncia de sementes defeituosas e vazias é desejavel porque esta pode influenciar
nos resultados dos testes de germinagdo (GOMES JUNIOR, 2010). Além da morfologia

interna, avaliacbes morfométricas de sementes e plantulas, mesmo em estadios iniciais do
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desenvolvimento germinativo, assim como aspectos como o teor de agua e peso das sementes
constituem parametros que contribuem positivamente nessas avaliagoes.

Imagens radiograficas tém grande aplicabilidade no controle de qualidade de
sementes, envolvendo danos mecanicos, danos causados por insetos, danos causados por
secagem, danos por umidade e morfologia interna (CICERO, 2010). Nesse contexto, a analise
de imagens para a avaliagdo da morfologia interna de sementes, além de ndo danificar as
sementes e possibilitar 0 exame da sua estrutura, relacionando com outros testes, contribui
para a consisténcia das informagdes, pois os procedimentos podem ser reproduzidos sem a
interferéncia humana (GOMES JUNIOR, 2010).

Outra ferramenta na analise de sementes sdo os testes de germinacéo, que fornecem
informacBes sobre o potencial de uma amostra para germinar sob condi¢cdes otimas de
ambiente (MARCOS FILHO, 1999), sendo assim possivel avaliar a qualidade fisioldgica das
sementes. O potencial de desempenho das sementes estd expresso nas caracteristicas
genéticas, fisicas, fisioldgicas e sanitarias (MARCOS FILHO, 2005) e os testes de
germinacdo podem funcionar como um instrumento de resposta da expressdo dessas
caracteristicas.

A captura e 0 processamento de imagem radiografica tém permitido estabelecer-se
relacfes entre integridade, morfologia e determinacdo do potencial fisiologico das sementes
(MARCOS FILHO et al., 2010). Sendo assim, a andlise da eficiente na avaliacdo da
morfologia interna de sementes através de teste de raios X e sua relacdo com o potencial
fisiolégico por meio de teste germinacdo tém sido desenvolvidas com resultados positivos em
varias espécies como: Tabebuia heptaphylla, Terminalia argentea, Bowdichia virgilioides,
diferentes espécies de Lauraceae (Ocotea pulchella, Persea pyrifolia, Nectandra grandiflora,
Nectandra lanceolata e Nectandra nitidula), assim como em Ricinus communis, espécie
pertencentea mesma familia da J. curcas (ALBUQUERQUE et al., 2008; CARVALHO et al.,
2009; CARVALHO et al.,, 2010; DO AMARAL et al.,, 2011; GOMES et al., 2014),
demonstrando ser uma étima ferramenta para prever o desempenho de plantulas e selecionar
sementes de alta qualidade.

Estudos com J. curcas investigando parametros de biomassa e mensuragdo das
dimensGes da semente ja foram desenvolvidos e os resultados apresentam diferencas nessas
medidas a depender do lote ou genotipo estudado (DAGAR et al., 2004; AQUINO et al.,
2009; CHRISTRO et al., 2012). O estudo da eficiéncia dos testes de tetrazolio e de raios X

para a avaliacdo da viabilidade de sementes desta espécie também foi desenvolvido, com
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posterior realizacdo de teste de germinacéo, a fim de se relacionar os resultados obtidos nesses
dois testes (PINTO et al., 2009).

O teste de raios X recomendado internacionalmente pela ISTA — “International Seed
Testing Association” (2009) e no Brasil pelas RAS — Regras para Andlises de Sementes
(BRASIL, 2009), é considerado um método simples, rapido e ndo destrutivo que tem como
objetivo avaliar a morfologia interna das sementes, permitindo a visualizagcdo de sementes
vazias, cheias, mal formadas, com danos mecanicos ou ataques de insetos e fungos,
possibilitando a deteccdo de anormalidades no embrido, além do seu estagio de
desenvolvimento (SIMAK e GUSTAFSSON, 1953; SIMAK et al., 1989; BINO et al., 1993;
BATTISTI et al., 2000). Desse modo, a técnica pode ajudar na triagem das sementes com alta
e baixa qualidade (DELL'AQUILLA, 1992; VAN DER BURG et al., 1994), permitindo a
selecdo de gendtipos em programas de controle da qualidade, aumentando assim a eficiéncia
do sistema de producéo.

A viabilidade das sementes submetidas ao comprimento de onda dos raios X nédo é
comprometida devido as baixas intensidades utilizadas, possibilitando a realizacdo de testes
adicionais com a mesma semente (BINO et al.,, 1993; ISTA, 1995). Desta forma, a
interpretacdo da analise do teste de raios X, e sua compara¢do com os resultados de testes
paralelos de germinacdo permitem associar a integridade de partes vitais da semente ao seu
potencial fisioldgico, podendo fornecer informacdes precisas da qualidade do lote.

Diante do exposto, 0 presente estudo objetivou avaliar parametros morfométricos e
fisioldgicos associando estes comos resultados obtidos em teste de raios X em diferentes
genotipos de sementes de Jatropha curcas L., possibilitando assim uma analise comparativa
da qualidade dos gendtiposavaliando os possiveis danos internos e o efeito desses na
germinacdo das sementes. Além disso, pretende-se demonstrar a possibilidade de uma
avaliacdo diferenciada das imagens radiograficas e a construcdo de um padrdo de imagens
associadas ao desenvolvimento fisioldgico da planta que auxilie de forma préatica nas analises

de imagens radiograficas em sementes de Jatropha curcas L.
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2 METODOLOGIA

Os estudos foram conduzidos no laboratorio do Millenium Seed Bank Building,

localizado no Royal Botanic Gardens — Kew (RBG Kew, Wakehurst Place), Inglaterra, UK.

2.1 MATERIAL VEGETAL

O estudo foi desenvolvido com trés gendétipos de sementes de Jatropha curcas L.
(pinhdo-manso), sendo dois gendtipos provenientes de estados da regido nordeste (Bahia e
Alagoas) e um da regido sudeste (Minas Gerais) do Brasil. Um dos gendtipos de sementes foi
coletado de matrizes cultivadas na estacdo experimental da Empresa Baiana de
Desenvolvimento Agricola — EBDA (Gendtipo Alagoinhas 2012), localizada no municipio de
Alagoinhas-BA, e as sementes coletadas em setembro de 2012; outro genotipo foi recebido
pela Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais - EPAMIG (Gen6tipo Minas Gerais
2012), e as sementes foram coletadas em campo experimental localizado no municipio de
Oratdrios entre fevereiro e abril de 2012. O outro genétipo foi procedente do estado de
Alagoas (Gendtipo Alagoas 2013), e as sementes coletadas no periodo de Junho/Julho de
2013. Foi acessado o banco de dados meteoroldgicos do Instituto Nacional de Meteorologia —
INMET (http://lwww.inmet.gov.br.) para obtencdo das condic¢fes climaticas das areas de
coleta.

2.2 CARACTERIZACAO DOS GENOTIPOS E MORFOMETRIA

Para obtencdo de uma caracterizacdo geral dos genotipos de estudo determinou-se o
peso de mil sementes e o grau de umidade (teor de 4gua) dos diferentes gendtipos de sementes
utilizando o meétodo de secagem em estufa a 105 + 3°C, por 24 horas, sendo os calculos
realizados com base no peso Umido e os resultados expressos em porcentagem, seguindo a
metodologia descrita na Regra para Andlise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009).


http://www.inmet.gov.br/
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Realizaram-se ainda pesagens individualizadas de 100 sementes de cada gendtipo com
uso de balanca analitica e obtiveram-se medidas biométricas do comprimento, largura e
espessura (mm) de cada uma das sementes com auxilio de paquimetro digital. Com as
medidas biométricas coletadas calculou-se a area e o volume de cada semente a fim de se
comparar os dados morfométricos obtidos conjuntamente com os dados das imagens
radiograficas. Para calcular a area e o volume de cada semente utilizaram-se respectivamente
as formulas:

S = 1*(comp./2)*(larg./2) e V = {*(comp./2)*(larg./2)*(espess./2)].

Cada semente pesada e medida foram devidamente numeradas e dispostas em caixas
de acrilico compartimentadas, de maneira que pudessem, posteriormente, ser identificadas na
captura das imagens radiograficas e na conducdo do teste de germinacdo. Desta forma
utilizaram-se 5 caixas contendo 20 sementes cada, perfazendo uma amostragem de 5

repeticGes de 20 sementes por genotipo.

2.3 TESTE DE RAIOS X

As caixas acrilicas contendo as sementes dispostas como descrito acima foram
colocadas no aparelho de raios X digital para captura das imagens. O aparelho utilizado foi o
Faxitron MX20 (Quadi, Sandhurst, UK). As sementes foram radiografadas com intensidade
de radiacdo de 22 kV por 20 segundos. As imagens foram analisadas com auxilio do software
ImageJ (versdo 1.47t, Java 1.6.0_20; http:/imagej.nih.gov/ij), para analise de histogramas
(distribuicdo de freqiéncia), a fim de se obter dados numéricos gerados a partir das imagens
possibilitando uma analise quantitativa comparavel com os outros parametros mensurados.

Neste estudo, coordenadas de pixelsdasimagens foramutilizadasa partir dos
histogramas de cada semente radiografada gerados com auxilio do software “Image)” versao
1.47t. (Wayne Rasband, National Institute of Health, USA). Os histogramas contém as
coordenadas: valores de cinza (x) X numero de pixels (y). Os valores de cinza sdo
determinados pelas freqliéncias de valores de pixels e variam de O(preto) a 255 cores (branco),
por isso também conhecida escalas ou tons de cinza. Desta forma, foi capturado os valores
para os parametros “Moda 1J” e “Max 1J”, que foram analisados e comparados

conjuntamente com 0s outros parametros (Figura 1).
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Figura 1 - llustragdo do método de andlise por coordenadas de Pixels utilizada para analise das
imagensradiograficas das sementes de Jatropha curcas L.

Elementos da imagem ks s “ps ”»
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Moda

Pixel = flx.y)

Nuamero de Pixels

L
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>

Valores de cinza X

Fonte: lustracdo do autor

“Moda_IJ”, representa 0 ponto que contém o valor de moda da distribuicdo (pico) de
cores da escala de cinza expresso no histograma. Este valor corresponde a um dos valores da
escala de cinza que contém as 256 cores. A partir dos valores representados no histograma da
imagem radiografica de cada semente foi calculada a dispersdo dos valores e depois de
removido o background foi possivel determinar que ponto produziu o maior valor. “Max_1J”
é¢ 0 numero maximo de pixels no ponto que tem o valor de moda depois de removido

background.

2.4 TESTE DE GERMINACAO APOS RAIO-X

As sementes irradiadas foram submetidas ao teste de germinacdo para avaliar a
germinabilidade dos genotipos, o desenvolvimento inicial das plantulas e possibilitar a
correlacdo das imagens radiograficas com o desenvolvimento fisioldgico e a construgdo dos
padrdes de imagem para analise de testes de raios X para espécie.

Para o teste de germinacéo foi mantido o delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com cinco repeticdes de 20 sementes, conduzido em germinadores com temperatura ajustada
para 30°C e com fotoperiodo de 8 horas. A temperatura de 30°C foi selecionada previamente
como melhor temperatura de germinacao para os trés genotipos aqui analisados. As sementes
foram colocadas para germinar em caixas de acrilico retangular mantendo-se as numeragdes
das sementes na tampa para posteriormente ser possivel relacionar os resultados de

germinacdo com as imagens de raios X. Utilizou-se como substrato agar 1% (um gel de 99%
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de &gua). As avaliacBes foram realizadas diariamente durante 10 dias e as plantulas normais e
anormais contabilizadas, retiradas do teste e fotografadas no 7° dia. Sementes ndo germinadas
também foram contabilizadas. As porcentagens de germinacdo obtidas foram atribuidas aos
dados de caracterizacdo dos genotipos. Imagens das etapas da metodologia utilizada neste

estudo podem ser visualizadas na figura 2.

Figura 2 - Metodologia para as analises morfométricas, fisiologicas e radiogréaficas em sementes de Jatropha
curcas L. (A) Biometria; (B) Pesagens individualizadas; (C) Montagem das sementes na placa acrilica; (D)
Magquina de Raios X; (E) Imagens radiogréficas digitais obtidas; (F) Teste de germinacdo em Agar 1%; (G) e (H)
Desenvolvimento das pléantulas; (1) Plantulas ao 10° dia ap6s semeadura.
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Fonte: Fotos do autor.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos a analise de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e
Kolmogorov-Smirnov. Para as variaveis utilizadas na caracterizacdo dos lotes utilizou-se o
teste t de Student e para comparacdo de médias o teste de Scott-Knott. Para as variaveis
morfométricas (comprimento, largura, espessura, area e volume) e as geradas a partir da
analise das imagens de raios X (Max_IJ e Moda_1J) utilizou-se para a andlise de variancia o
teste de ANOVA por Kruskall-Wallis e para comparacGes multiplas (testes de significancia) o
teste de Mann-Whitney. Todos ao nivel de 5% de significancia.Com os parametros
morfométricos citados e os dados correspondentes ao Max_1J, Moda_1J e tempo de protrusao
da radicula (germinacdo), realizou-se também andlise de correlacdo de Spearman a 5% de
probabilidade para verificar a relagdo daintensidade entre as variaveis analisadas.
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No teste de germinacdo, os resultados foram expressos em porcentagem e os valores
das taxas de germinacdo (T50) e uniformidade (T80-20) foram estimadas com auxilio do
software Origin versdo 6.1 (OriginLab Corporation, Northampton, USA). Essas variaveis
também foram analisadas pelos testes de Shapiro-Wilk, Kruskall-Wallis e Mann-Whitney.

Asanélises estatisticasforam realizadas empregando os softwares Sisvar (versdo 5.3)
(FERREIRA, 2011) e Genstat versdo 14 (VSN International Ltd., Hemel Hempstead, UK).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DOS GENOTIPOS E MORFOMETRIA

Os dados referentes a caracterizacdo dos gendétipos podem ser verificados na Tabela 1.

