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ATIVIDADE DE SUPEROXIDO DISMUTASE EM SEMENTES
DE MAMONA (Ricinus communis L.) SOB RESTRICAO HIDRICA

RESUMO

O oOleo obtido através das sementes de mamona possui diversas aplicacdes
industriais, produzido na sua maior parte por pequenos agricultores na regiao do
semiarido nordestino. A mamona possui boa adaptacdo a condi¢cdes abioticas
distintas sendo cultivada em todo territério nacional, porém, em regidées com pouca
disponibilidade de agua sua produtividade é reduzida. Possui grande variabilidade
genética, fisiolégica e morfoldgica, que podem ser melhor exploradas para
melhoramento genético. O estresse por déficit hidrico tem sido apontado como
principal causa da perda de produtividade, onde a melhor capacidade adaptativa a
esse estresse tem sido associado com a melhor resposta de enzimas antioxidantes.
A superoéxido dismutase (SOD) primeira linha de defesa enzimética antioxidante tem
sido apontada como uma enzima chave na melhor tolerancia de plantas a estresses.
O objetivo desse trabalho foi caracterizar genétipos de mamona através da
morfologia e fisiologia de suas sementes, a partir disso, escolher dois genoétipos
contrastantes em vigor de sementes e avaliar o efeito do osmocondicionamento no
vigor através do vigor de sementes e da atividade de superoxido dismutase. A partir
da caracterizacao morfométrica das sementes foi possivel categoriza-las em trés
grupos pelo seu volume (pequenas, médias e grandes). O gendtipo IAC226,
(semente pequena), e os genotipos NORDESTINA, ‘MPA34’ e ‘MPA11’ (semente
média) apresentaram-se como melhores genotipos nos parametros fisioldgicos,
houve uma prevaléncia de genotipos com sementes de tamanho médio que
obtiveram melhores resultados. Os genétipos ‘MPA34’ (maior vigor) e ‘BRS
PARAGUACU’ (menor vigor) foram escolhidos para o0s teste de
osmocondicionamento por por apresentarem diferenca no vigor de sementes, apds o
osmocondicionamento mostraram resposta diferente ao osmocondicionamento, 0
gendtipo ‘MPA34’ ndo apresentou melhoria na sua qualidade fisiolégica enquanto
que o gendtipo ‘BRS PARAGUACU’ melhorou a porcentagem de plantulas normais
(PPN) e massa seca (MS) alcancando o efeito de priming ap6s o
osmocondicionamento. As sementes de mamona mostraram padrdo trifasico de
embebicdo, porém, sementes do gendtipo ‘BRS PARAGUACU’ demonstraram
embeber mais 4gua durante a germinacdo. O genétipo ‘BRS PARAGUAGCU’ obteve
menor variacdo da atividade de SOD tanto em radicula quanto em cotilédone que o
genotipo ‘MPA34’ entre os potenciais osmoticos e tempo de embebicdo. A menor
variacdo da atividade de SOD em radicula e cotilédone nos diferentes tempos de
embebicdo e potenciais osmoticos e o efeito de priming alcancado pelo gendtipo
‘BRS PARAGUACU’ pode indicar uma melhor tolerancia a estresse hidrico em
relacdo ao genotipo ‘MPA34’.

Palavras chave: Melhoramento genético. Osmocondicionamento. Embebicdo de
sementes. Enzimas antioxidantes.
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SUPEROXIDE DISMUTASE ACTIVITY IN CASTOR BEAN SEEDS
(Ricinus communis L.) UNDER WATER RESTRICTION

ABSTRACT

The oil obtained from the castor bean has multiple industrial applications, and is
produced mostly by small farmers in the northeastern semiarid region of Brazil.
Castor has good adaptation to different abiotic conditions being cultivated throughout
the country, but in areas with limited availability of water the productivity is reduced. It
has great genetic, physiological and morphological variability, which can be better
exploited for breeding. The drought stress has been appointed as a major cause of
productivity loss, where the best adaptive capacity to this stress has been associated
with the best response of antioxidant enzymes. Superoxide dismutase (SOD) is the
first line of antioxidant defense enzymes and has been identified as a key enzyme in
better tolerance of plants to abiotic stresses. The objective of this study was to
characterize the seed morphophysiology of castor bean genotypes, choose two
contrasting genotypes in seed vigor and evaluate the effect of priming by means of
seed vigor and activity of superoxide dismutase. From the morphometric
characterization of the seeds was possible categorize them into three groups by their
size (small, medium and large). The IAC226 (small seeds), and NORDESTINA,
‘MPA34’ and ‘MPA11’ genotypes (medium seeds) were presented as best genotypes
in physiological parameters, where the prevalence of genotypes with medium-sized
seeds have shown best germinability profiles. Genotypes ‘MPA34’ (best vigor) and
‘BRS PARAGUACU’ (lowest vigor) were chosen for the priming test for because of
their contrasting differences in seed vigor, but which showed opposite physiological
responses after priming, i.e. the ‘MPA34’ genotype did not present improvement in
their physiological quality, while ‘BRS PARAGUACU’ genotype improved the
percentage of normal seedlings (PPN) and dry matter (DM) as positive priming
effects. Castor seeds showed the standard three-phase germination profile, however,
seeds of BRS PARAGUAGCU’ imbibed more water during germination. ‘BRS
PARAGUACU’ had lower variation of SOD activity in both radicle as in cotyledons.
The smallest variation of SOD activity in radicle and cotyledon in different times of
imbibition and osmotic potential and the effect of priming reached by ‘BRS
PARAGUACU’ may indicate a better tolerance to drought stress in relation to
‘MPA34’,

Keywords: Genetic improvement, Priming. Imbibition. Antioxidant Enzymes.
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JUSTIFICATIVA

A caracterizacdo da diversidade genética € de grande importancia para melhor
compreensao dos parametros fenotipicos visando ao melhoramento genético da
espécie. A caracterizacdo das sementes de mamona por aspectos morfométricos é
bem descrita na literatura, porém pouco explorada em associagdo com parametros
fisiolégicos relacionados a melhor germinabilidade e vigor de sementes e mudas
dentre genotipos. A técnica de pré-tramento por osmocondicionamento tem sido
utilizada para o envigoramento ou priming de sementes, em que a restricdo hidrica
induzida por agentes osmoticos leva a (re)ativacao parcial do metabolismo podendo
induzir melhorias nos parametros de qualidade fisioldgica de sementes e mudas,
podendo conferir melhor tolerdncia de sementes e plantulas a condicbes de
estresses abidticos. Os niveis de estresses oxidativos resultantes de estresses
abidticos em sementes e plantulas podem estar relacionados ao aumento da
atividade enzimética de superdxido dismutase (SOD) a qual atua como a primeira
linha de defesa contra espécies reativas de oxigénio (ERO). O aumento da atividade
de SOD pode estar associado a melhor tolerancia ao estresse abiético. Diante do
exposto, o projeto visou a caracterizacdo morfofisolégica de 19 gendétipos de
mamona, buscando dois gendtipos contrastantes em germinabilidade e vigor de
sementes para entdo submete-los a diferentes condigcbes de osmocondicionamento
e posterior reidratacdo, analisando-se o0 efeito da restricdo hidrica pelo
osmocondicionamento na germinacdo de sementes e vigor de plantulas, incluindo-se
avaliacdo bioquimica da atividade de SOD em radicula e cotilédones embrionarios
em sementes de ambos genétipos. A partir dos resultados, procurou-se estabelecer
uma relacdo de melhor entendimento entre parametros morfométricos, fisiélogicos e
bioquimicos envolvidos na resposta de sementes de mamona ao

osmocondicionamento em mamona.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Caracterizar a morfologia, germinagéo e o estabelecimento de plantulas de mamona,
avaliando-se o vigor e a atividade de superoxido dismutase em condi¢cdes de

restricdo hidrica.

Objetivos especificos

e Caracterizar o0s aspectos morfolégicos, germinacdo de sementes e

estabelecimento de plantulas de 19 gendétipos de mamona.

e Selecionar dois genadtipos contrastantes quanto ao vigor de sementes.

e Estabelecer a curva de embebicdo de agua pelas sementes dos gendétipos
contrastantes (‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’) sob diferentes potenciais

osmoticos.

e Avaliar os efeitos do osmocondicionamento por sete dias na germinacdo e
desenvolvimento de plantulas dos genotipos (‘(MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’).

e Avaliar a atividade da enzima superoxido dismutase em radiculas e cotilédones
embrionarios de sementes em trés tempos de embebicdo sob potenciais

osmaticos de restricdo hidrica.

e Estabelecer a relagdo entre a atividade da superoxido dismutase e a germinacéo

e o vigor de sementes e plantulas sob condi¢cfes de restricdo hidrica.
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INTRODUGCAO GERAL: Germinacido de Sementes de Mamona sob Restri¢&o
Hidrica

Variabilidade genética e fenotipica em sementes de mamona

Conhecida como carrapateira, enxerida, ricino, palma-de-cristo ou mamona, a
Ricinus communis L. pertence a familia Euphorbiaceae. O nome Ricinus, de origem
latina, significa carrapato, devido a forma das suas sementes que remetem ao acaro.
Sua origem ainda é desconhecida, porém estima-se que tenha origem no continente
africano ou asiatico (EMBRAPA, 2010; SOUZA, 2012).

As principais instiuicbes de pesquisa no Brasil, que possuem bancos de
germoplasma de mamona séo Instituto agrondomico de campinas (IAC), Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Empresa Baiana de
Desenvolvimento Agricola (EBDA) atualmente extinta, e o Centro Nacional de
Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) (VIEIRA e LIMA, 2011).

A avaliacdo de cultivares para o estabelecimento de diferencas ou semelhancas
entre acessos de germoplasma, bem como para estimular sua utilizacdo para
resgatar o desenvolvimento da cultura. A variabilidade em caracteristicas botanicas
e agrondmicas deve ser conhecida e conservada, pois podem tornar-se fonte de
genes alvos para futuros programas de melhoramento (FIGUEIREDO NETO et al.,
2005).

Os caracteres morfoagrondmicos sao eficientes para estudos da diversidade
genética, pois proporcionam uma simplificacdo da quantificacdo da variacao
genética e possibilitam avaliar o desempenho dos gendétipos no ambiente de
crescimento (FUFA et al., 2005).

A certificacdo de variabilidade com base na diversidade genética € uma estratégia
bastante utilizada em programas de melhoramento. Entretanto, a avaliacdo da
diversidade genética como critério de escolha de genitores nos programas de
melhoramento genético da mamoneira tem sido pouco realizada (BAHIA et al.,
2008). Essa quantificacdo da diversidade genética pode ser realizada por meio de
caracteres agronémicos, morfolégicos e moleculares entre outros (AMORIM et al.,
2007).
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A diversidade genética relaciona-se com o0 grau em que as populacdes se
distanciam umas das outras quanto ao conjunto de caracteres que lhes sé&o
peculiares. Podendo assim, serem avaliadas em termos da distancia entre as

populacdes que estdo sendo comparadas (MOREIRA et al., 1994).

Em sementes de mamona muitos descritores morfologicos estdo sendo utilizados
pela EMBRAPA algodao, dentre eles pode-se cintar: comprimento, largura,

espessura, peso das sementes, padrao e formato das sementes (MILANI, 2008).
Fases da germinacdo de sementes e regulacao hidrica

A germinacdo é caracterizada pela retomada das atividades anabolicas e
catabdlicas, incluindo a respiracéo, sintese de proteinas e mobilizacdo das reservas
ap0s a absorcdo da agua, possibilitando o crescimento do eixo embrionario,
culminando com a protruséo da radicula. (BEWLEY e BLACK, 1994; DE CASTRO e
HILHORST, 2004).

As principais substancias de reserva nas sementes sdo carboidratos, proteinas e
lipidios. A proporcdo dessa composicao pode variar de espécie para espécie e até
entre espécies de uma mesma familia (BEWLEY e BLACK, 1994). Essas
substancias sdo mobilizadas durante a germinagdo, e no decorrer do
desenvolvimento das plantulas seus produtos de degradacdo sdo usados para
diferentes propdsitos, como a geracdo de energia e a producdo de matéria-prima
para a construcdo de novas células e tecidos (MAYER e POLJAKOFF-MAYBER,
1975).

Para que ocorra a germinacao € necessario que as sementes absorvam &agua,
desencadeando os processos metabdlicos (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). A
germinacdo é um processo composto por trés fases (Figura 1), que consistem na
embebicdo (Fase-1), reativacdo dos processos metabdlicos (Fase-ll), e e
crescimento do embrido por meio de expansao e/ou divisdes celulares culminando
com a protrusdo radicular ou germinacdo per se (Fase-lll) (DE CASTRO e
HILHORST, 2004).
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Figura 1: Curva de embebicdo de sementes.
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Fonte: Modificato a partir de: (DE CASTRO e HILHORST, 2004).

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

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

7

A germinacdo das sementes é regulada por varios fatores ambientais, como por
exemplo, a umidade, oxigénio, temperatura, luz e nutrientes (SEO et al., 2009),
sendo avaliada por alguns parametros para interpretar o desempenho da
germinacdo como tempo médio de germinacdo (TMG), porcentagem maxima de
germinacao (Gmax), uniformidade de germinacdo no intervalo entre 84% e 16% de
sementes viaveis para germinar (Uss-16), area abaixo da curva (AAC) (JOOSEN et
al., 2010).