Tabela 1° - Caracterizacdo de sementes de genétipos de Jatropha curcas L

) Gendtipos N cV

Parametros Alazg(c))lirzlhas Mingsé 1Gzerais Alagoas 2013 Geral (o)
Comprimento (mm) 173+09¢  180+09a 17,7 +1,0b 177 51*
Largura (mm) 10,8+05a  10,7+06a 106+05a 10,7  49™
Espessura (mm) 83204 b 85+05a 8,5 +0,6a 8,4 6,1%
Volume (mm®) 6059+683b 6462+748a 630548922  627,5  12,4*
Peso / sementes (g) 0,6 +0,1b 0,7+0,1a 0,740,1a 07 18,3"
Peso de mil sementes (g)** 0,6 #0,1b 0,7+0,1a 0,740,1a 07 18,3"
Teor de &gua (%) 5.7 #0.1b 55%0.1a 6.0+0.1c 5.70 5.70*
Germinacdo Total(%) 93a 83a 83a 86 8.12"

6*significativo a 5%, ns — ndo significativo para o teste F.
**Peso de mil ndo tem comparacgdo de média, pois ndo foi realizada em repeti¢bes (seguiu recomendagdes das RAS).
Meédias seguidas pelas mesmas letras na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.
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Para as variavéis morfométricas das dimensdes obtidas, apenas para largura ndo houve
diferenca estatistica. Para o comprimento houve diferenca entre trés gendtipos, porém quanto
ao volume s6 houve diferenca nogendtipo Alagoinhas 2012 em relacdo aos outros dois
gendtipos, com menor volume, e consequentemente menor peso individual o que refletiu
também num menor peso de mil sementes. Entretando, estes pardmetros parecem ndo ter
interferido na qualidade fisioldégica das sementes do gendétipo Alagoinhas 2012 que
apresentou maior germinabilidade (93%) quando comparada com a dos genétipos Minas
Gerais 2012 e Alagoas 2013, ambos com 83% de germinacgdo, demonstrando assim uma boa
qualidade dos mesmos.

Se tomarmos como base as médias gerais obtidas, é possivel inferir que, em geral,
sementes de J.curcas apresentam média de 17,67 mm de comprimento, 10,70 mm de largura e
8,42 mm de espessura. Podem apresentar em média 627,52 mm?® de volume por semente.
Cada semente de J. curcas pode pesar em média 0,659 e 0 peso de mil sementes pode variar
de gendtipo para genotipo em fungdo das dimensdes e peso individual das sementes contidas
no lote, os quais em geral apresentam em meédia de 646,48g.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com alguns achados, como as
correlagdes entre as mensuracges unidimensionais em sementes de J.curcas procedentes de
Pernambuco (PE), Minas Gerais (MG) e Mato Grosso do Sul (MS) com a biomassa. As
sementes de pinhdo-manso apresentaram diferencas significativas quanto as medidas externas
e de biomassa (AQUINO et al., 2009).Sementes de pinhdo-manso da india com diferentes
pesos, que variaram de 100 a 800 mg, foram avaliadas quanto a germinacdo, e se verificou
melhores porcentagens de germinacao para as sementes maiores de 600 mg (DAGAR et al.,
2004). Christro et al. (2012; 2014) investigarama sementes de diferentes gendtipos
deJ.curcase verificaram diferencas significativas entre os gendétipos. Nos 20 genotipos
estudados, Christro et al. (2014) encontratam uma média de 647,76 g para o peso de mil
sementes, valor bem proximo ao apresentado neste estudo (646,5 Q).

As sementes dos gendtipos avaliados apresentaram uma meédia de 5,7% de teor de
agua e as médias verificadas diferiram entre si para todos os gendtipos. Esse teor de
aguasugere a boa garantia da condicdo para a conservagdo da viabilidade das sementes em
camara seca (15°C, 15% UR). Segundo Joker e Jepsen (2003), as sementes de J. curcas sdo
ortodoxas e podem ser secas até um baixo teor de agua (5-7%). Zonta et al.(2011) secaram
sementes de J. curcas por diferentes métodos de secagem e armazenaram 0s genotipos a
serem estudados até o teor de agua final de 9,9% (nas sementes secas na sombra), 8,8% (nas

secas no sol), 8,5% (nas secas em estufa com ventilacdo a 33°C) e 8,3% (nas secas em
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estufa com ventilacdo a 43°C ). Com excecdo das sementes secas a sombra, 0s teores de agua

atingidos nos outros métodos de secagem mantiveram a viabilidade das sementes.

3.2 MORFOMETRIA, RAIO-X E FISIOLOGIA DAS SEMENTES.

Além dos dados morfométricos, a utilizacdo da andlise de raios X demonstrou ser
eficiente na avaliacdo de caracteristicas fisicas, morfologicas e fisioldgicas de sementes de J.
curcas.

As imagens obtidas possibilitaram visualizar as estruturas essenciais da semente de J.
curcas, apesar dos cotilédones ndo serem visiveis na imagem radiografica por estarem
totalmente envolvidos pelo endosperma, que é um tecido altamente denso (Figura 3). O
mesmo aspecto € verificado nas imagens de J. curcas no estudo realizado por Pinton et al.
(2009) ao utilizar intensidade de radiacdo de 25 Kv por 60s, assim como verificaram Carvalho
et al. (2010) em sementes de Ricinus communis L. (mamona), também uma semente
endospermatica, no qual testou-se intensidade de radiacdo de 20 a 50 Kv e tempo de
exposicdo de 15 a 75 segundos. Isso demonstra que independente da intensidade de radiacao
e tempo de exposicdo este é um padrdo de imagem obtida em sementes que apresentam
endosperma (endospermadas), 6rgdo que, além dos cotilédones, também apresenta grande
acumulo de reservas as quais proporcionam este aspecto denso, e que é possivel ser

visualizados nos outros estudos com sementes sem endospermas (exospermadas).
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Figura 3- Morfologia de sementes de Jatropha curcas L. (1) Imagem fotografica da semente; (2) imagem
fotografica (em lupa) da semente destacando as estruturas internas; (3) Imagem radiografica da semente
destacando as partes internas visiveis por raios X.
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Fonte: Fotos do autor.

Os parametros moda (Moda_1J) e maximo pixel (Max_IJ) gerado em torno do valor da
moda foram adicionados as andlises juntamente as variaveis tempo de protrusdo radicular
(Prot_Rad), aos quais, com os parametros morfométricos realizou-se analise de correlacéo
(Spearman) (Tabela 2).

Para a maioria dos parametros verificou-se correlacdo significativa, porém a
intensidade do relacionamento dos coeficientes para alguns apresentou correlacdo positiva
forte e em alguns casos positiva moderada, a exemplo das variaveis relacionadas a peso e as
dimensdes das sementes.

Moda_1J e Max_IJ apresentaram correlacdo positiva e moderada, porém significativa
em relacdo ao peso, indicando que o valor modal pode representar o enchimento de gréos,
efeito que se reflete no peso da semente. Esta correlagdo juntamente com as imagens de raios
X e germinacdo, indica que as sementes de menor peso, em média de 0,487g ou menos,
podem corresponder a sementes inviaveis, em funcdo da ma formacgdo do embrido (embrido
atrofiado), o qual visualmente verifica-se pouco denso (Figura 4), onde todas as sementes sdo
menores que o0 padrdo para sementes viaveis da espécie. No caso das imagens de raios X
verifica-se que normalmente essas sementes de menos peso apresentam valores menores de
Moda_1J e Max_1J em relacdo aos verificados nas sementes que germinaram, onde os valores
destes parametros foram maiores e estatisticamente significativo em relacdo aos valores
encontrados para as sementes que ndo germinaram (Figura 4A e 4B). E importante destacar
também que o Max_IJ mostrou uma melhor correlagdo com o tempo de protruséo da raiz,
demonstrado que normalmentes as sementes mais cheias tendem a germinar mais

rapidamente, provavelmente em fungdo da qualidade fisiologica das mesmas.
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Tabela 2- Matriz de correlacdo com valores do coeficiente de Spearman’ das variaveis morfométricas (peso,
comprimento, largura, espessura, area e volume da semente), radiograficas (Moda e Maximo pixel) e fisioldgicas

(tempo para protruséo radicular) analisadas.

Peso (g) (Er?qr:f)’ z‘rf]rn?) ('ﬁf'g') (ﬁrrf% (;1/2:5) Moda 1) Max_IJ %%lt.'
Peso (g) 1
Comp. (mm) 0.605* 1
Larg. (mm) 0.359* 0.335* 1
Espes. (mm) 0.727* 0.556* 0.289* 1
Area (mm?) 0.576* 0.835* 0.768* 0.522* 1
Vol.(mm®) 0.742* 0.825* 0.627* 0.815*  0.899* 1
Moda_IJ 0.483* 0.166* 0.081™ 0.425* 0.139™ 0.304* 1
Méax_1J 0.392* 0.150* 0.045™ 0.134* 0.118* 0.153* 0.319* 1
Prot. Rad. (h) -0.131* 0.102™ 0.207* 0.125™ 0.191* 0.198* -0.191* -0.335* 1

Fonte: Pesquisa da autora

Figura 4 - Sementes de Jatropha curcas L. com peso diferenciado em fung¢do do conteido interno da semente.
Sementes de menor peso em relacdo & média estimada para a espécie podem corresponder a sementes ndo
viaveis. Semente Padrdo (germinou); Sementes (1) a (6), com pesos inferiores (ndo germinaram).

1) ) (©) (4) (5) (6)
Alagoinhas 2012 Minas Gerais 2012 Alagoas 2013

Padrdo

~

0.441g

0.650 g 0.438 g

Fonte: Fotos do autor

0.389 g 0.414 g 0.293g  0.427g

O tempo até protrusdo radicularfoi negativa e fracamentecorrelacionada commax_1J,
embora altamente significativa. Desta forma, Max_IJ constitui um fraco preditor de
velocidade de germinacdo. Quando se avaliou estatisticamente as médias referentes aos
parametros de qualidade das sementes verificou-se que o tempo de protrusdo radicular ndo
diferiu entre as sementes que produziram plantulas normais e aqueles que produziram

plantulas anormais (p=0.293).

"Intensidade do relacionamento de coeficientes de correlagéo positivo e negativo: Perfeito (+1 e -1); Forte (+0.7
a+0.9e-0.7 a-0.9); Moderado (+0.6 a +0.4 e -0.6 a -0.4); Fraco (+0.3a +0.1 e -0.3 a-0.1) e Zero.
* significativo a 5% de probabilidade, ns — ndo significativo.
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Neste estudo, o valorda moda (Moda_IJ) demonstrou seruma boa representagdo para
enchimento de gréos, ao passo que ele representao valor do tom cinzada semente expresso
com mais frequéncia, e no qual é possivel verificar que quanto mais branca (denso) maior é
essevalor da moda. Por outro lado, o valor maximo em torno da moda (Max_IJ) simplesmente
diz algo sobre a forma da distribuicdo, sendo assim, um valor elevado, representa um pico
alto, enquanto que um valor baixo significa que o pico estad mais baixo. Um pico mais baixo é
tipicamente associada com uma distribuicdo mais larga, enquanto que um pico pronunciado,
estd associada com uma distribuicéo estreita. Assim, um alto valor "Max_IJ" néo significa
necessariamente que a imagem da semente parece mais branca.

A figura 5 representa uma anélise geral dos pardmetros avaliados nas amostras de
sementes dos trés genoOtipos utilizados para analise de raios X categorizados pelo que
denominou-se de qualidade, por grupos de sementes: (1) germinaram e originaram plantulas
normais; (2) germinaram, mas originaram plantulas anormais e (3) Sementes ndo germinadas.
Considerando todas as sementes avaliadas (n=300) foi obtido um total de 87% de germinacao,
onde 76% das sementes germinadas originaram plantulas normais, 11% originaram plantulas
anormais e desse total 14% de sementes ndo germinaram. Isto indica uma boa qualidade dos
genotipos avaliados.

Plantulas normais e sementes ndo germinadas diferiram estatisticamente entre si para a
média de todos os parametros avaliados, entretanto plantulas normais e anormais néo
diferiram entre si para nenhum dos parametros. Foi possivel verificar diferenca significativa
entre plantulas anormais e sementes ndo germinadas apenas em relagdo aos parametros peso,
espessura, volume e Max_IJ calculados a partir das imagens de raios X. Isso demonstra
novamente que o peso e as dimensdes representaram um bom parametro para inferir a
qualidade da semente. Para as sementes de J. curcas avaliadas foi verificado que sementes
que apresentaram em média ou menos de 0,49g, 578,4 mm?® e 961,7 pixels ndo germinaram
enquanto que as sementes que apresentaram em média ou mais de 0,689 e 637,9 mm? e 1.481
pixels germinaram e desenvolveram plantulas normais (Figura 5B, 5C e 5D).

Socolowski e Cicero (2008), trabalhando com sementes de Tecoma stans L.,
avaliaram, utilizando imagens radiograficas, as caracteristicas morfoldgicas dos embrides
pertencentes a diferentes classes de massa, sendo cada classe classificadas por categorias
conforme a morfologia interna do embrido: embrido sem defeito, embrido com pequenos
defeitos, embrido deformado e semente sem embrido. Os autores verificaram que
praticamente todas as sementes com embrifes sem defeitos germinaram, porém, nem todas

originaram plantulas normais. Verificaram ainda que, a maioria das sementes das classes de
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menor massa apresentou embrides deformados ou sem embrides, enquanto as de maior massa
apresentaram embrides sem defeitos, em sua maioria.

Os estudos cientificos disponiveis atualmente ndo trazem uma abordagem dos
parametros como apresentados no presente estudo, porém alguns deles evidenciam algumas
das consideracdes e conclusdes expostas.