Segundo Oliveira et al. (2004) a mamona é considerada uma planta rastica, onde as

variedades selecionadas para o cultivo apresentam, em geral, sementes com
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germinacao lenta e desuniforme, ficando por mais tempo expostas aos patdogenos de
solo e as intempéries, 0 que resulta em estande final irregular. A germinacao lenta e
irregular representa uma desvantagem na competicao inicial com plantas invasoras
e vulnerabilidade a estiagem durante a emergéncia em campo, que pode chegar a
20 dias, nas principais regides produtoras. Portanto, emergéncia rapida e uniforme é
importante, visto que permite a obtencdo de estandes adequados, com plantas bem
desenvolvidas, o que facilitara, posteriormente, 0 manejo durante a colheita e
processamento, com reflexos positivos na produtividade da lavoura e no rendimento

de dleo.

Restricdo hidrica em sementes: osmocondicionamento e priming

O osmocondicionamento baseia-se no controle da hidratacdo das sementes em
niveis que permitam o reinicio da atividade metabdlica pré-germinativa, mas sem
gue permita a protrusédo da radicula, ou a germinacédo per se (Figura 2). Em geral as
sementes s&do postas em contato com solugbes aquosas de compostos
guimicamente inertes, mas osmoticamente ativos tais como 0 manitol ou o
polietilenoglicol. De modo que as sementes iniciam a embebicédo, porém paralisando
0 processo assim que entram em equilibrio com o potencial osmaético da solucao, o
qual é regulado a fim de possibilitar que ocorram 0s processos iniciais da
germinacao, mas que nao haja expansao e divisbes celulares o suficientes para que
ocorra a protrusdo da radicula embrionaria. Ou seja, sem que a germinacao seja
concluida (MARCOS-FILHO, 2005; CASTRO et al, 2004) (Figura 2).

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

O inicio da embebicdo pode resultar em rapido influxo de agua para o interior das
células da semente seca podendo resultar em pertubacfes estruturais temporérias,
particularmente durante a transicdo das membranas da fase gel rigida para a fase

liquida cristalina, podendo levar a lixiviagéao e liberacéo de solutos e metabdlitos para
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a solucao circundante, interferindo na qualidade germinativa das sementes
(KRANNER, 2010).

Alternativamente, quando a embebicdo de sementes ocorre na presenca de um
agente osmotico, a hidratacdo é desacelerada ou mais lenta, reduzindo assim o
nivel de danos celulares normalmente causados pela rapida absorcao de agua pelas
sementes secas (RAJJOU et al., 2012).

Ademais, a reidratacdo na presenca de agentes osmoticos como o polietilenoglicol
(PEG), pode favorecer a ativagdo transiente de mecanismos de reparos contra 0s
possiveis danos causados nas sementes secas, seja pelos diferentes graus de
maturacdo ou imaturidade das sementes secas, pela secagem per se, ou pela
exposicao das sementes secas as intempéries ou condi¢cdes de estresses a que séo
geralmente submetidas. Tais mecanismos de reparos incluem a ativacdo de
respostas antioxidantes contra espécies reativas de oxigénio (ERO), e reparos de
membranas e de DNA, de modo a preservar ou restaurar total ou parcialmente a
integridade do genoma e de membranas (BALESTRAZZI et al., 2011).
Consequentemente, possibilitanto recuperar, manter ou mesmo melhorar a

qualidade fisiologica das sementes.

A perda, a manutencdo, a recuperacdo ou a melhoria da qualidade fisiologica como
resultado da pré-exposicdo das sementes a condicbes de estresses em geral,
podem ser avaliados por meio dos parametros fisiolégicos mensuraveis de
germinacdao e vigor, tais como a uniformidade, velocidade e porcentagem de
germinacao final, o que por sua vez infere no desenvolvimento de plantulas sob
condicbes de estresses abioticos. Em contrapartida, a melhoria da qualidade de
sementes resultante da exposicdo a condicdes de estresses abidticos é um
fendbmeno que pode ocorrer e que é tido hoje como uma tecnologia ou priming pela
indUstria de sementes, e que geralmente resulta da contribuicdo eficaz dos
mecanismos de defesa ativados contra danos comumente causados (Figura 2)

(VARIER et al., 2010; JISHA et al., 2013).
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Figura 2: Curva de embebicdo de sementes ortodoxas incubadas em agua (Wos =
0,0 MPa) e em solu¢des osmaticas (Wos < 0,0 MPa), e o efeito de envigoramento ou

priming.
Semente embebida em agua Primed
Embebicio |  Ativagio Germinagao envigorada
/ (4gua) Priming
1
[
—— /
Variagao na
Desidratagdao \longevidade
Fase-I Fase-ll Fase-lll
Embebigao Ativagao Crescimento bloqueado Embebigdo Germinagio
Semente embebida em solugdo osmética (priming)

Fonte: Modificado a partir de: http://www.seedbiology.de/seedtechnology.asp.

Estresse oxidativo e espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo geradas durante a absor¢cédo de agua, e
sdo umas das possiveis causas que geralmente afetam prejudicialmente a
germinacao (WOJTYLA, L. et al.,, 2006). No inicio da embebi¢cdo ocorre aumento
rapido na captacdo de oxigénio e na fosforilacdo oxidativa (TOMMASI et al., 2001).
Esta e a mobilizacdo de reservas geram espécies reativas de oxigénio (ERO) que
podem causar dano estrutural e funcional as células (PRODANOVIC et al., 2007).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) afetam varios aspectos da fisiologia de
sementes, exibindo duas grandes fungcbes: como uma espécie de citotoxina e como
um papel especial no desenvolvimento da semente, quebra de dorméncia, e na
defesa contra estresses bioticos e abidticos (APEL e HIRT, 2004). Sdo produzidos
em organismos aerobicos dentro da célula e estdo, normalmente, em equilibrio com
moléculas antioxidantes. O estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre
geracdo e eliminacdo de ERO. Esta citotoxidade ERO ativada pode perturbar
seriamente 0 metabolismo normal através de dano oxidativo a lipidios, proteinas e
acidos nucléicos (MITTLER et al., 2004; FENG, 2011).
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Em condi¢cbes normais na célula, as ERO sdo componentes de diversas vias de
sinalizacdo, sendo produzidas continuamente como subprodutos das reacdes de
oxidacdo-reducdo em niveis menores em organelas tais como: cloroplastos,
mitocondrias e peroxissomos. Porém durante condicfes estressantes, a taxa de
producdo destas espécies se eleva consideravelmente, como consequéncia do
desequilibrio entre a sua produgdo e os mecanismos de eliminacdo (GILL e
TUJETA, 2010; SILVA, 2012). O excesso de ERO causa danos oxidativo em
proteinas, lipideos e acidos nucléicos, caracterizando estresse oxidativo (MAIA,
2012) (Figura 3).

O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre a producdo de ERO e
da defesa antioxidante contra esses ERO. A consequéncia do estresse oxidativo é
um aumento na oxidacdo de macromoléculas celulares. Para prevenir o dano
oxidativo aos componentes celulares, as células dispdem de varios mecanismos

enzimaticos e ndo enziméticos para desintoxicacéo (KIBINZA et al., 2011) (Figura 3).

Figura 3: Balanco entre espécies reativas de

oxigénio (ERO) e o sistema antioxidante.