Pereira et al. (2014) estudando Syngonanthus elegans (Bong.) submeteram as
sementes ateste de raios X digital e de germinacdo. As sementes foram classificadas em
categorias com base na cor e textura da testa e as coordenadas de pixel em imagens foram
usadas para determinar as dimensdes de sementes e embrides. As imagens de raios X
demostraram diferencas no tamanho do embrido para as quatro fragdes de cor, indicando uma
diferenca de maturidade que foi confirmada por massa de sementes. A fracdo com os menores
embrides também apresentou a menor viabilidade. No entanto, o tamanho do embrido e a
massa da semente apresentaram fraca relagdo linear. Uma forte correlagéo foi observada para
a capacidade de germinacdo e tamanho do embrido, mas uma correlacdo mais fraca para a
capacidade de germinacao e massa de sementes.

Estudos preliminares com sementes de mamona (Ricinus communis L.) utilizando o
software “Tomato Analyser” produziram resultados interessantes quando as sementes foram
classificadas em categorias quanto ao grau de desenvolvimento do embrido e relacionadas
com o desempenho das pléntulas. Neste estudo foi observado variacbes do grau de
desenvolvimento do embrido das sementes de mamona de 71% a 87% (CARVALHO et al.,
2010). O grau de desenvolvimento do embrido utilizando o “Tomato Analyser” ¢ determinado
a partir do parametro “Pericarp Area” fornecido pelo programa (MARCOS FILHO et al.,
2010). Em outro estudo, sementes de aroeira-branca (Lithraea molleoides (Vell.) Engl.) foram
radiografadas e classificadas com base na proporcdo do embrido em relacdo a cavidade
embrionaria, em 0%, <50%, 50-75% e 100%, sendo a Ultima classe dividida quanto a
morfologia do embrido, em normal e anormal (MACHADO e CICERO, 2003). A
determinacdo das dimensbes de sementes e embrifes, assim como a analise do grau de
desenvolvimento do embrido realizada por estimativa de area embrionaria também é uma
possibilidade de analise a partir das imagens radiograficas obtidas das sementes de J. curcas,

porém ndo foi 0 objetivo proposto para este estudo no momento.
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Figura 5 - Analise geral dos parametros avaliados nas amostras de sementes dos trés genétipos utilizados para analise de raios X (Alagoinhas 2012, Minas Gerais 2012 e Alagoas
2013) categorizados pelos grupos de sementes que germinaram e originaram plantulas normais ou anormais e as sementes ndo germinadas. n=300 (sementes), 100 sementes por
gendtipo. (A) Média do valor modal obtido a partir das imagens radiograficas de cada semente; (B) Valor médio do Maximo pixels obtidos a partir das imagens radiogréaficas de cada
semente; (C) Peso médio das sementes; (D) Volume médio das sementes; (E) Comprimento médio das sementes; (F) Largura média das sementes; (G) Espessura média das sementes
e (H) Area média das sementes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Mann-Whitney, em nivel de 5% de probabilidade.
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As pranchas construidas e apresentadas nas figuras 6, 7 e 8 podem ser utilizadas como
padrdo na avaliagcdo de imagens de raios X em sementes de J. curcas, contribuindo assim com
mais um instrumento para a avaliacdo de qualidade de gendtipos da espécie.

Na figura 6 é possivel visualizar os padrfes de imagens radiograficas das sementes de
J.curcas que germinaram e originaram plantulas normais, na figura 7 os padrdes de imagens
das sementes que originaram plantulas anormais, e na figura 8 os padrGes de imagens das
sementes que ndo germinaram durante o teste de germinagéo.

Partindo para uma avaliagcdo mais descritiva, 0 que é mais comum na literatura atual,
ao comparar as imagens radiograficas com o teste de germinacéo e as imagens capturadas do
desenvolvimento inicial das plantulas é possivel verificar que em geral sementes de J. curcas
que apresentam a cavidade embrionéria totalmente preenchida ou com mais de 50% do
preenchimento, com o embrido bem formado, originaram plantulas normais, constituindo
assim um padrdo de imagem que pode se considerar como indicativo da qualidade do
gendtipo. Sendo assim, é possivel afirmar que as imagens de raios X possibilitaram avaliar a
morfologia do tecido embrionario e endospermal os quais demonstraram relacdo com a
semente e qualidade de plantulas originadas (Figura 6).

Os resultados obtidos demonstraram ainda, que a analisede raios X pode ser utilizada
para relacionar os danos internos de sementes de J. curcas como desenvolvimento de
plantulas anormais. Danos séo visualmente identificados como manchas mais escurecidas ao
longo do endosperma ou regido axial que com os dados da analise de germinacdo foi possivel
associar como um aspecto visual que compromete a germinacao e/ou o desenvolvimento de
plantulas normais. Sementes que aparecem com regiGes escurecidas apresentam elevada
relacdo com as sementes que ndo germinaram e algumas que mesmo germinando originaram
plantulas anormais (Figura 7 e 8). As manchas escurecidas podem ser sinais de deterioragéo
ou até presenca de patogenos, especificamente fungos. Nas imagens contidas na figura 7 é
possivel visualizar as plantulas com ma formacdo da raiz, presenca de raizes e hipocétilo
atrofiados e/ou necrosado. Nas imagens das sementes que ndo germinaram durante o teste de
germinacdo pdde ser visualizada a presenca de sementes aparentemente vazias, parcialmente
vazias, com defeito no embrido ou presencas de manchas (Figura 8).

Um aspecto importante a ser abordado é que nem todas as plantulas avaliadas como
anormais apresentaram imagens de raios X que indicasse anormalidade na semente ao passo
de comprometer o desenvolvimento das plantulas. Sendo possivel afirmar que algumas
anormalidades verificadas em teste de germinacdo conduzidos em laboratorio podem nao

refletir a realidade de campo, como por exemplo, o aparecimento de fungos que apos a
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semente germinar pode inviabilizar o desenvolvimento normal das plantulas, pois
deterioraram o0s tecidos e a plantula ndo cresce como deveria. Necrose nas raizes e
tombamento de hipocétilo também por necrose do tecido nesta regido foi, por exemplo,
deformacdes verificadas durante o teste de germinagdo em funcgdo da incidéncia de fungos,
mas que as imagens radiograficas demonstraram que as sementes estavam sadias. Este aspecto
pode ser visualizado, por exemplo, nas imagens de (8) a (12) da figura 7.

Pinto et al. (2009) constataram, em imagens radiogréaficas, também de pinhdo-manso,
que as imagens apresentando regibes sem manchas escuras e trincas no endosperma e
embrido, classificadas por eles como sementes sem danos, germinaram originando plantulas
normais e que as sementes que apresentam manchas escuras (provavelmente tecidos
deteriorados) em mais de 50% do endosperma, assim como no embrido, os quais classificaram
como sendo danos severos, ndo germinam ou originam plantulas anormais. Estas informacoes
grande coeréncia com os dados apresentados neste estudo.

Sementes com danos internos (embriGes morfologicamente anormais) e/ou sementes
vazias (embrido ausente), também foi observado em canafistula (Peltophorum dubium)
(OLIVEIRA et al., 2003), Aroeira branca (Lithraea molleoides) (MACHADO e CICERO,
2003), Tabebuia serratifolia, Tabebuia impetiginosa (OLIVEIRA et al., 2004) e embauba
(Cecropia pachystachya) (PUPIM et al., 2008).
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Figura 6. Padrdo de imagens radiograficas das sementes dos trés gendtipos de Jatropha curcas L. que
germinaram e originaram plantulas normais (Alagoinhas 2012, Minas Gerais 2012 e Alagoas 2103).

Genotipo Alagoinhas

Gendtipo Minas Gerais

Gendtipo Alagoas

O WL

Fonte: Fotos do autor.
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Figura 7. Padrdo de imagens radiograficas das sementes de Jatropha curcas L. que originaram plantulas
anormais. (1) a (4) Ma formagdo da raiz; (4) Hipocétilo atrofiado e necrosado; (5) a (10) Presenca de raizes
necrosadas e (11) e (12) Hipocétilo necrosado.

Fonte: Fotos do autor.

Figura 8. Padrdo de imagens radiograficas das sementes dos trés genotipos de Jatropha curcas L. avaliados
(Alagoinhas 2012, Minas Gerais 2012 e Alagoas 2013) que ndo germinaram durante o teste de germinagéo.
Sementes parcialmente vazias, com defeito no embrido ou presencgas de manchas.

Fonte: Fotos do autor.
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3.3 ANALISE DA GERMINACAO DOS GENOTIPOS (Dados Complementares)

Os gendtipos avaliados, em estudo anterior, passaram por screening térmico que
indicou 30°C como temperatura étima para o0s trés genotipos. Neste estudo apesar de utilizar
outro tipo de substrato (Agar 1%), sob temperatura de incubacdo de 30°C constante, 0s
gendtipos Alagoinhas 2013, Minas Gerais 2012 e Alagoas 2013 apresentaram germinacao
final de 93, 83 e 83% respectivamente e a maior frequéncia de sementes germinadas foi
verificada em torno de 64 horas de embebicédo (Figura 9A e 9B).

A uniformidade (T80-20) verificada nos referidos genotipos foi de 21.8, 31.8 e 16.3 e
a taxa de germinacdo (T50) de 62.6, 70.6 e 51.5 respectivamente. Estatisticamente a
germinacdo final (P = 0.069) e o T80-20 (P =0.185) ndo diferiram significativamente entre os
gendtipos de sementes. O T50 diferiu entre os gendtipos (P = 0.010), principalmente em
funcdo do gendtipo de Alagoas 2013 que apresentou o T50 inferior (germinacdo mais rapida)
(Figura 9C). O genotipo Alagoinhas 2012 apresentou maior nimero de plantulas normais e o
genotipo Alagoas 2013 a menor porcentagem, a qual pode ser atribuida as condi¢des do teste
no qual foi verificada uma maior incidéncia de fungos o que comprometeu o desenvolvimento
das plantulas provocando a deformacéo destas por deterioracdo (Figura 9D).

Morais (2008) sugere que o teste de germinacdo de sementes de pinhdo-manso deve
ser realizado a temperatura alternada entre 25-30°C. Martins et al. (2008) recomendaram que
seja realizado sob temperatura alternada 20-30°C, em substrato areia ou papel e com
contagem final aos 10 dias da semeadura. Para Gairolla et al. (2011) a temperatura 6tima foi
registrada 30°C e o melhor substrato foi a vermiculita onde se obteve media total de
germinacdo de 85%. Windauer et al. (2012) verificaram porcentagem de germinagéo final
maxima a 25°C (82%), porém apesar da reducdo da porcentagem de germinacgdo final,
sementes incubadas a 30°C germinaram mais rapido do que em qualquer outra temperatura,
incluindo a 25 °C.

No caso dos gendtipos estudados, a regido de coleta do gendétipo Alagoinhas 2012 esta
situada a uma altitude aproximada de 131 m em relacédo ao nivel do mar, a regido de coleta do
gendtipo Minas Gerais 2012 a 698 m e a regido de coleta do gendtipo Alagoas 2013 a 84 m.
De acordo com os dados coletados das estagdes meteoroldgicas mais proximas das regides de
coleta do gendtipos dentro dos 12 meses que inclui o periodo de coleta das sementes, a regido
de Alagoinhas registrou temperaturas que variaram entre 18 e 33°C, a regido de Minas Gerais

entre 11 e 29°C e a regido de Alagoas 21 e 31°C. A maior precipitacdo registrada durante o
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periodo de levantamento dos dados pluviométricos em Alagoinhas foi de 215 mm de chuva,
no 3° trimestre de 2012; em Minas Gerais 500 mm, no 1° trimestre de 2012, e em Alagoas 702

mm no 2° trimestre de 2013.

Figura 9. Dados do teste de germinacdo das sementes dos trés gendétipos teste de raios X. (A) Curva de
germinacdo; (B) Curva de frequéncia relativa da germinacdo; (C) Germinacéo total e Taxa de germinacéo (T50);
(D) Porcentagem de plantulas normais, anormais e de se sementes ndo germinada.
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O pinh&o-manso é adaptavel a uma ampla faixa climatica, temperaturas entre 18 a
28,5°C, altitudes do nivel do mar a cerca de 1.000 metros e precipitacdo média de 480 a 2.380
mm (BELTRAO e CARTAXO, 2006). Isto pode justificar a variacio de resultados
encontrados na literatura referente a ideal temperatura para conducéao de testes de germinacao

em laboratorio.
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O teste de germinacdo conduzido com 0s genotipos Alagoinhas 2012, Minas Gerais
2012 e Alagoas 2013 possibilitaram fornecer informacdes sobre o potencial fisiolégico dos
genotipos sob condigdes 6timas de temperatura. O potencial de desempenho das sementes
estd expresso nas caracteristicas genéticas, fisicas, fisioldgicas e sanitarias (MARCOS
FILHO, 2005) e os testes de germinacdo podem funcionar como um instrumento de resposta

da expressao dessas caracteristicas.

4 CONCLUSOES

A avaliagdo dos parametros morfométricos e fisioldgicos associando com 0s
resultados obtidos nos teste de raios X das sementes dos diferentes genotipos Jatropha curcas
L., possibilitou a anélise da qualidade dos genotipos.

A correlacdo entre a maioria dos parametros morfométricos, de raios X e fisiologico
(tempo de protrusdo radicular) avaliados foi estatisticamente significativa, porém houve
variacdo na intensidade do relacionamento dos coeficientes.

A andlise dos histogramas das imagens radiograficas possibilitou uma avaliacdo
diferenciada das imagens, onde os valorda moda (Moda_ lJ) demonstrou seruma boa
representacdo para enchimento de grdos, representando que quanto maior o valor da moda,
mais branca é a imagem, sendo assim mais cheio é o grdo, correspondendo em sua maioria a
sementes viaveis. O valor maximo em torno da moda (Max_1J) simplesmente diz algo sobrea
forma de distribuicdo, valor elevado representa um pico alto (distribuicdo estreita) e o valor
baixo que pico esta mais baixo (distribuicdo mais larga), significando assim, que um alto
valor "Max_1J" ndo significa necessariamente que a semente parece mais branca.

As andlises radiograficas possibilitaram visualizar os danos internos nas sementes e o
efeito desses na germinacdo, assim como a constru¢do de um padrdo de imagens associadas
ao desenvolvimento fisioldgico da planta, o qual auxiliara de forma pratica nas analises de

imagens de raios X em sementes de Jatropha curcas L.