I

Equilibrio
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Fonte: Modificado a partir de: (GILL, S. S. et al., 2010)

As principais ERO distribuem-se em dois grupos, radicais livres e 0os ndo radicais.
Radicais livres sdo definidos como moléculas e/ou &tomos de oxigénio ou nitrogénio
gue apresentam um ou mais elétrons ndo pareados na ultima camada de valéncia,

tornando-se, assim, altamente instaveis e quimicamente reativos. O oxigénio
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molecular (O2) é relativamente ndo reativo e ndo toxico, devido a estabilidade dos
elétrons na sua camada externa. No entanto, altera¢ces na distribuicdo dos elétrons
podem provocar a sua ativacao e influenciar os sistemas biologicos. As ERO podem
ser geradas dentro das plantas como resultado da excitagdo ou um “leve toque” no
elétron externo, formando oxigénio atébmico (O) ou de uma sucessiva adicdo de
elétrons ao oxigénio molecular produzindo superoxido (Oze-), peroxido de
hidrogénio (H202) ou hidroxila (OH") (RESENDE et al., 2003; GILL e TUTEJA, 2010).

A capacidade de acionar mecanismos de defesa antioxidantes pode prevenir
acumulo de ERO e o estresse oxidativo extremo (BHATTACHARJEE, 2010). O
sistema antioxidante tem funcao de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acao
deletéria dos radicais livres e/ou espécies reativas ndo radicais, sendo que o ultimo

pode ter origem enddgena ou exégena (BARBOSA et al., 2010).

A regulacdo da expressdo de genes codificantes de enzimas antioxidantes, cuja
atividade evita ou reduz os danos potenciais causados pelas ERO, faz parte da
resposta a esse estresse (CYRNE et al., 2003) (Figura 4).

Enzimas sao proteinas que catalisam rea¢des quimicas e mediam praticamente toda
a enorme variedade de reacfes bioquimicas que constituem a vida, portanto, sdo
essenciais para a manutencdo adequada de qualquer organismo. As enzimas
antioxidantes estdo presentes em diferentes compartimentos celulares e contribuem
para o controle das ERO em plantas, o que confere um estagio de homeostase
redox no sistema. Destacam-se entre as enzimas antioxidantes a superoxido
dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.1), glutationa
redutase (GR, EC 1.6.4.2), peroxidases (POD, EC 1.11.1.7), catalase (CAT, EC
1.11.1.6) e polifenoloxidase (PPO, EC 1.14.18.1) (MITTLER, 2002; KIM e KWAK,
2010) (Figura 4).
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Figura 4: Mecanismo de defesa antioxidante por diferentes enzimas em plantas.
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Fonte: Modificado a partir de: (GILL, S. S. et al., 2015)

Superoxido dismutase: importancia e funcao

A superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), € uma metaloenzima do sistema
antioxidante enzimatico intracelular eficaz, que catalisa dismutacdo de radicais
superoéxido (radicais com tempo de vida curto) em peroxido de hidrogénio (ERO mais
estavel) e sdo classificadas pelos seus cofatores de metal, em trés tipos: cobre/
zinco (Cu/Zn-SOD), manganés (Mn- SOD) e ferro (Fe-SOD), que estéo localizados
em diferentes compartimentos celulares (GILL e TUTEJA, 2010). A Cu/Zn-SOD esta
localizada principalmente no citoplasma das células eucariéticas, Mn-SOD existe na
mitocéndria de células eucaridticas e citoplasma de células procaridticas, e a Fe-
SOD ocorre principalmente nos procariotos e cloroplastos de plantas (ARORA e
BHATLAS., 2015) (Figura 5).
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Figura 5: Diversidade e localizagao de isoformas de
superoxido dismutase.
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Fonte: Modificado a partir de: (ARORA e BHATLAS., 2015).

Esta bem estabelecido que varios estresses ambientais muitas vezes levem ao
aumento da geracdo de ERO. A SOD tem sido proposta por sua importancia na
tolerancia ao estresse de plantas e por fornecer a primeira linha de defesa contra os
efeitos toxicos dos niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (MITTLER,
2002).

Ao remover o radical Oz¢ -, a enzima SOD diminue o risco de formacao do radical
OHe- através do metal catalizado do tipo reagdo Haber-Weiss porque esta reacéo
tem uma taxa 10.000 vezes mais rapida do que a espontanea (GILL e TUTEJA,
2010). O resultado da reagdo é a geracdo de H202, que é também é uma (ERO)
tendo papel duplo (toxicidade e sinalizacdo). H202 pode ser eficientemente
desintoxicado, se defesa antioxidante celular forem suficientes. Num certo sentido,
esta enzima € Unica, ja que a sua atividade determina as concentracdes de Oz - e
H202, os dois substratos da reacdo de Haber-Weiss, e €, por conseguinte propensos
a ter um papel central no mecanismo de defesa (BOWLER et al.1992).
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A enzima superoxido dismutase foi isolada pela primeira vez em 1938 por Mann e
Keilin, na época cogitava-se que fosse uma proteina de armazenamento de cobre.
No entanto, sua funcéo catalitica so foi descoberta em 1969 por McCord e Fridovich
(CASTRO, 2002).

Ha relatos do aumento da atividade da SOD em plantas superiores sob estresse de
seca, tais como arroz (WANG et al., 2005), trigo (SHAO et al., 2005), e milho (JIANG
e ZHANG, 2002).

Meloni et al. (2003), trabalhando com duas cultivares de algoddo com tolerancia
diferencial a salinidade, mostraram que a cultivar mais tolerante apresentou maior
inducdo do sistema enzimatico antioxidativo envolvendo a SOD, a GR e a G-POD
(peroxidase do guaiacol, também conhecida como GPX), que permitiu menor dano
oxidativo, como comprovado pela menor taxa de peroxidacdo de lipidios de

membrana, em comparac¢ao a cultivar sensivel.

Em mamona foi observado diferentes padrdes de expressdo de SOD observados em
trés gendtipos, em resposta ao déficit hidrico causado por PEG (MORAES et al.,
2015).

Contextualizacdo da dissertacéao

A pesquisa apresentada nessa dissertacdo explorou a caracterizacédo
morfofisiolégica de sementes de gendtipos de mamona, o efeito do
osmocondicionamento na germinagao e estabelecimento de plantulas, e a atividade
de superoxido dismutase durante a embebicdo sob diferentes condi¢cdes osmoéticas.
Inicialmente, foi feita a carcterizacdo biométrica (comprimento, largura, espesssura,
volume) e categorizacdo das sementes em trés grupos distintos (sementes
pequenas, médias e grandes), a partir dos quais foi realizada a comparacdo com
parametros fisiolégicos de germinacdo e vigor. A comparacdo dos resultados
morfolégicos com os fisiologicos possibilitou selecionar dois gendtipos contrastantes,
0S quais apresentaram-se com alta pocentagem de germinacdo (‘MPA34’ e ‘BRS
PARAGUACU’), porém distintos quanto ao vigor de sementes e plantulas. As
sementes dos dois genotipos foram entdo submetidas a embebicdo em diferentes

condi¢cbes de restricao hidrica (0,0 em agua, e de -0.1 a -1,0 MPa) por meio de
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osmocondicionamento em diferentes potenciais osmoticos, e subsequentemente
submetidas a reidratacdo, tendo sido avaliados os parametros fisiologicos de
germinacdo e de vigor de sementes, e a atividade de superéxido dismutase em
tecidos embrionarios de sementes nos diferentes potenciais (0,0 MPa em agua, e -
0.2, -0.6, e -1,0 MPa em PEG 8000), e em diferentes periodos de embebicao (0, 12,
24 e 40h).