122

REFERENCIAS

ABREU, F. B. et al. Variabilidade genética entre acessos de pinhdo-manso na fase juvenil.
Magistra, Cruz das Almas, BA, v. 21, p. 36-40, 2009.

ALBUQUERQUE, K. S.; GUIMARAES, R. M. Avaliacio da qualidade de sementes de
sucupira-preta (Bowdichia virgilioides Kunth.) pelo teste de raios X. Revista Ciéncia e
Agrotecnologia, Lavras, v. 32, n. 6, p. 1713-1718, 2008.

AQUINO, N.F. et al. Morfometria de sementes de Jatropha curcasL. em fungdo da
procedéncia, Revista de Ciéncias Agroveterinarias, Lavras,n.8, 2009.

BATTISTI, A. et al. Detection and evaluation of seed damage of cypress, Cupressus
sempervirens L., in Italy. Seed Science and Technology, [S.I.], v.28, n.3, p.729-738, 2000.

BELTRAO, N. E. M.; CARTAXO, W. V. Consideracdes gerais sobre o pinhdo-manso (Ja-
tropha curcasL.) e a necessidade urgente de pesquisas, desenvolvimento e inovacgdes tecnolé-
gicas para esta planta nas condigdes brasileiras. CongressoBrasileiro de Plantas Oleaginosas,
Oleos, Gorduras e Biodiesel, 3., 2006,Varginha.Anais...v. 3, 2006.

BINO, R.J.; AARTSE, JW.; VAN DER BURG, W.J. Non-destructive Xray analysis of
Arabidopsis embryo mutants. Seed Science Research, Cambridge, v.3, p.167-170, 1993.

BRASIL. Ministério da Agricultura e Reforma Agréria. Regras para andlise de sementes.
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Secretaria de Defesa Agropecuaria.
Brasilia, DF: Mapa/ACS, 2009. 399p.

CARVALHO, L. R. de; CARVALHO, M. L. M. de e DAVIDE, A.C.. Utilizagéo do teste de
raios X na avaliacdo da qualidade de sementes de espécies florestais de Lauraceae.Rev. bras.
sementes. Londrina, v.31, n.4, p. 57-66, 20009.

CARVALHO, M.L.M.; ALVES, R.A.; OLIVEIRA, L.M. Radiographic analysis in castor
bean seeds (Ricinus communis L.). Revista Brasileira de Sementes, Londrina, v.32, n.1,
p.170-175, 2010.

CHRISTO, L. et al.Genetic Variability among Genotypes of Physic Nut Regarding Seed
Biometry. American Journal of Plant Sciences, [S.l.], n.5, p.1416-1422, 2014.

. Biometric Analysis of Seeds of Genotypes of Physic Nut (Jatropha curcasL.).
Agropecuaria Cientifica no Semi-Arido, [S.I.], n.8, p.1-6, 2012.

CICERO, S. M. Aplicacao de imagens radiograficas no controle de qualidade de sementes.
Analise de Imagens.Informativo Abrates, Londrina, v. 20, n. 3, p. 48-51, 2010.

DAGAR, J. C., BHAGWAN H., KUMAR, Y. Seed germination studies of Salvadora persica
and Jatropha curcas. Indian Journal of Forestry, Dehradun, v. 27, n. 3, p. 283-289, 2004.



123

DEBNATH M, BISEN PS. Jatropha curcas L., a multipurpose stress resistant plant with a
potential for ethnomedicine and renewable energy. Curr Pharm Biotechnol. [S.I.], v.9, n.4,
p.288-306, 2008.

DELL'AQUILLA, A. Water uptake and protein synthesis in germinating wheat embryos
under osmotic stress of polyethylene glycol. Annais of Botany, Camben-a, v. 69, n. 2, p. 167-
171, 1992.

DO AMARAL, J. B, et al. Teste de Raios X para Avaliacdo do Potencial Fisioldgico de
Sementes De Ipé-Roxo. Revista Brasileira de Sementes, Londrina,v.33, n.4,p. 601-606.
2011.

FERREIRA, Daniel Furtado. Sisvar: a computer statistical analysis system. Ciéncia e
Agrotecnologia, [S.l.], v. 35, n.6, p. 1039-1042, 2011.

GAIROLA, K. C.; NAUTIYAL, A. R. E DWIVEDI, A. K.. Effect of Temperatures and
Germination Media on Seed Germination of Jatropha curcasLinn. Advances in Bioresearch.
[s.l.], v.2, Issue 2, p.66 — 71, 2011.

GINWAL, H.S. et al. Seed source variation inmorphology, germination and seedling growth
of Jatropha curcasLinn. In central India. Silvae Genetica, Dehradun,v. 54, n. 2, 2005.

. Seed source variation in growth performance and oilyield of Jatropha curcasLinn. in
Central India. Silvae Genetica, Dehradun, v. 53, n. 4, 2004.

GOMES JUNIOR, F. G. Aplicacdo da andlise de imagens para avaliacdo da morfologia
interna de sementes. Analise de Imagens.Informativo Abrates,Londrina, v. 20, n. 3, p. 33-
39, 2010.

GOMES, K.B.P. et al. Avaliagdo da morfologia interna de sementes de Terminalia argentea
(Combretaceae) pelo teste de raios X. Revista Ciéncia Agronémica, Fortaleza, v. 45, n. 4, p.
752-759, 2014.

INTERNACIONAL SEED TESTING ASSOCIATION. International Rules for seed Testing.
Handbook of vigour test methods. 3. ed. Zurich: ISTA, 1995. 117 p.

JOKER, D.; JEPSEN, J. Jatropha curcas L. Seed Leaflet. Danida Forest Seed Centre.
Denmark,n.83, p.1-2, 2003.

MACHADO, C.F.; CICERO, S.M. “Aroeira-branca”(Lithraea molleoides (Vell.) Engl. —
Anacardiaceae) seed quality evaluation by the X-ray test. Scientia Agricola, [S.l.], v.60, n.2,
p.393-397, 2003.

MARCOS FILHO, J. Fisiologia de sementes de plantas cultivadas. Piracicaba: FEALQ,
2005. 495p.

. Teste de vigor: importancia e utilizagdo. In: KRZYZANOWSKI, F.C.; VIEIRA,
R.D.; FRANCA NETO, J.B. Vigor de sementes: Conceitos e Testes. Londrina: ABRATES,
1999.



124

MARCOS FILHO, J. et al.. Using tomato analyzer software to determine embryo size in x-
rayed seeds. Revista Brasileira de Sementes, Londrina, v. 32, n. 2, p. 146-153, 2010.

MARTINS, C.C.; MACHADO, G.M.; CAVASINI, R. Temperatura e substrato para o teste de
germinacdo de sementes de pinhdo-manso. Ciéncia e Agrotecnologia, Londrina,v.32, n.3,
p.863-868, 2008.

MELO, J. C. et al. Avaliacdo preliminar do potencial do pinhdo-manso para a producéo de
biodiesel. In: CONGRESSO DA REDE BRASILEIRA DE TECNOLOGIA DE BIODIESEL,
1, 2006, Brasilia. Anais... Brasilia: MCT/ ABIPTI, 2006, v. 2, p. 198-203.

MORAIS, E.B.S.D. Padronizacdo de teste de germinacdo e qualidade de sementes de
Pinh&o-Manso (Jatropha curcasL.) durante o armazenamento. 2008. 103f. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Dissertacdo - Mestrado) - Universidade Estadual de Montes Claros,
Janalba, MG.

OLIVEIRA, L.M.; CARVALHO, M.L.M.; DAVIDE, A.C. Utilizagéo do teste de raios X na
avaliacdo da qualidade de sementes de canafistula (Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert).
Revista Brasileira de Sementes, Londrina, v.25, n.1, p.116-120, 2003.

OLIVEIRA, L.M. et al. Avaliacdo da qualidade de sementes de Tabebuia serratifolia
Vahlnich. e T. impetiginosa (Martius Ex A.P. de Candolle) Standley — (Bignoniaceae) pelo
teste de raios X. Revista Brasileira de Sementes, Londrina, v.26, n.2, p.138-143, 2004.

PEREIRA, L.A. et al.Embryo morphology indicates physiological maturity better than seed
mass in Syngonanthus elegans (Eriocaulaceae). Seed Sci. & Technol.[S.l.], 42, 161-170,
2014,

PINTO, T.L.F. et al.Avaliacdo da viabilidade de sementes de pinhdo-manso pelo teste de
tetrazdlio e de raios X. Revista Brasileira de Sementes, Londrina, v.31, n.2, p.195-201,
2009.

PUPIM, T.L. et al. Adequacdo do teste de raios X para avaliacdo da qualidade de sementes de
embauba (Cecropia pachystachya Trec.). Revista Brasileira de Sementes, Londrina, v.30,
n.2, p.28-32, 2008.

SIMAK, M.; BERGSTEN, U.; HENRIKSSON, G. Evaluation of ungerminated seeds at the
end germination test by radiografy. Seed Science and Technology, [S.l.], v.17, n.2, p.361-
369, 1989.

SIMAK, M.; GUSTAFSSON, A. X-ray photography and sensitivity in forest tree species.
Hereditas, [S.1.], v.39, p.458-468, 1953.

SOCOLOWSKI, F.; CICERO, S.M. Caracterizagdo morfologica de embrides por imagens de
raios X e relacdo com a massa e a qualidade fisioldgica de sementes de Tecoma stans L. Juss.
ex Kunth (Bignoniaceae). Revista Brasileira de Sementes, Londrina, v.30, n.2, p.200-208,
2008.

VAN DER BURG, W.J. et al. Predicting tomato seedling morphology by X-ray analysis of
seeds. Journal of the American Society for Horticultural Science, Geneva, v.119, p.256-
263, 1994.



125

VANZOLINI, S. et al. Qualidade sanitaria e germinacdo de sementes de pinhdo-manso.
RevistaBrasileira de  Sementes, Londrina,v.32, p.9-14, 2010. Disponivel
em:<http://www.scielo.br/pdf/rbs/ v32n4/01.pdf.>.Acesso em: 15 maio 2014.

WINDAUER, Liliana B. et al. Benech-Arnold, Roberto. Germination responses to
temperature and water potential in Jatropha curcas seeds: a hydrotime model explains the
difference between dormancy expression and dormancy induction at different incubation
temperatures. Annals of Botany, [S.1.],109: 265-273, 2012.

ZONTA, J. B. et al.Diferentes tipos de secagem: efeitos na qualidade fisiologica de sementes
de pinhdo-manso. Revista Brasileira de Sementes, Londrina, v. 33, n. 4, p. 721-31, 2011.



126

CAPITULO IV

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE SEMENTES E PLANTULAS DE Jatropha curcas
L. EM RESPOSTA A DIFERENTES TEMPERATURAS

RESUMO

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) é uma espécie de uso mdltiplo, considerada
promissora para a producdo de biodiesel por apresentar sementes ricas em 0leo, bem como
uma fonte de metabdlitos secundarios de importancia medicinal. O objetivo deste estudo foi
realizar screening fitoquimico, determinar a atividade antioxidante e quantificar os compostos
fendlicos, assim como determinar a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX) em sementes e plantulas em J.
curcas germinadas sob diferentes temperaturas (25, 30 e 35 °C). Amostras de sementes secas
(quiescentes) e sementes embebidas por 42h em agua nas trés temperaturas foram secas,
trituradas e extratos brutos preparados, utilizando etanol P.A como solvente extrator, 0s quais
se utilizou para o screening fitoquimico, as analises da atividade antioxidante (método de
sequestro de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil -DPPH) e determinacdo dos compostos fenolicos
(método de Folin-Ciocalteu). Extratos preparados com amostras frescas de sementes
quiescentes, plantulas inteiras e compartimentadas (raiz e parte aérea) utilizando tampéo
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,4) foram avaliados quanto a atividade das enzimas
antioxidantes CAT, SOD e APX. A CAT foi estimada pela diminui¢cdo da absorbancia do
H.0O, a 240 nm, a SOD avaliada pela capacidade da enzima em inibir a foto-reducéo do azul
de nitrotetrazolio e a APX por meio do monitoramento da oxidacdo do ascorbato a 290 nm. A
germinacdo total verificado foi de 76%, 78% e 81% para as sementes encubadas
respectivamente a 25, 30 e 35°C. Foi obtido um maior e significativo nimero de plantulas
normais para as sementes germinadas a 30°C (69%) quando comparadas a 35°C (49%).
Flavonas, xantonas e flavonois foram detectados em extratos de sementes secas e esta
mostrou maior atividade antioxidante e concentracdo do composto fendlico que os extratos de
sementes embebidas, 0s quais apresentaram apenas a presenca de compostos fenolicos livres e
esterdides. A mudanca de temperatura ndo promoveu diferencas na atividade antioxidante e
dos compostos fendlicos durante a embebicdo. A atividade das enzimas foi diferente nos
compartimentos analisados. Amostras de sementes embebidas e mantida a 30°C apresentaram
atividade da CAT superior. A atividade mais elevada da SOD foi verificada em sementes
embebidas a 30 e 35°C e nas raizes das plantulas cultivadas a 35°C. A atividade da APX foi
maior em plantulas inteiras e raizes crescidas a 30°C e 35°C, respectivamente. As
temperaturas testadas ndo proporcionaram uma condicdo de estresse térmico a ponto de
desencadear uma resposta antioxidante diferenciada, demonstrando assim que as espécies
reativas de oxigénio podem ter atuado apenas como atores de vias de sinalizacdo celular
dentro da “janela oxidativa para a germinagao”.