CAPITULO 1 - Neste capitulo foi realizada a caracteriza¢do morfofisioldgica de 19
gendtipos de mamona através da avaliacdo biométrica (volume e peso) das
sementes possibilitou a classificacdo dos gendtipos em trés grupos (sementes
pequena, média e grande), a partir das quais foi feita a correlacdo do tamanho das
sementes com os parametros fisiolégicos de germinacéo e vigor, e selecdo de dois
gendtipos contrastantes (‘(MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’), o quais apresentaram boa
porcentagem de germinacao, porém, sendo divergentes quanto ao vigor.

CAPITULO 2 - Osmocondicionamento  dos gendtipos (‘MPA34 e ‘BRS
PARAGUACU’) em diferentes potenciais osmoticos (-0.1 a -1.0 MPa) por meio da
embebicdo de sementes em solucdes de polietilenoglicol durante sete dias, e
posterior reidratacdo. Foi observado o efeito de envigoramente ou priming apenas
no genotipo que apresentava-se inicialmente com menor vigor (‘BRS
PARAGUACU)).

CAPITULO 3 - Foi realizado a determinacéo da curva de embebicéo de sementes
dos gendtipos ‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’ em diferentes potenciais osmoticos
(0.0, -0.2, -0.6, -1.0 MPa). Os gendtipos apresentaram perfis de embebicgéo trifasico,
germinaram ao atingirem a Fase-lll em agua (48 e 53h, respetivamente); as
sementes sob osmocindicionamento ndo germinaram apos sete dias e mantiveram-
se na Fase-ll em todos os potenciais osmoticos -0.2, -0.6, -1.0 MPa). A atividade de
SOD foi realizada em radiculas e cotilédones em 12h (Fase-l), em 24h (inicio da
Fase-Il) e 40h (final da Fase-Il). Foi observado que o gendétipo ‘BRS PARAGUACU’
mostrou ter a atividade de SOD mais alta em semente seca que o genaotipo ‘MPA34’,
mantendo essa atividade estavel durante os tempos de embebicdo e potenciais
osmoéticos aplicados em radiculas. A atividade de SOD em cotilédones foi menos

intensa do que em radicula para ambos os genétipos.
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CAPITULO 1

Caracterizacao fenotipica de sementes
de mamona (Ricinus communis L.)
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1. INTRODUCAO

A mamoneira € uma planta com muita diversidade morfoldgica, fisiologica e
genética. Por ser uma espécie polimorfica, apresenta grande variagdo em seu habito
de crescimento, cor das folhas, caules, ramos, frutos, tamanho de sementes, teor de
Oleo, altura das plantas, sendo possivel distinguir um material genético do outro
(WEISS, 1983; LUZ, 2013).

Na tentativa de explicar a grande variedade de formas considera a mamoneira uma
espécie politipica, foi considerado existir diversas subespécies para a mamona, as
quais podem diferir quanto a morfologia e aos aspectos genéticos e
ecoldgicos.(MOSHKIN, 1986; VENANCIO, 2013)

Hoje a mamoneira é encontrada em muitos paises e pode ser cultivada em grande
diversidade de solos, ambientes e climas. No Brasil, que apresenta um clima
tropical, a mamona esta presente de forma espontanea em diversas regides, como
se fosse uma planta nativa (COSTA e HOESCHL, 2006; SANTOS et al., 2007;
PUTTINI, 2014).

A cultura se apresenta como uma alternativa de relevante importancia econémica e
social para o Brasil, particularmente para a regido Nordeste, que segundo
levantamento feito pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa,
dispde de mais de 45 milhdes de hectares de terras com aptiddo para a exploragao
econbmica desta cultura (MELHORANCA e STAUT, 2005; PUTINNI, 2014).

A cultura da mamoneira no Nordeste brasileiro, maior regido produtora do pais,
ainda apresenta problemas decorrentes da falta de adocdo de sementes
melhoradas. Consequentemente, h4 degeneracdo dos gendtipos cultivados, com
predominéncia de variedades locais pouco produtivas, deiscentes, de porte alto,
tardias, com baixo teor de 6leo e suscetiveis as principais doencas e pragas que
ocorrem na regido (FREIRE et al.,, 2007). As demais regides produtoras do pais
também apresentam problemas, contudo, em menor grau do que ocorre na regiao
Nordeste. Em S&o Paulo, a producdo de grados estd muito aquém da necessidade

industrial instalada. Para atender essa necessidade crescente de matéria-prima e
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dificuldade de producdo em escala industrial &€ imprescindivel o desenvolvimento de
novos gendtipos. Esses gendtipos devem ter porte adequado para facilitar a colheita
e maturacdo precoce e uniforme, de modo a permitir a utilizacdo de alta tecnologia

que possibilite a producdo em maior escala (OLIVEIRA et al., 2008).

Os métodos mais utilizados para testar a qualidade fisiolégica das sementes sédo o
teste de germinacéo, teste de viabilidade por tetrazdlio e o teste de condutividade
elétrica. Para sementes de mamona o teste de germinacdo é o mais comumente
utilizado (SOUSA, 2007).

A caracterizacao morfofisiolégica pode indicar gendtipos com maior vigor de
sementes que podem ser usados em programas de melhoramento genético. Desta
forma, o objetivo desse trabalho € realizar a caracterizacdo morfofisiolégica em
genadtipos de mamona obtidos pela Empresa Bahiana de Desenvolvimento Agricola
(EBDA) e Empresa de pesquisa agropecuéria de Minas Gerais (EPAMIG), visando
selecionar dois gendtipos contrastantes quanto a tolerancia a restricdo hidrica.

MATERIAIS E METODOS
2.1 Material biolégico
2.1.1. Gendétipos

Foram analisados 19 genotipos, sendo 9 gendétipos (EBDAL17, EBDA31, EBDAS35,
EBDA39, EBDA 40, EBDA47, EBDAMPAll, EBDAMPB01, EBDAMPA34),
representativos de linhagens genéticas pertencentes ao Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) e Programa de Melhoramento Genético de mamona da EBDA,
mantido na Estacdo Experimental de Iraquara, situada no municipio de Iraquara, a
469 km de Salvador, na regido da Chapada Diamantina, latitude 12°15’0” e longitude
41°37°0”, e altitude média de 700 metros, tendo a Caatinga como bioma
predominante. Os outros 10 genaotipos representam cultivares comerciais (‘MPBO01’,
‘MPA11’, ‘MPA34’, BRS ENERGIA, ‘BRS PARAGUACU’, ‘BRS NORDESTINA’,
1AC2028’, ‘IAC80’, IAC226, ‘GUARANTY’), tendo as sementes sido produzidas e
doadas pela EPAMIG, localizada no campo Experimental de Montes Claro (CEMC).
O CEMC esta localizado em Montes Claros em Minas Gerais, altitude de 602m,
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paralelo de 16° 66°, latitude sul de meridiano de 43° 73’, longitude oeste de

Greenwich.

2.1.2 Armazenamento

Os genotipos foram armazenados a temperatura ambiente (25°C) no Laboratério de
Bioquimica, Biotecnologia de Bioprodutos (LBBB), localizado na Universidade
Federal da Bahia, Instituto de Ciéncias da Saude, cidade de Salvador, onde os

experimentos foram executados.

2.2 Teor de agua

A avaliacdo do teor de agua foi realizada seguindo as recomendacdes da Regra
para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Foram utilizados recipientes de aluminio
com tampas previamente pesados em balanca (Shinadzu, modelo AUW220D). Foi
pesado aproximadamente 4,5 a 5,0 gramas de sementes em cada recipiente de
aluminio, as sementes foram partidas e colocados na estufa (Eletrolab, modelo EL
202) a 105°C por 24h. Apés as 24h, os recipientes de aluminio com as sementes
foram colocados em dessecador (NS24/29) onde permaneceu por 30 min para
esfriar os recipientes. Apés este periodo realizou-se a pesagem final e o caculo do
peso do teor de agua foi obtido através da férmula a seguir:

100 (P-p)
% de Umidade (U) = —=————eeememeeee
P-t

Onde:
P = peso inicial, peso do recipiente e sua tampa mais o0 peso da semente Umida,
p = peso final, peso do recipiente e sua tampa mais o peso da semente seca;

t = tara, peso do recipiente com sua tampa.
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2.3. Morfometria das sementes e peso de 100 sementes

Para as analises morfométricas foram selecionadas aleatoriamente 100 sementes
de cada uma dos cultivares de R. communis (quatro replicatas de 25 sementes),
onde foi medida a altura (do apice a base), a largura e a espessura (regido mediana)
de cada uma com o auxilio de paquimetro digital (Lee Tools- Electric Digital Caliper
6”), obtendo-se o volume (mm?3) através da multiplicacdo das trés medidas. As
dimensdes da comprimento, largura e espessura foram expressos em milimetro
(mm). A massa de 100 sementes foi realizada Utilizando um béquer, previamente
tarado, fazendo 4 pesagens de 100 sementes e obtido a média entre as repeticdes.
A morfometria e peso de 100 sementes foram realizadas de acordo com as
recomendacdes das Regras para Andlise de Sementes (RAS) (BRASIL, 2009). Os
dados foram submetidos a andlise de variancia ANOVA com 5% de probabilidade, e
as médias foram comparadas com o teste de skot knot, utilizando o software sisvar.
Foi realizada a analise de componentes principais (ACP) incluindo todos os
parametros e o teste de associacdo de wards, utilizando o software PAST com
objetivo de obter a melhor forma de distincao entre os parametros morfométricos e
peso de 100 sementes dos 19 gendtipos.

2.4 Teste de viabilidade de sementes por tetrazélio

Para avaliar a viabilidade das sementes foi seguido o protocolo descrito por Gaspar-
Oliveira et al. (2009). Para a realizacdo do teste de tetrazélio, as sementes foram
embebidas previamente em agua por 24h (em copo descartavel com agua destilada
até cobrir as sementes e mantidas a temperatura ambiente de 25°C). ApOs este
periodo, foram retirados o tegumento das sementes e estas sofreram um corte
sagital, cortando ao meio o embrido e o endosperma onde a banda com a melhor
visualizacéo foi utilizada para analise. Apds o corte as sementes foram colocadas
em copos plasticos, submersas em solugéo de tetrazdlio 0,2% e incubadas em BOD
(ELETROLAB — modelo EL202/3) a 35°C no escuro por duas horas. A reacao foi
finalizada com o descarte da solucdo de tetrazdlio e a substituicdo por agua

destilada. As sementes foram lavadas trés vezes com agua destilada e colocadas
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para secar em papel toalha, sendo em seguida avaliadas como sementes viaveis e
sementes ndo viaveis de acordo com a reagcdo envolvida onde sementes viaveis
apresentam uma coloracdo avermelhada em seus tecidos e tecidos mortos
apresentam uma coloracdo branca. Sementes com 50% do endosperma e 50% do
embrido corado de vermelho foram consideradas viaveis. Para este teste foram

analisadas 40 sementes de cada gendtipo dividas em 4 repeticdes de 10 sementes.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia ANOVA com 5% de
probabilidade, e as médias foram comparadas com o teste de tukey, utilizando o

software sisvar.

2.5. Teste de germinacao

Os ensaios fisiologicos foram realizados entre agosto de 2014 a junho de 2015.
Foram coletadas amostras das sementes armazenadas de cada uma das cultivares
e estas amostras foram submetidas ao teste de germinagdo em rolo de papel

germitest, seguindo as recomendac¢des das RAS (BRASIL, 2009).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, foram utilizadas quatro
replicatas de 25 sementes de sementes, foi realizada a desinfestacdo das sementes
utilizando solucdo de hipoclorito 0,5% e Tween20 (1 gota para cada 100mL) de
acordo resultados obtidos por Sousa (2013) como melhor tratamento para
desinfestacdo em sementes de mamona . Para isso, as sementes foram submersas
na solucdo de hipoclorito por 20 min sob agitacdo constante. Foram realizadas
quatro lavagens com agua destilada para a retirada do hipoclorito e as sementes
foram colocadas para secar em cima de papel toalha. As sementes antes de serem
colocadas para germinar, sofreram remocédo da caruncula com o objetivo de garantir
uma maior uniformidade de embebi¢c&o na germinacdo. Os ensaios foram realizados
em rolo de papel germitest (28 x 38 cm) como substrato, umedecidos com agua
destilada, na quantidade equivalente a trés vezes o peso do substrato seco. Os rolos
eram formados por trés folhas de papel germitest, sendo que as 25 sementes foram
arrumadas sobre dois folhas de papel e cobertas por uma terceira, e foram

colocadas em sacos plasticos transparentes e em seguida transferidos para a
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camara de germinacao tipo BOD (Panasonic — humidity), sem fotoperiodo, a uma
temperatura de 25°C.