Palavras-chave: Enzimas antioxidantes. Screening fitoquimico. Compostos fendlicos.
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ANTIOXIDANT ACTIVITY Jatropha curcas L. SEEDS AND SEEDLINGS IN
RESPONSE TO DIFFERENT TEMPERATURES

ABSTRACT

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) is a multiple use species, considered promising for
biodiesel production by presenting seeds rich in oil as well as a source of secondary
metabolites of medicinal importance. The aim of this study was to carry phytochemical
screening, determine the antioxidant activity and quantify the phenolic compounds, as well as
determine the activity of antioxidant enzymes catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD)
and ascorbate peroxidase (APX) in seeds and seedlings J. curcas germinated under different
temperatures (25, 30 and 35 °C). Samples of dried seeds (quiescent) and seeds soaked for 42h
in water at three temperatures were dried, crushed and prepared crude extracts using PA
ethanol as extracting solvent, which was used for phytochemical screening, analysis of
antioxidant (sequestering of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl-DPPH method) and determination
of phenolic compound (Folin-Ciocalteu method). Extracts prepared with fresh samples of
quiescent seeds, whole seedlings and compartmentalized seedlings (roots and shoots) using
potassium phosphate buffer 100 mM (pH 7.4) were evaluated for antioxidant enzymes CAT,
SOD and APX. CAT was estimated by the decrease in absorbance of H,O, at 240 nm and
evaluated for SOD enzyme's ability to inhibit the photo-reduction of nitroblue tetrazolium and
APX by monitoring the oxidation of ascorbate 290 nm. The total germination observed was
76%, 78% and 81% respectively for seeds soaked at 25, 30 and 35 °C. It was obtained and a
higher mean number of normal seedlings for seeds germinated at 30 °C (69%) compared to 35
°C (49%). Flavones, flavonols and xanthones were detected in seed extracts dried and this
showed a higher antioxidant activity and concentration of phenolic compound that extracts of
seeds soaked, which showed only the presence of free phenolic compounds and steroids. The
change in temperature did not cause differences in antioxidant activity and phenolic
compounds during soaking. The enzyme activity was analyzed in different compartments.
Samples of seeds soaked and held at 30 ° C showed higher CAT activity. The highest SOD
activity was detected in imbibed seeds 30 and 35 ° C and roots of the seedlings grown at 35
°C. The APX activity was higher in whole seedlings and roots grown at 30 °C and 35 °C
respectively. The tested temperatures did not provide thermal stress conditions to trigger a
different point antioxidant response, thereby showing that reactive oxygen species can be
actuated only as cell signaling pathways of players within "oxidative window for
germination."”

Keywords: Antioxidant enzymes. Phytochemical screening. Phenoliccompounds.
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1 INTRODUCAO

Jatropha curcas L. conhecida vulgarmente como pinhdo-manso, é uma espécie vegetal
oleaginosa pertencente a familia Euphorbiaceae, multiuso, de grande importancia econdmica,
especialmente por ser indicada como promissora para producdo de biodiesel. A espécie é
amplamente distribuida na América Central, América do Sul, Africa, india e Sudeste da Asia
e suas sementes sdo ricas em toxinas importantes a exemplo da curcina e dos ésteres de forbol
que podem atuar como inibidores da tripsina e lectinas. E amplamente cultivada em éreas
aridas e semiaridas, pela tolerancia a seca e a altas temperaturas (NITHIYANANTHAM et
al., 2013; SILVA et al., 2013).

As plantas exibem respostas metabdlicas Unicas frente a estresses abioticos maltiplos,
e muitas vezes a exposicdo a um fator de estresse abi6tico Unico pode promover respostas
fisiologicas ndo s6 a fonte primaria do estresse, como também a estresses outros. Fatores
abidticos como seca, altas temperaturas, salinidade, dentre outros, em geral promovem
reducdo no rendimento de culturas vegetais e tém sido objeto de intensas pesquisas para
elucidagdo dos processos fisiologicos e metabdlicos envolvidos nas relagdes hidricas,
ajustamento osmdtico e metabolismo oxidativo vegetais. (LOUREIRO et al., 2007
CARNEIRO et al., 2011; VIRGENS et al., 2012; DE BRITO, et al., 2015)

A temperatura € um dos mais importantes fatores que influenciam na viabilidade de
sementes e crescimento de pléantulas, assim como determina a capacidade e taxa de
germinacdo. E muito comum, por exemplo, plantas que sio sujeitas a elevadas temperaturas,
responderem ao estresse térmico e também secundariamente ao estresse oxidativo
(IGBINOSA et al., 2011; SILVA et al., 2013). Estresses por altas ou baixas temperaturas
podem causar uma série de eventos em cascata, iniciando com peroxidacdo lipidica e
avancando para degradacdo de membranas, e eventualmente morte celular (MARINI et al.,
2012, 2013; RIBEIRO et al., 2014).

Como em qualquer sistema biolégico, o aumento da temperatura pode resultar no
aumento da velocidade das reagdes, tendo limites especificos para a progressdo. Entre as
respostas metabolicas provocadas pela variacdo de temperatura em plantas, estdo as alteragdes
nas atividades de algumas enzimas. Em sementes tem sido evidenciada alteragdo na atividade
de enzimas ao longo da germinagdo em diferentes temperaturas e a depender da espécie
estudada, demonstrando que temperaturas estressantes podem provocar ou ndo danos

oxidativos. Estudos demonstram que, em alguns casos, 0 aumento ou decréscimo da atividade
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de determinadas enzimas, um elemento comum durante a germinacdo, pode significar
importante capacidade da espécie em desenvolver mecanismos de tolerancia ao estresse,
especialmente no combate as Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), sendo um
comportamento normal durante 0 processo germinativo e intrinseco a cada espécie.
(RAMALHEIRO, 2009; CAKMAK et al., 2010; MEI e SONG, 2010; FLORES et al., 2014).

O estresse oxidativo constitui-se como um desequilibrio entre as taxas de producédo de
moléculas oxidantes e de degradacdo por moléculas antioxidantes (MARIUTTI e
BRAGAGNOLO, 2007), usualmente ocorre com o0 aumento das concentracdes de espécies
reativas de oxigénio (ERO), estando relacionado com uma série de doencas (IENCO et al.,
2011; PIMENTEL et al., 2012). Fatores como predisposi¢do genética, condi¢cGes ambientais e
propriedades especificas de grupos celulares podem acentuar o dano oxidativo, ou até mesmo
diminuir a capacidade de degradacdo desses agentes em organismos celulares (DU e
GEBICKI, 2002, 2004; DIZDAROGLU e JARUGA, 2012). A principal consequéncia do
estresse oxidativo é a peroxidacdo lipidica, degradacdo de lipideos, proteinas e DNA,
resultando em danos membranas bioldgicas e aumentando a sua fluidez (GILL e TUTEJA,
2010). Isso compromete sua integridade e inativa a interagdo entre membrana e receptor e
entre membrana e enzima, além de ocasionar lesGes oxidativas que favorecem o aparecimento
de mutac@es ao nivel do DNA (VICENTINO e MENEZES, 2007).

Em sementes, as espécies reativas de oxigénio sdo continuamente produzidas durante
o desenvolvimento da semente, da embriogénese a germinacdo, mas também estdo envolvidas
na deterioragdo durante o armazenamento de sementes. As ERO desempenham um papel
duplo na fisiologia da semente se comportando, por um lado, como agentes de vias de
sinalizacdo celular e, por outro lado, como produtos tdxicos que se acumulam sob condicGes
de estresse. No entanto, existe evidencias que as ERO se acumulam também desempenhando
papéis importantes na sinalizacdo associada com a germinacdo e a reducdo da dorméncia.
Existe um conceito de "janela oxidativa para a germinagdo”, na qual o que restringe a
ocorréncia dos eventos celulares associada a germinacdo de uma faixa critica de nivel das
ERO, encerrado em limites inferiores e superiores. Baseado neste conceito, acima ou abaixo
da "janela oxidativa para a germinacdo”, baixas ou altas quantidades de ERO,

respectivamente, ndo permitiria o progresso em dire¢do a germinagdo (BAILLY et al., 2008).

Os sistemas bioldgicos sdo capazes de produzir antioxidantes que atuam contra 0s
efeitos deletérios de ERO através de mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos. Os

antioxidantes s@o substancias que atuam em baixas concentragdes em substratos oxidaveis
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inibindo ou retardando significativamente a lipoperoxidacdo (HALLIWELL, 1995).
Antioxidantes naturais sdo compostos de baixo peso molecular como as vitaminas C e E,
carotendides, glutationa reduzida e compostos fenolicos, entre outros, que podem prevenir a
formacdo de radicais livres e a atividade de espécies reativas de oxigénio (LORENZI, 2002;
OLIVEIRA et al., 2011; LOPEZ-LAREDO et al., 2012; TEWARI et al., 2013; PEREIRA et
al., 2014).

Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos, as substancias polifendlicas sdo de grande
importancia na remoc¢do das ERO inibindo a peroxidagdo lipidica e promovendo o sequestro
de metais pesados, devido a sua funcdo quelante. Flavondis, acidos cindmicos, cumarinas e
acidos caféicos sdo compostos polifendlicos bem conhecidos com propriedades antioxidantes
extremamente fortes, as quais conferem protecdo as células e tecidos contra os danos
oxidativos. Estes compostos partilham padrdes quimicos comuns, com um ou mais grupos
fendlicos para doacdo de prétons que neutralizam as ERO (IGBINOSA et al., 2011, COSTA
etal., 2013).

Além desses compostos ndo enzimaticos, os niveis metabdlicos normais de espécies
reativas de oxigénio sdo mantidos pela atividade antioxidante de diversas enzimas, como a
glutationa peroxidase, glutationa-redutase, catalase, ascorbato peroxidase e superoxido
dismutase (OLIVEIRA et al., 2011; LOPEZ-LAREDO et al., 2012; COSTA DA SILVA et
al., 2013; TEWARI et al., 2013; PEREIRA et al., 2014). Sob condi¢des de estresse abioticos
em que o crescimento da planta encontra-se reduzido (como situacdes de estresse térmico e
estresse oxidativo) em funcdo da producdo excessiva das ERO, € comum a ativacdo dessas
enzimas antioxidantes como mecanismo natural de tolerancia ao estresse, evitando a acao
toxica das ERO, antes que os danos celulares possam ser estabelecidos (LEAL et al., 2005;
MARINI et al., 2012).

Informagdes sobre o metabolismo oxidativo de sementes e pléantulas de J. curcas sob
condicGes de estresse térmico ainda sdo escassas na literatura. Tendo em vista estes aspectos,
objetivou-se com este estudo avaliar o efeito de diferentes temperaturas na resposta
antioxidante de sementes e plantulas de J. curcas. Para tanto, realizou-se a avaliagdo do perfil
fitoquimico, a anélise da atividade antioxidante e quantificacdo de compostos fendlicos em
extratos etandlicos, assim como a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT),

ascorbato peroxidase (APX) e superdxido dismutase (SOD).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL E AMOSTRAGEM

Utilizaram-se sementes de J. curcas coletadas em julho de 2013, no Centro de
Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Alagoas, Cidade de Rio Largo (AL), em
matrizes de um plantio experimental com 350 plantas com idade de sete anos, estando a area
de coleta, situada nas coordenadas geograficas de 9°47’S e 35°83° W. Em seguida, as
sementes foram beneficiadas no Laboratério de Bioquimica, Biotecnologia e Bioprodutos do
Instituto de Ciéncias da Saude (LBBB/ICS/UFBA) para a realizacdo dos ensaios
experimentais. Testes de germinacdo preliminares foram conduzidos para estabelecer os

tratamentos para as analises bioguimicas.

O material biol6gico, para todas as analises, foi composto de sementes secas
(quiescentes), considerada como um controle bioldgico, sementes embebidas por 42 horas em
agua (fase Il do processo germinativo), plantulas inteiras e plantulas compartimentadas, em
parte aérea e raiz (Figura 1) cultivadas a 25, 30 e 35°C. Para realizacdo do screening
fitoquimico, as andlises da atividade antioxidante e quantificacdo dos fendis totais foram
utilizadas apenas amostras de sementes secas (controle) e sementes embebidas por 42 horas.

Para a embebicdo das sementes e o cultivo das plantulas, inicialmente as sementes
(Figura 1 A) passaram por desinfestacdo utilizando-se solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5%
com adicdo de Twin 20 (1 gota a cada 100 mL de solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5%),
durante 10 minutos. Em seguida as sementes foram lavadas em &gua destilada,

aproximadamente, trés vezes.

As sementes a serem coletadas ap6s 42 horas de embebicdo foram dispostas em caixas
plasticas contendo trés folhas de papel de germinagdo estéreis (substrato) e umedecidas com
agua em volume equivalente a trés vezes 0 peso substrato (Figura 1B). As sementes foram

embebidas em agua por 42 horas e mantidas nas temperaturas de 25, 30 e 35°C.

As plantulas foram semeadas nas mesmas temperaturas, porém utilizou-se como
substrato solugio de Agar a 1%, diluido em &gua destilada (4gar/agua) e solubilizado em
placa aquecedora em temperatura maxima até fervura da solugdo. Apos resfriar a solucdo, 100
mL foram adicionadas em copos pléasticos e depois de polimerizada foram adicionadas duas
sementes por copo. A germinacdo foi acompanhada e contabilizada e as plantulas foram

coletadas a partir do décimo dia de embebicgdo, utilizando-se como critério de coleta das
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amostras plantulas que apresentaram os cotilédones expandidos (Figura 1 C). Cada tratamento

foi constituido por trés repeticdes com dez plantulas e/ou compartimentos.

Imagens digitalizadas de dez pléantulas por tratamento foram utilizadas para calculo da
estimativa de &rea (Figura 1D). O uso deste método ndo destrutivo viabilizou avaliar o cres-
cimento das plantulas no periodo e nas diferentes temperaturas. As imagens digitais foram
capturadas com auxilio de maquina fotografica digital com 16.2 megapixels (Samsung
WB3L1F) e a andlise das imagens foram realizada utilizando o software gratuito “ImageJ” ver-
sdo 1.47t. (Wayne Rasband, National Institute of Health, USA). As amostras foram fotografa-
das utilizando ao lado de cada imagem uma régua para possibilitar a calibracdo da imagem.
Os dados referentes as areas das plantulas foram tabulados em planilha eletrénica no software

Excel® e os resultados foram expressos pela média da area total das plantulas.

Figura 1 — Sementes e plantulas de Jatropha curcas L. semeadas a 25, 30 e 35°C utilizadas para analises
bioguimicas. (A) Semente Seca; (B) Sementes embebidas por 42 horas; (C) Plantula com cotilédones
expandidos apés 10 dias de semeadura e Plantulas compartimentadas (parte aérea e raiz) e (D) Plantulas
fotografadas e utilizadas para calculo da estimativa de area.

Fonte: Fotos do autor

2.2 PREPARO DOS EXTRATOS

2.2.1. Extrato Etandlico Bruto (EEB)

Os extratos brutos utilizados no screening fitoquimico, na analise da atividade
antioxidante e par a quantificagdo dos fendis totais foram produzidos a partir das amostras
apos secagem (peso seco) obtidas pelo método de secagem em estufa a 50°C até peso
constante. Foi também registrado o peso Umido e seco para posterior determinacdo da
umidade. O material seco foi pesado (10g) e triturado. O extrato foi preparado com auxilio do
extrator Soxhlet (MARCONI MAO044/8/50), utilizando-se 125 mL de Etanol P.A como
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solvente extrator e o equipamento. A extracdo foi realizada a 80°C por 3 horas, o qual
permaneceu em refluxo por mais 1 hora. Apds a extracdo, o solvente e o extrato foram
separados com uso de rotaevaporador (marca Laborota 4000) a 40°C, sendo o solvente
recuperado e posteriormente o recipiente contendo o extrato foi colocado em capela de
exaustdo para a evaporacdo de todo o solvente. Os cartuchos contendo as amostras foram
pesados antes e depois da extracdo para determinacdo do percentual de rendimento do extrato
obtido através da formula: R (%) = Massa Obtida/Massa Inicial x 100 (SOUSA et al., 2007).

2.2.2. Extrato Proteico (EP)

Para determinacdo da atividade enzimatica os extratos proteicos foram preparados a
partir de material fresco. Apds a coletada das amostras (sementes secas e embebidas,
plantulas, parte aérea e raizes) estas foram trituradas com auxilio de nitrogénio liquido e
mantidas armazenadas em ultra freezer (-80°C) até o momento do preparo dos extratos e
analise. Sendo assim, para o preparo dos extratos proteicos, 1g do material vegetal triturado
(sementes secas, sementes embebidas, plantulas, parte aérea e raizes) foi homogeneizado em
10 mL do tampéo de extracdo composto por fosfato de potassio 100 mM (pH 7,4) e mantido
sob agitacdo constante por 1 hora. Logo ap6s, foi centrifugado a 3000 rpm por 30 minutos a
4 °C e o0 sobrenadante coletado. Os extratos proteicos obtidos a partir de cada amostra foram
utilizados para a quantificacdo das proteinas totais, em espectrofotémetro (Ultrospec 7000),
utilizando o método de Bradford (1976) e armazenado para posterior determinacdo da
atividade especifica das enzimas antioxidantes. Utilizou-se padrdo de Albumina Bovina

(BSA) para construcdo da curva analitica

2.3. SCREENING FITOQUIMICO

Os extratos etandlicos brutos (EEB) foram submetidos a analise qualitativa quanto a
presenca ou auséncia dos seguintes grupos quimicos: saponinas, fenois, taninos, antocianinas
e antocianidinas, flavonas, flavondis e xantonas, chaconas e auronas, triterpenos e esteroides
livres. Essas analises foram realizadas de acordo com o descrito por Matos (2009), seguindo a

metodologia descrita a seguir.

Para a analise da presenca de saponinas diluiu-se 20 mg de EEB em 1 mL de &gua

ultrapura (Milli-Q). O tubo foi agitado vigorosamente por 2 minutos. A formacdo de espuma
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persistente e abundante é o indicativo da presenca de saponinas. Para a deteccdo de Fenois e
Taninos 20 mg de EEB foi diluido em 1,0 mL de alcool etilico (PA). Os tubos foram
homogeneizados em agitador vortex. Ap6s 1 min. em agitacdo, em cada tubo foram
acrescentadas trés gotas de solucéo alcodlica de cloreto férrico, e mantido sob agitacdo em
vortex. A formacdo de precipitado e variacdes de cor sdo utilizados como critérios para a
identificacdo dos grupos funcionais. O tubo Branco foi preparado com a mesma quantidade de
etanol e cloreto férrico, mas sem o extrato. A obtencéo de coloracéo varidvel entre 0 azul e o

vermelho, foi indicativa da presenga de Fenais.

Para a deteccdo de Antocianinas, Antocianidinas, Flavondis, Xantonas, Chaconas e
Auronas (ensaio acido-alcalino), diluiu-se 20 mg de EEB em 1,0 mL alcool etilico (PA). Para
cada extrato foram preparados trés tubos com identificacdo diferenciada por valores de pH
(pH 3,0; pH 8,0 e pH 11,0). A alteracdo nos valores de pH possibilita a visualizagcdo da
coloracdo correspondente ao metabdlito que se desejava detectar, caso estes estejam presentes
nas amostras. A acidulacdo foi feita com HCI 0,1M e alcalinizacdo obtida com adicdo de
NaOH 0,1M. Para cada pH foi preparado um tubo sem adicdo de extrato utilizado como
controle negativo (Tubo Branco). Solugdes de coloracdo vermelha em pH 3,0 foram
consideradas positivas para antocianinas, antocianidinas, chaconas e auronas. Solugdes em pH
8,5 com a cor lilas foram consideradas como positivas para antocianinas e antocianidinas.
Amostras em pH 11,0 com coloracdo azul-parpura foram consideradas positivas para
antocianinas e antocianidinas, e de coloracdo amarela foram consideradas positivas para
flavonas/flavondis e xantonas, enquanto que as de coloragdo vermelho parpura foram
consideradas positivas para chaconas e auronas e vermelho alaranjado foram considerados
positivos para flavonois. Para analise da presenca de Catequinas e Flavonas (ensaio acido-
alcalino complementar), os tubos de pH 3,0 e pH 11,0 da analise anterior foram
cuidadosamente aquecidos com auxilio lamparina durante 2 a 3 minutos. A obtencdo de
coloragéo pardo-amarelado no tubo de pH 3,0 foi indicativa presenca de catequinas e

coloragéo vermelho alaranjado no tubo de pH 11,0 indicativo da presenca de flavononas.

A deteccdo de Triterpenos e Esteroides (teste Lieberman-Burchard) foi realizada
diluindo-se 20 mg de EEB em 1,0 mL de cloroférmio P.A.. Apos a diluicdo em cloroformio
adicionou-se 1,0 mL de anidrido acético P.A. em cada tubo. Posteriormente acrescentou-se 3
gotas de acido sulfarico concentrado. Os tubos foram agitados por trés minutos e entdo
verificado se houve alteracdo da coloracdo. Coloracdo azul evanescente seguida de verde
permanente foi indicativa da presenca de esteroides livres e a coloragdo parda até vermelha
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indicava da presenca de triterpendides livres. Um tubo sem adi¢cdo de extrato foi preparado

como controle negativo (Tubo Branco).

2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada a partir da avaliacdo da
atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila — DPPH, utilizando-se o
método descrito por Rufino e colaboradores (2007) com modificagdes (SOUSA et al., 2007).
Utilizou-se uma solucdo estoque de DPPH a 120 mM e para o preparo da curva analitica o
Acido Galico a 4 pg/mL. O percentual da atividade antioxidante foi determinado dissolvendo-
se 0,015g do extrato bruto em 20 mL de metanol. Cada amostra bioldgica foi analisada em

triplicata.

Desses extratos foram preparadas amostras de leitura em diferentes concentragdes para
determinar a concentracdo eficiente (ECsp) ou concentracgdo inibitdria (ICsp) que corresponde
a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracdo inicial de DPPH em
50%. As leituras foram realizadas em espectrofotometro (Ultrospec 7000) a 515 nm. A partir
dos resultados obtidos determinou-se a porcentagem de atividade antioxidante, que
corresponde a quantidade de DDPH consumida pelo antioxidante, e a concentracao inibitoria
(ICs0). Para o célculo da concentracdo eficiente (ECsg) utilizou-se a equacdo oriunda das
leituras das amostras, em geral representada pela equacdo representada por (y = - ax + b),
onde: y = Absorbancia inicial do controle/2 e x = ECs (mg/mL).

2.5 COMPOSTOS FENOLICOS

A determinacéo dos compostos fenolicos totais foi realizada com 0s mesmos extratos
etandlicos preparados para anélise da atividade antioxidante. A determinagéo foi realizada por
meio de espectrofotometria utilizando o método de Folin—Ciocalteu com modificagdes, de

acordo com o descrito por Sousa et al. (2007) e Pereira et al. (2014).

Para o procedimento de analise pesou-se 5 mg do extrato etanolico, os quais foram
transferidos para um tubo contendo 5,0 mL de metanol. Uma aliquota de 100 pL desta
solugdo foi misturada a 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu e 6,0 mL de &gua destilada.

Apds 1 minuto de agitagdo, adicionou-se 2,0 mL de Na,CO3 a 15% a mistura, a qual foi
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agitada por 30 segundos. A solucdo foi avolumada com agua destilada para 10 mL e
transferida para 1 tubo falcon de 15 mL. Apos 2 horas, as absorbancias das amostras foram
medidas a 750 nm em espectrofotdmetro (Ultrospec 7000) utilizando-se cubetas descartaveis
de 1,0 mL, tendo sido usado como “branco” o metanol e todos os reagentes, excetuando o
extrato. A concentracdo de compostos fenolicos foi determinada por interpolacdo da
absorbancia das amostras contra uma curva analitica construida com padrdes de acido galico

PA (concentragéo entre 0 a 500 pg/mL).

2.6 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

2.6.1 Determinacdo de Proteinas Totais

Para a quantificacdo das proteinas totais dos extratos produzidos com amostras de
cada tratamento (item 2.2.2), amostras de leitura foram preparadas utilizando-se uma aliquota
de 1,0 pL do extrato proteico diluido em 800 pL agua ultrapura (Milli-Q) e acrescentado a
estas 200 pL do reagente de Bradford (reagente de cor), industrializado “Bio-
RadProteinAssay” (BIO-RAD). As leituras foram realizadas em espectrofotometro (Ultrospec
7000) a 595 nm para determinacdo da concentracdo proteica, baseada em curva de analitica
obtida a partir de diluicdo da soluco estoque de albumina bovina — BSA (1440 pg.mL™). Os
padrdes foram preparados diluindo a solucdo estoque de BSA, de maneira a obter solugdes
padrdes com as seguintes concentracdes: 0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 pug.mL™,

acrescentando-se a estes 200 uL do reagente de Bradford e procedendo-se a quantificacdo.

2.6.2. Determinacédo da Atividade das Enzimas Antioxidante

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada conforme Azevedo et al.
(1998), estimada pelo decréscimo na absorbancia de H,O, a 240 nm em um meio de reacdo
contendo fosfato de potassio 200 mM (pH7,0) e H,0, 12,5 mM.

A atividade da superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi avaliada pela capacidade
da enzima em inibir a foto-reducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT) como descrito por
GIANNOPOLITIS e RIES, 1977, com modificagcbes. As leituras foram realizadas em

espectrofotdbmetro (Ultrospec 7000) a 560 nm e as aliquotas definidas a partir da curva de
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inibicdo para cada parte avaliada. Foram utilizados os seguintes volumes de extrato proteico:
50; 17,5; 17,0 e 24,0 uL para extratos de sementes, plantulas, parte aérea e raiz,
respectivamente. Considerou-se que uma unidade da SOD corresponde & quantidade de
enzima capaz de inibir em 50% a foto-reducdo do NBT nas condicGes de ensaio.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) foi realizada por meio do
monitoramento da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm. O meio de reacdo foi composto de
tampdo fosfato de potéssio 200 mM (pH 7,0), acido ascorbico 0,5 mM e perdxido de
hidrogénio (H,O) 0,1 mM (NAKANO e ASADA, 1981).

2.7 ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, utilizando-se 4
repeticdes de 25 sementes para 0s screening fitoquimico e os ensaios de atividade antioxidan-
te e quantificacdo de compostos fenolicos e de 3 repeticdes de 10 sementes/plantulas nos en-
saios de atividade enzimética. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos aos testes de normalidade Kolmogo-
rov-Smirnov e Shapiro-Wilk, seguido de comparacfes das médias pelo teste de Scott-Knott
ou Teste t de Student (LSD) a 5% de probabilidade. O pacote estatistico utilizado foi o Sisvar 5.3
(FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SCREENING FITOQUIMICO

Os extratos etanolicos brutos de pinhdo-manso preparados com amostras de todos os
tratamentos analisados apresentaram fenois, esteroides livres e triterpenos. Nas sementes
secas e em amostras embebidas a 35°C ainda foram detectadas catequinas. Este metabdlito
parece ter sido afetado pela temperatura ou simplesmente pela mudanca do estagio metaboélico
da planta, ja que as sementes quando embebidas tiveram seu metabolismo reativado (Tabela
1).

Os esteroides sao encontrados como alcool livre (3p-OH), esterificados a acidos graxos

ou como glicosideos. Sao constituintes de membranas em plantas, algas e fungos e afetam a
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sua permeabilidade (DEWICK, 2002). O papel antioxidante destes grupamentos quimicos
reside na capacidade de reducao de espécies reativas de oxigénio (ANDRADE, 2007).

Tabela 1 — Perfil fitoquimico de extratos etanélicos obtidos a partir de sementes de Jatropha curcas L. embebi-
das 42 horas em agua nas temperaturas de 25, 30 e 35°C.

Temperatura
Secas 25°C 30°C 35°C

Metabdlito secundario

Saponinas - - - -
Fendis + + + +
Taninos + - - -

Antocianinas e Antocianidinas - - - -
Flavonas, Flavonéis e Xantonas - - - -
Triterpendides e Esteroides livres + + + +

Catequinas + - - +

(+) Presenca; (—) Auséncia.