A avaliacdo do teste de germinacao foi diaria e realizada por sete dias, sendo
analisados o0s seguintes parametros: germinacdo maxima (Gmax), Usas-16
(uniformidade entre 16 e 84% da germinacao), tempo médio de geminagédo (TMG),
area embaixo da curva (AAC), porcentagem de plantulas normais (PPN), tamanho
de plantula (TP) e massa seca (MS). As plantulas normais, tamanho de plantulas, e
massa seca foram analisadas aos sete dias. Os dados obtidos foram analisados no
software Germinator (JOOSEN, 2010). A biometria das plantulas normais foi
realizada no sétimo dia de germinagéo utilizando paquimetro digital (LEE Tools —
modelo electric digital caliper 6”), sendo os resultados expressos em centimetros
(cm). Para determinacdo da massa seca (MS) das plantulas normais foi excluindo
os cotilédones destas, foram entdo acondicionadas em sacos de papel e levados
para a estufa (Eletrolab — modelo EL402/150) a 80°C por 24h. Logo em seguida as
plantulas foram mantidas em dessecador durante 30 min para resfriamento,

seguindo-se a pesagem em balanca analitica (Shinadzu, modelo AUW?220D).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia ANOVA com 5% de
probabilidade, e as médias foram comparadas com o teste de tukey, utilizando o
software sisvar. As médias dos resultados de cada parametro (QMAX, Uss-16, TMG e
AAC) foram comparadas com o componente de maior variacdo (AXIS1) obtida na
analise de componentes principais (ACP) dos parametros morfométricos e peso de

100 sementes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Morfometria das sementes .

A tabela 1 apresenta a morfometria das sementes, através da comprimento, largura,
espessura e volume. O volume foi obtido mutiplicando as trés dimensfes da
semente. Os resultados da morfologia das sementes dos genoétipos seréo
apresentados nas tabelas e graficos em ordem crescente do volume encontrado

para cada genotipo. Muitos trabalhos em diversas espécies vegetais tem associado
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parametros morfométricos ao melhor desempenho fisiol6gico, nesse trabalho foi
feita a classificacdo das sementes dos gendtipos em grupos, que serdo analisados

segundo a germinacao e vigor de sementes.

Tabela 1. Morfometria de sementes de diferentes genoétipos de Ricinus

communis L.

Genobtipo Morfometria (mm) Volume

Comprimento Largura Espessura (mm3)
‘BRS ENERGIA’ 12,26a 8,13a 6,04b 602,0a
EBDAMPBO1 12,85b 8,50b 6,22C 679,5b
‘1ACC226’ 14,18c 8,45b 5,75a 689,5b
‘1AC2028’ 13,55¢ 8,49b 6,05b 695,9b
‘GUARANYFP 14,02c 8,52b 6,13b 732,1c
‘MPB01’ 13,47¢c 8,78c 6,32c 748,0c
‘1AC80’ 13,02b 9,66d 6,68d 840,4d
EBDAL17 15,18d 11,21e 6,72d 1146,8e
‘BRS NORDESTINA’ 15,54d 11,30e 6,57d 1155,6e
‘MPA34’ 15,39d 11,34e 6,68d 1166,1e
EBDAMPAL11 15,66d 11,46e 6,98e 1252,8f
EBDAMPA34 15,86d 11,78f 6,80d 1270,2f
‘MPA1T’ 15,59d 11,81f 7,05e 1298,8¢g
‘BRS PARAGUACU’ 16,44d 12,63i 7,09e 1386,5h
EBDA40 16,49¢ 12,02¢g 7,21f 1428,7h
EBDA31 16,80e 12,49h 7,459 1562,1i
EBDAS35 16,97e 12,44h 7,529 1588,6i
EBDA39 16,70e 12,73i 7,549 1603,0i
EBDA47 17,84f 13,45j 7,87h 1889,8j
Média 15,1 10,8 6,7 11440

CV(%) 3,1 1,4 1,4 4,4

Erro Padréo 0,23 0,78 0,05 25,4

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste

Scoot Knot, ao nivel de 5% de probabilidade.

O teste Skot Knot foi capaz de distinguir 6 grupos através do comprimento, 9 grupos
a partir da largura, 8 grupos através da espessura e 9 grupos a partir do volume.
Esse resultado demonstra a grande variabilidade morfométrica entre gendtipos de
mamona. O comprimento variou entre 12,26 mm (BRS ENERGIA) a 17,84 mm
(EBDA47), a espessura variou entre 8,13 mm (BRS ENERGIA) a 13,45 mm
(EBDAA47), a espessura variou entre 5,75 mm (IAC226) a 7,87mm (EBDA47) e o
volume 602 mm?3 (BRS ENERGIA) a 1889,8 mm? (EBDA47).
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MILANI et al. (2009) trabalhando com 32 acessos de mamona encontrou a formagao
de 5 grupos para comprimento, 10 grupos para a largura e 11 grupos para
espessura, utilizando o teste de skot knot (P<0,01). A grande variacdo morfométrica
das sementes também foi descrita por Luz (2013) estudando 12 cultivares de

mamona.

O teor de 4gua e o peso de 100 sementes sdo mostrados na tabela 2. O teor de
agua foi utilizado para verificar a umidade das sementes dos genaotipos e verificar se
existem diferencas que possam influenciar os resultados fisiolégicos. O peso de 100
sementes mostrou a variacdo do peso entre as sementes dos diferentes genotipos.
O peso de 100 sementes foi agrupado aos parametros morfométricos e utilizado na
analise de componentes principais (ACP) para agrupar sementes de genotipos de

mamonas.

Tabela 2: Teor de agua, peso de 100 de sementes
de gendtipos de Ricinus communis L.

Teor de
Genotipo Agua Peso de 100
(%) (mg)

‘BRS ENERGIA’ 4,5+ 0,09 29,3al
EBD’MPB01’ 4,4 +0,79 31,9a2
‘1ACC226’ 4,6 £0,26 33,0a2
‘1AC2028’ 45 +0,16 30,3al
‘GUARANYP’ 4,4 +0,16 33,8a2
‘mPBO1’ 51+£0,16 33,8a2
‘1AC80’ 4,8 £0,08 32,3al
EBDA17 43+1,15 49,9a3
‘BRS NORDESTINA" 4,4+0,26 51,3a3
‘MPA34’ 490,31 52,5a4
EBDAMPA1l 4,0 £0,05 58,6a5
EBDAMPA34 4,2 £0,08 59,3a5
‘MPA11’ 49+0,18 52,8a4
‘BRS PARAGUACU’ 4,7 £0,07 60,3a5
EBDA40 4,1 +0,08 67,0a6
EBDA31 4,3+0,17 69,1a7
EBDA35 4,1+0,45 70,3a7
EBDA39 53+£2,81 71,3a8
EBDA47 4,0+0,13 84,7a9

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas, ndo diferem
significativamente entre si, pelo teste Scot Knot, ao nivel de 5% de

probabilidade.
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O valor de teor de agua encontrado para as sementes dos diferentes genétipos foi
entre 4 e 5,3 % da massa total. Outros autores encontraram valores semelhantes de
teor de agua, Teles (2013) observou teor de umidade 5,9% para o genotipo
EBDAMPALL. Junior (2009) de 5,6% do genotipo BRS-NORDESTINA e Luz (2013)
encontrou o teor de umidade de 6,7% para sementes de 12 gendtipos da EBDA
estudados. Almeida, et al. (2002), afirmaram que o percentual de umidade nas
sementes de mamona deve estar entre 4 e 6% da massa total das sementes, 0s
valores encontrados nesse trabalho de teor de agua estdo na faixa descrita pelos
autores Almeida et al. (2002).