Estes resultados diferem dos encontrados por Rocha (2013) que ao realizar screening
fitoquimico de extratos brutos de sementes secas de J. curcas relatou a presenca de fendis
simples, taninos catéquicos, flavonas, flavonodis, xantonas e esterdides. Esta diferenga de
resultados pode estar associada a metodologia de preparo dos extratos, onde, a autora citada
utilizou secagem das amostras em estufa a 105°C e extracdo por maceragao para preparo dos
extratos. Os extratos produzidos por extracdo continua com Soxlhet apresentaram-se ricos em
esterdides, taninos catéquicos, flavonas, flavondis e xantonas. De acordo com este trabalho o
processo de secagem interferiu na qualidade do extrato obtido e nos grupos quimicos
extraidos, pois ao utilizar sementes sem secar 0s extratos continham apenas esterdides e
saponinas quando preparados por maceracdo e quando obtidos por soxhlet verificou-se a

presenca de taninos catéquicos, flavonas, flavondis, xantonas e esterdides.

3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O rendimento dos extratos etandlicos brutos preparados com amostras de sementes de
pinhdo-manso embebidas em agua por 42 horas nas temperaturas de 25, 30 e 35°C, e
posteriormente desidratadas a 50°C, em termos percentuais, ndo diferiram significativamente
(Tabela 2). Tais rendimentos foram significativamente inferiores ao registrado para as

amostras controle (semente secas — 17,22%).
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Tabela 2-Rendimento (%) dos extratos etanolicos brutos de sementes de Jatropha curcas L. embebidas por 42h
em agua nas temperaturas de 25, 30 e 35°C®,

Tratamentos Rendimento (%)
Secas 17,22 a
25°C 10,50b
30°C 8,44b
35°C 10,82b

Atualmente, experimentos envolvendo a utilizacdo do DPPH para investigacdo do
potencial antioxidante de extratos vegetais tém sido largamente utilizados. A partir dos dados
da concentracdo eficiente (ECsg), pode-se inferir que os extratos etandlicos obtidos a partir
das sementes de pinhdo-manso incubadas nas diferentes temperaturas experimentais (25, 30 e
35°) exibiram menor atividade antioxidante do que os extratos preparados a partir de
sementes secas (Tabela 3). Quanto menor é a ECs, maior € a atividade antioxidante dos
extratos (IGBINOSA et al., 2011).

Tabela 3 — Concentracéo eficiente (ECsy) de extratos etandlicos brutos de sementes de Jatropha curcas L.
embebidas 42 horas em &gua nas temperaturas de 25, 30 e 35°C°.

Tratamentos Atividade Antioxidante (%) ECso (ug/mL) + Desvio
Sementes Secas 37,10+£1,52 a 918,67+ 34,67a
Sementes a 25°C 23,18 +558b 1490,33+ 64,82b
Sementes a 30°C 30,16 +3,93b 1347,72+ 290,02b
Sementes a 35°C 2439+ 353b 1604,67+ 69,02b
Acido Galico (Padr&o) 0.002

Os resultados obtidos contradizem o esperado, de que as temperaturas mais elevadas
promoveriam maior producdo de radicais livres, gerando assim maior necessidade de
antioxidantes para conter um possivel estresse oxidativo. As sementes secas embora com
metabolismo reduzido, provavelmente, acumularam antioxidantes naturais no processo de
desenvolvimento, os quais foram mobilizados a doarem prétons (H") para estabilizar o radical
DPPH, removendo assim elétrons anormais, 0s quais sdo responsaveis pela reatividade de
radicais (NITHIYANANTHAM et al., 2013).

Rocha (2013) determinou a atividade antioxidante de diferentes partes da planta de J.

curcas, produzindo extratos pelo método de soxhlet e maceracdo, utilizando material seco e

® Médias seguidas por letras iguais na coluna no diferem significativamente pelo Teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

o Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem significativamente pelo Teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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fresco e encontrou maior valor de ECsy para o extrato de sementes secas (142,01 pg/mL)
extraida pelo método de soxhlet, que assim como no presente estudo apresentou alto valor
para 0 ECso em relagdo ao padrdo e aos tratamentos térmicos aplicados, significando ter uma
atividade antioxidante muito baixa se comparado a outras partes da planta estudada. Rocha
(2013) encontrou maior atividade antioxidante em folhas secas (ECsp 47,46 pg/mL) e em
raizes frescas (ECsp 62,07 pug/mL). J& Diwani et al. (2009), também avaliando extratos de J.
curcas, apesar de ndo ter medido a atividade em semente, encontrou melhor atividade

primeiramente em raizes (ECso 0,048 pg/mL) e depois em caule (0,047 pg/mL).

3.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Embora sem diferencas estatisticas, a maior concentracdo de compostos fendlicos foi
verificada em sementes secas, corroborando de certo modo, com os dados de atividade
antioxidante, representada pela ECsy e 0s achados do screening fitoquimico devido a presenca

de flavonas, flavonois e xantonas em sementes secas (Tabela 4).

Tabela 4 - Compostos fendlicos (mg EAG/g) em extratos etandlicos de sementes de Jatropha curcas L. embebi-
das 42 horas em 4gua nas temperaturas de 25, 30 e 35°C*°

Tratamentos Compostos Fendlicos (mg EAG/g)
Sementes Secas 109,66 a
Sementes a 25°C 70,64 b
Sementes a 30°C 101,95 a
Sementes a 35°C 74,92 b

As substancias com nucleo fenolico, como tocoferdis, flavondides e acidos fenolicos,
apresentam destaque especial como antioxidantes, por atuarem como eficientes captadores de
espeécies reativas de oxigénio (oriundas do metabolismo aerdbico, do processo fotossintético e
de situacdes de estresse abidtico ou bidtico), gracas a relacdo estrutural que se da entre as
diferentes partes da sua estrutura quimica, além de reduzirem e quelarem ions férrico que
atuam na peroxidacéo lipidica (NITHIYANANTHAM.et al., 2013).

Ymg EAG/g - Miligramas de equivalentes de &cido galico por grama de extrato. Médias seguidas por letras
iguais na coluna ndo diferem significativamente pelo Teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Os mecanismos de acdo dos compostos fendlicos, embora bastante pesquisados
permanecem de certa forma ndo completamente elucidados, contudo sabe-se que a habilidade
destes compostos em absorver e neutralizar as ERO, auxilia por exemplo, na decomposic¢ao
dos radicais hidroxila e superdxido, com atuacdo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacdo do processo oxidativo (SOARES, 2002). Alguns fenois podem influenciar na
permeabilidade seletiva das membranas, além de inibirem enzimas ligadas as membranas
como ATPases e fosfolipases. Estas propriedades, em conjunto podem explicar o uso
etnoterapéutico da espécie Jatropha curcas na medicina popular (IGBINOSA et al., 2011).

Costa et al. (2011), quantificaram a atividade antioxidante, o teor de compostos
fenolicos e determinaram a atividade antimicrobiana de diferente partes botanicas de Schinus
terebinthifolius (aroeira vermelha) e Miracrodruon urundeuva (aroeira preta) e também
verificaram atividade muito baixa nos extratos de sementes, assim como a auséncia de

atividade antimicrobiana.

O acumulo de compostos antioxidantes ndo enzimatica também pode desempenhar um

papel na protecdo de células contra ERO durante a dessecacao.

3.4 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A determinacdo da atividade de enzimas in vivo € intimamente relacionada com o teor
de agua da célula. Em baixos teores de umidade € fortemente ligado as estruturas
macromoleculares, diminuindo assim a mobilidade e acessibilidade molecular de enzimas
para seus substratos (BAILLY, 2004). Este aspecto pode justificar a maior atividade
antioxidante encontrada em sementes secas em comparacdo as sementes embebidas e a
deteccdo de atividade enzimatica nas sementes embebidas, conforme sera mostrado adiante. A
reativacdo da atividade metabdlica pelo processo de embebicdo ativou a maquinaria
enzimatica para controlar os efeitos oxidativos que precedem a protrusdo radicular e o

consequente desenvolvimento das plantulas.

O percentual total de germinacdo verificado foi de 76%, 78% e 81% para as sementes
encubadas respectivamente nas temperaturas de 25, 30 e 35°C. Para as plantulas normais foi
registrado percentuais de 56%, 69% e 49% nas respectivas temperaturas citadas. Ndo houve
diferenga estatisticamente significativa para os dois parametros fisioldgicos avaliados (Figura
2A), entretanto, pode-se verificar que foi obtido um maior e significativo nimero de plantulas

normais nas sementes germinadas a 30°C (69%) quando comparadas ao rendimento de
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plantulas normais cultivadas a 35°C (49%) (Figura 2A). A temperatura de 30° C foi
estabelecida como Otima para a espécie quando avaliada a germinacdo em diferentes
genotipos (Capitulo 2), sendo entdo neste estudo considerada a condigdo controle para o
coleta das plantulas.

Considerando como fontes de variacdo as temperaturas testadas (25, 30 e 35°C) e os
compartimentos das sementes avaliados (semente seca, semente embebida por 42 horas,
plantulas, parte aérea e raiz de plantulas), a andlise de variancia fatorial realizada apresentou
diferenca estatisticamente significativa para atividade de todas as enzimas para 0s
compartimentos analisados. O maior efeito da temperatura foi verificado para a atividade da
SOD, onde a atividade foi maior nas amostras embebidas a 30 e 35°C quando comparadas a
25°C. Para a interacdo entre os fatores s6 houve diferenca significativa para a atividade da
CAT e da SOD (Tabela 5).

Tabela 5. Analise de variancia dos diferentes tratamentos analisados para a atividade da superéxido desmutase
(SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) em sementes e plantulas de Jatropha curcas L.

Anova Fatorial (valores de F)

Fontes de Variacdo CAT SOD APX
Compartimentos 94.94 * 201.21 * 3.84*
Temperatura 1.26 ns 335.93 * 1.64 ns
Temp. x Compartimento. 411 * 314.12 * 2.10 ns
Ccv 24,72 25.22 80.72

*significativo a 5% de probabilidade

A atividade da catalase (CAT) apresentou diferenca significativa apenas entre a fonte de
variagdo compartimento, porém com maior atividade verificada nas amostras de sementes
embebidas por 42 horas em agua, € entre a interacdo entre compartimento x temperatura, onde
a maior atividade foi verificada nas amostras de sementes embebidas por 42 horas a 30°C. Os
valores encontrados para a atividade da CAT nas diferentes temperaturas testadas néo
apresentaram diferencas estatisticas em relacdo as medias gerais analisadas, porém na analise
de desdobramento temperatura x compartimentos foi possivel verificar maior atividade nas
amostras de sementes embebidas por 42 horas a 30 e 35°C em comparacao as mantidas a 25°C
e nas amostras de parte aérea das plantulas mantidas a 25°C quando comparadas as outras

temperaturas testadas (Figura 2B).
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Figura 2 — Analise fisioldgica e da atividade das enzimas antioxidantes em sementes, plantulas e diferentes com-
partimentos de plantulas de Jatropha curcas L. submetidas a germinacdo sob diferentes temperaturas (25, 30 e
35°C). (A) Germinagéo Final (%), Plantulas normais (%), Area de Plantula (cm?); (B) Catalase (CAT); (C) Supe-
roxido Dismutase (SOD); (D) Ascorbato Peroxidase (APX).
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Teste t de Student (LSD) para o desdobramento da interagdo temperatura x compartimento. Médias seguidas por letras iguais ndo
diferem significativamente a 5% de probabilidade.

A CAT é a enzima que possui alto potencial no processo de dismutacéo direta do H,0;
em H,0 e O,, sendo indispensavel para a desintoxicacdo de ERO durante condi¢des de alta
producdo de radicais toxicos (GARG & MANCHANDA 2009). A baixa atividade da CAT
verificada no presente estudo, tanto nas amostras de plantulas quanto nas partes aérea e raiz
de plantulas quando comparada a atividade verificada nas amostras de semente seca e
embebidas, demonstra que possivelmente os teores de H,O, ndo se apresentaram tao altos, de
forma que as temperaturas testadas ndo constituiram condicdes de estresse excessivo a ponto

de ser necessario acionar o sistema oxidativo.

Outro aspecto a ser considerado que podem justificar os valores da atividade da CAT
encontrado neste estudo é que as ROS desempenham um duplo papel na fisiologia de

sementes, por um lado, podem se comportar como atores de vias de sinalizacdo celular e, por
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outro, como produtos toxicos que se acumulam sob condicdes de estresse. ROS, desde que 0
seu valor seja rigidamente controlado pelo equilibrio entre a producdo e a eliminacdo sao
benéficos para a germinacdo e em particular para atuar como um sinal positivo para a
libertacdo de dorméncia da semente (BAILLY et al., 2008). Desta forma € possivel que a a¢do
da CAT no sistema estudado agiu como um ator da via de sinalizacdo celular para o processo
germinativo, principalmente quando se verifica que sua maior atividade se deu em nivel de
semente seca e na fase Il de embebicdo da semente quando entdo o metabolismo esté ativado
para desencadear a germinagé&o.

Dentre as enzimas envolvidas na remocdo de ERO a SOD ¢é considerada a primeira
linha de defesa contra os efeitos toxicos em niveis elevados (GILL & TUTEJA 2010). No
estudo desenvolvido, das enzimas analisadas, a maior atividade foi verificada para a SOD,
onde em relagéo ao efeito da temperatura, a sua atividade foi maior a 30 e 35°C, nas quais as
médias ndo apresentaram diferenca significativa, quando comparada a atividade a 25°C. Ha
diferencas de respostas em funcdo do compartimento analisado. A maior atividade da SOD
foi verificada nas amostras de sementes embebidas por 42 h em agua a 35° Ce nas amostras de
raizes. Em relacdo a influéncia da temperatura, quando encubadas a 25°C a maior atividade da
enzima foi verificada em plantulas, seguindo de parte aérea das plantulas e sementes secas. A
30°C a atividade foi maior nas amostras de sementes embebidas em &gua, seguida das de
plantula e raiz das plantulas. Enquanto que a 35°C a maior atividade foi verificada nas

amostras de raizes e sementes embebidas (Figura 2C).

Estes dados demonstram que em condi¢fes 6timas de germinacdo, neste caso 30°C, o
sistema oxidativo é ativado nos estagios iniciais do processo germinativo de forma a manter o
equilibrio do processo de desenvolvimento normal das plantulas, o que seria uma atuacédo
normal da enzima para auxiliar no processo germinativo. Enquanto que em temperaturas
maiores, como a 35°C, o sistema oxidativo também poderia estar agindo de forma a reparar o
estresse induzido pelo aumento da temperatura, o que pdde ser verificado pela atividade
aumentada nas raizes das plantulas cultivadas a esta temperatura e que constitui o principal

orgdo de transporte da planta (Figura 2C).

O aumento na atividade da SOD é conhecido por conferir tolerdncia ao estresse
oxidativo (JALEEL et al., 2007). No eixo embrionario de sementes de Melanoxylon brauna
Schott (bradna), durante a germinacdo, as atividades das enzimas SOD e CAT apresentaram
maiores alteracdes ao longo da germinacéo em 15°C e 40°C, demonstrando que temperaturas
estressantes provocam danos oxidativos (FLORES et al., 2014). Do ponto de vista molecular,
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recentemente, foi demonstrado que a diminuicdo da expressao da Cu/Zn-SOD em Populus
regula o nivel de H,O, extracelular e o desenvolvimento da planta (SRIVASTAVA et al.,

2006), o que pode justificar os achados do estudo aqui apresentado.

Nas plantas, acredita-se que em condic¢Bes aerdbicas, as mitocondrias sdo o principal
local de producédo de H,O, relacionados aos processos fisiologicos continuos (RASMUSSON
et al.,1998). Sabe-se também que na semente, a atividade respiratdria € rapidamente iniciada e
intensificada quando comega a fase de embebicdo (BEWLEY e BLACK, 1994). Esse
episodio pode justificar também atividade da CAT e da SOD nas sementes, principalmente,

naquelas embebidas e acondicionadas a 30°C.

Em condicdes de estresse, o radical superoxido produzido é toxico, sendo, rapidamente,
dismutado a H,0, por acdo da SOD, a primeira linha de defesa no ataque as ERO (POMPEU
et al., 2008). O H,0, formado pode ser detoxificado por acdo da catalase e peroxidase,
produzindo agua (H,O) e oxigénio (O), enzimas importantes na defesa das celulas contra os

radicais superdxido gerados, principalmente, em condicdes de estresse (JALEEL et al., 2007).

Em girassol, através da manipulacdo da germinacdo de sementes com envelhecimento
acelerado e embebicdo controlada (priming), foi demonstrado que a taxa de germinacéo esta
intimamente relacionada com a atividade da catalase (BAILLY et al., 2002). A atividade da
CAT é essencial para remover o H,O, potencialmente toxico produzido sob condicGes de
varios estresses, e assim evitar o estresse oxidativo (WILLEKENS et al.,1995). Em sementes
oleaginosas, a CAT é, particularmente, importante nos eventos iniciais do crescimento da
plantula, porque remove o H,O, produzido durante a beta-oxidacdo de &cidos graxos
(BEWLEY e BLACK, 1994), o que também justifica a maior atividade dessa enzima nas

amostras de sementes secas e nas embebidas de pinhdo-manso estudadas.

A atividade da APX sO apresentou diferenca significativa quando se comparou a
atividades da enzima entre os compartimentos testados, com maior atividade verificada nas
amostras extraidas de plantulas, sendo que neste caso, a média da atividade da enzima tanto
nas pléntulas inteiras quantos nos compartimentos separados ndo apresentaram diferencas
significativas (Figura 2D). A interacdo da temperatura X compartimento também ndo
apresentou diferenca significativa demonstrando que a atividade APX néo foi influenciada
pelas temperaturas testadas. Entretanto, dentre os compartimentos estudados a maior atividade

foi verificada nas amostras de raizes obtidas de sementes embebidas a 35°C.

Sementes secas, maduras, tolerantes a dessecacdo exibem alta atividade da CAT e

Glutation redutase enquanto que a atividade da SOD e da APX é menor, a0 passo que 0
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inverso ocorre no caso de sementes imaturas e intolerantes a dessecacdo (BAILLY et al.,
2001; BAILLY, 2004). Este efeito pdde ser evidenciado neste estudo quando verificou-se a
maior atividade da SOD e da CAT em sementes secas quando comparadas a atividade da
APX.

Outro fator importante na atividade antioxidante é a afinidade das enzimas pelo
substrato. Enquanto a CAT tem uma baixa afinidade pelo H,0,, sendo ativa somente quando
este estd em altas concentracdes, a APX e outras peroxidases tém alta afinidade, eliminando o
H,0, quando em baixas concentracdes (GECHEYV et al., 2006; JALEEL et al., 2009).

Em termos gerais, 0 mecanismo de acéo das enzimas avaliadas neste estudo demonstrou
uma efetiva eliminacdo do H,0O,, possivelmente originado pela atividade da SOD e também
por outras fontes, o que pode indicar que até as sementes e plantulas de J. curcas foram
capazes de controlar as ERO formadas mesmo a 35°C onde se verificou uma menor
porcentagem de formacéo de plantulas normais.

4 CONCLUSOES

Flavonas, xantonas e flavondis foram detectados em extratos de sementes secas e

sementes embebidas apresentam compostos fendlicos livres e esteroides;

Sementes secas apresentam maior atividade antioxidante e concentra¢do do composto

fendlico que os extratos de sementes embebidas em diferentes temperaturas;

A mudanca de temperatura ndo promove diferengas na atividade antioxidante e dos

compostos fenolicos durante a embebicdo de sementes de J. curcas;

As temperaturas de 25, 30 e 35°C ndo proporcionam uma condicao de estresse térmico

em J. curcas a ponto de desencadear uma resposta antioxidante diferenciada.
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ANEXO (Capitulo 1V)

Teste de média: Teste t de Student (LSD) para o desdobramento das variaveis analisadas.

Tabela 1: Atividade da Catalase (umol H,0, min™ mg?Prot) em sementes, plantulas e diferentes compartimentos
de plantulas de Jatropha curcas L. submetidas a germinacdo sob diferentes temperaturas (25, 30 e 35°C).

Temperatura (°C)

Compartimentos

25 30 35 Média Geral
Semente Seca 0.14 Aa 0.14 Ba 0.14 Ba 0.14B
St. Embebida 0.16 Ac 0.25 Aa 0.21Ab 0.20 A
Plantula 0.06 Ba 0.04 Ca 0.04 Ca 0.04C
Parte aérea 0.10 Ca 0.05Cb 0.03Chb 0.06 C
Raiz 0.01 Da 0.03 Ca 0.02 Ca 0.02D
Média Geral 0.10a 0.10a 0.09 a

Médias seguidas por letras mailscula iguais na coluna e minudscula na linha ndo diferem entre si pelo teste t de
Student (LSD) ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 2: Atividade da Superoxido Dismutase (U SOD/mg Prot) em sementes, plantulas e diferentes comparti-
mentos de plantulas de Jatropha curcas L. submetidas & germinagdo sob diferentes temperaturas (25, 30 e 35°C).

Temperatura (°C)

Compartimentos

25 30 35 Média Geral
Semente Seca 21.09 Aba 21.09 Ba 21.09 Ba 21.09B
St. Embebida 14.30 Bb 42.73 Aa 42.00 Aa 33.34 A
Plantula 30.48 Aa 39.60 Aa 13.93Bb 28.00 AB
Parte aérea 23.19 Aba 17.28 Ba 23.31 Ba 21.26 B
Raiz 10.20 Bb 36.22 Aa 46.01 Aa 30.81 A
Média Geral 19.85b 31.39a 29.47 a

Médias seguidas por letras mailscula iguais na coluna e mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste t de
Student (LSD) ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 3: Atividade da Ascorbato Peroxidase (mmol ASA min™ MF) em sementes, plantulas e diferentes com-
partimentos de plantulas de Jatropha curcas L. submetidas a germinacdo sob diferentes temperaturas (25, 30 e
35°C).

Temperatura (°C)

Compartimentos

25 30 35 Média Geral
Semente Seca 0.21 ABa 0.21Ba 0.21 Ca 0.21B
St. Embebida 0.73 ABa 1.11 ABa 0.91 BCa 0.92 AB
Plantula 1.32 ABa 1.50 ABa 2.05 ABa 162 A
Parte aérea 1.73 Aa 1.70 ABa 0.48 Ca 130 A
Raiz 0.00 Bb 2.33 Aa 2.75 Aa 0.70 A
Média Geral 0.80 a 1.37 a 1.28 a

Médias seguidas por letras mailscula iguais na coluna e mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste t de
Student (LSD) ao nivel de 5% de probabilidade.
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CONSIDERACOES FINAIS

Visandocontribuir com informacgdes consistentes sobre o estudo de sementes de
Jatropha curcas L., esta tese buscou contemplar quatro vertentes de grande importancia no
estudo com sementes: morfologia, fisiologia, bioquimica, além do uso da radiologia correla-
cionada as informacdes morfisiologicas.

Primeiramente foi possivel caracterizar as sementes de J. curcasL. na qual os estudos
desenvolvidos com diferentes gendtipos geraram dados que possibilitardo o reconhecimento
de caracteristicas morfoldgicas de outros gendtipos. Em seguida foram desenvolvidas
diferentes analises experimentais abordando aspectos fisiologicos que nos possibilitou
estabelecer algumas evidéncias e sugerir formas de ampliar o conhecimento relacionado a
espécie a partir de futuras propostas. Algumas delas serdo comentadas a seguir.

O estudo do efeito do grau de umidade das sementes na germinagédo, no qual ficou
evidenciado que o teor de agua das sementes pode influenciar na capacidade germinativa,
porém investigacfes bioquimicas poderiam nos explicar melhor que efeito metabdlico pode
estar influenciando neste comportamento que por vezes pode nos levar a ideia de ocorréncia
de dorméncia na espécie, mas somente estudos complementares poderiam nos informar se
pode estar havendo um bloqueio fisico pela presenca do tegumento ou fisiologico pela acéo
de horménios inibidores da germinacdo, por exemplo. Estudos de armazenamento também
devem levar em consideracdo o parametro grau de umidade em consideracdo durante as
analises. Ja o estudo da curva de absorcdo de agua pelas sementes possibilitou caracterizar as
diferentes fases do processo germinativo nas sementes com e sem tegumento, demonstrando,
como ja citado por outros autores, que a diferenca na taxa inicial de embebicdo pode variar
extensivamente, dependendo das caracteristicas da testa e/ou pericarpo que cerca o embrido,
no caso das sementes de J. curcas, a testa.

A conducdo do screening térmico possibilitou a determinacdo das condiges 6timas
de germinacgdo para cada gendtipo estudado e uma previsdo de melhores condi¢des para
espeécie, ao passo que foi verificado que um dos genotipos (Alagoas 2013) apresentou uma
aparente resisténcia as temperaturas mais elevadas que os outros, assim como sensibilidade as
temperaturas mais baixas, no caso 35° e 20°C respectivamente. O screening osmotico
demonstrou sensibilidade das sementes de J. curcasa restricdo hidrica, pelo menos nos

estadios iniciais do seu desenvolvimento e o estudo de condicionamento osmotico por meio
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de embebicdo controlada (priming) como forma de envigoramento das sementes néo
promoveu melhoria na germinacdo nas condi¢des testadas, porém demonstrou uma melhoria
em termos de desenvolvimento de plantula, sendo assim recomendado testar o priming na
investigacdo do efeito no desenvolvimento de plantulas e resisténcia ao estresse em campo.
Outro aspecto a ser considerado é que no presente estudo, o priming foi desenvolvido com
gendtipos de sementes que apresentavam uma boa viabilidade, efeito que possivelmente pode
ser revertido em caso de se tentar aplicar a técnica em lotes de sementes com perda de
viabilidade por exemplo.

Com relacdo ao estudo desenvolvido com uso de radiografia correlacionada a infor-
macdes morfisioldgicas nas sementes de J. curcas, foi possivel verificar que a técnica utiliza-
da contribuiu ndo s6 como indicativo do seu potencial de viabilidade, mas também possibili-
tou a construcdo dos padrdes de imagem para analise de testes de raios X para sementes de J.
curcas, ondepensando-se de forma aplicada as imagens radiograficas podem contribuir na
identificacdo de anormalidades para posterior eliminacdo de sementes com alguma contami-
nacao por patégeno ou que apresentem ma formacdo durante a maturacdo e/ou problemas
durante o processo de coleta e beneficiamento. Desta forma, proporcionando a melhoria da
qualidade fisica e fisiologica de gendétipos de sementes, tanto para fins comerciais ou em caso
de armazenamento com fins de pesquisa ou manutencdo de amostras em bancos de germo-
plasma.

Em termos bioguimicos, acredita-se ser necessario a repeticdo de algumas analises e a
continuidade dos estudos para investigacdo do estresse oxidativo sob efeito de agentes
abioticos induzidos, ja que aparentemente as temperaturas testadas nao constituiram condicao
tdo estressante para a planta. Inclusdo de outras analises, como o da atividade de outras
enzimas responsaveis pelo sistema oxidativos em plantas, assim como a determinacdo de
perfis eletroforéticos das respectivas enzimas também podem contribuir na compreensdo
desse contexto.

Estudos moleculares para investigar, por exemplo, a expressao de genes envolvidos no
estresse oxidativo de determinados fatores abioticos induzidos, também sdo sugestivos para
compreender os fatores genéticos que regulam a biossintese deles, assim como, fornecer
informagdes relevantes que possam ser Uteis na elaboracdo de futuros projetos com foco em
programas de melhoramento genéticos da planta, assim como estudos que visem sua aplicacdo

biotecnologica.



| SANT AD ThT
Instituto de Ciéncias da Saude

Programa de Pds Graduacéo

Processos Interativos dos Orgéos e Sistemas

Avenida Reitor Miguel Calmon s/n - Vale do Canela. CEP: 40110-100