O peso de 100 sementes variou entre 29,3mg (menor peso) para o genotipo ‘BRS
ENERGIA’ a 84,7mg (maior valor) encontrado para o genétipo EBDA47, formando 9
grupos entre os genotipos analisados pelo teste de skot knot a 5% de probabilidade.
Milani (2009) também encontrou 9 grupos analisando o peso para 32 acessos de
mamona, enquanto Luz, (2013) encontrou 3 grupos analisando 12 cultivares de

mamona.

Existe uma divergéncia entre autores quanto a correlacdo da morfometria com a
obtencdo de plantulas mais vigorosas. Brum et al. (2011), afirmaram que a
separacdo de sementes de mamona por largura, comprimento ou massa pode
permitir a obtencdo de plantulas mais vigorosas. Enquanto Dantas et al. (2008),
descreveram que ndo houve correlacdo entre massa, tamanho e velocidade de
germinacdo das sementes de mamonas analisadas. J& Drumond et al. (2010),
avaliando diferentes genoétipos de mamona na Chapada do Araripe, concluiram que
0 menor peso das sementes, ndo esta relacionado com a diminuicdo da producéo,

este mesmo resultado foi também encontrado por Jesus Filho (2014).

Foi utilizado método de ‘analise de componentes principais’ (ACP) com o objetivo de
obter informacgfes sobre a existéncia de possiveis padrbes relacionando com as
variaveis morfomeétricas e peso de 100 sementes entre os 19 genotipos (Figura 1),
esse resultado foi comparado com a andlise de associa¢do pelo método de wards,
objetivando a categorizacdo de sementes em grupos e posterior comparagéo dos

grupos formados com parametros fisiolégicos.
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As variaveis morfométricas (comprimento, largura, espessura e volume) e peso de
100 sementes nos eixos 1 e 2 da ACP tendem a mesma dire¢c&o evidenciando forte
correlacdo entre os parametros morfométricos e peso de 100 sementes na
diferenciacdo das amostras. A formacédo de trés grupos formados pelas diferencas

das sementes dos gendtipos pode ser observada na Figura 1.

Figura 1: Representacdo dos dados morfométricos (comprimento, largura,
espessura e volume) e peso de 100 das sementes dos 19 genotipos de
mamona através das Componente 1 e Componente 2 na andlise de
componentes principais (ACP).
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A Tabela 3 apresenta os 5 axis e a porcentagem de variacdo obtidos na analise de
componentes principais (ACP), onde o AXIS1, componente de maior variagdo sera

utilizado para comparacéo com parametros fisiologicos dos genétipos de mamona.
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Tabela 3: Correlagdo entre os caracteres aplicados na ACP e 0s eixos
gerados. Percentuais de variagdo apresentados no final da tabela.

Genatipos Axis1 Axis2 Axis3 Axis4 AXxisb5
BRS ENERGIA -1.5 1.0 0.3 -2.3 -0.8
EBDAMPBO1 -1.2 0.9 0.6 -1.0 0.4
IAC226 -1.2 -2.3 0.3 0.0 -1.1
‘1AC2028’ -1.2 -0.5 0.5 0.7 -1.0
‘GUARANYF -1.0 -0.9 1.1 1.0 0.5
‘MPBO01’ -1.0 0.5 0.8 0.4 0.8
‘1AC80’ -0.8 2.4 -0.5 1.4 0.0
EBDA17 0.0 -0.2 -1.1 0.5 0.1
‘BRS NORDESTINA'’ 0.1 -1.1 -1.3 0.3 -0.3
‘MPA34’ 0.1 -0.6 -1.1 -0.1 0.4
EBDAMPA11 0.4 -0.1 0.0 -0.5 2.1
EBDAMPA34 0.4 -0.9 -1.0 -1.0 0.8
‘MPA11’ 0.4 0.5 -0.9 1.9 -0.9
‘BRS PARAGUACU’ 0.6 0.7 2.1 -1.0 -0.8
EBDA40 0.8 -0.4 0.6 -0.5 1.8
EBDA31 1.1 0.1 0.6 0.5 0.0
EBDA35 1.2 0.1 1.1 0.8 0.2
EBDA39 1.2 0.5 0.5 -0.1 -0.1
EBDA47 1.8 0.1 1.6 -0.9 2.1
Eigenvalue 4.8 0.1 0.1 0.0 0.0
% da variacdo 96.1 2.5 1.0 0.3 0.0

Através da analise de componentes principais (ACP) foi gerado cinco AXIS ou
componentes. Os AXIS 1 e 2 detem cerca de 98,6% de toda a porcentagem de
variagcdo dos resultados, sendo as mais indicadas para analisar os resultados. De
Moraes (2012) afirma que € necessario reter componentes que expliguem acima de
80% de variacdo. Nesse trabalho, o AXIS 1 demonstrou reter a maior parte da
variacdo, cerca de 96,1% da variacdo, e sera utilizado para comparagdo com

resultados fisioldgicos.
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Métodos de agrupamento séo utilizados quando se quer classificar individuos, nesse
caso, o0 método de agrupamento de wards foi utilizado para classificar genétipos de

acordo os seus padrdes morfométricos e de peso (Figura 2).

Figura 2: Dendograma de agrupamento gerado a partir do
coeficiente de distancia euclidiana, utilizando-se o método de
associacdo de wards para dados morfométricos e peso de
100 de sementes de 19 gendtipos de mamona.
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O meétodo de associacdo de wards (Figura 2) foi capaz de agrupar as sementes em
trés grupos principais (sementes pequenas, sementes médias e sementes grandes).
No grupo de sementes pequenas estdo os gendtipos BRS ENERGIA, EBDAMPBO1,
IAC226, ‘GUARANTI’, ‘MPB01’ e ‘IAC2028’. No grupo de sementes médias estdo os
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gendtipos EBDA17, ‘BRS NORDESTINA’, ‘MPA34’, EBDAMPA11, EBDAMPA34 e
‘MPA11’. No grupo de sementes grandes estdo os genotipos ‘BRS PARAGUACU’,
EBDA40, EBDA31, EBDA35, EBDA39 e EBDA47.

De forma visual pode-se notar a grande variagdo morfométrica entre as sementes
dos 19 gendtipos de mamona. A figura 3 mostra a imagem de duas sementes por
genotipo agrupadas em suas respectivas classes (sementes pequenas, sementes
médias e sementes grandes) definidas através da andlise de componentes principais
(ACP) e método de associacao de wards.

Figura 3: Classificagdo de sementes de Ricinus communis L.

guanto ao tamanho.
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3.2 Teste de germinagao

Os parametros de Germinagcdo maxima (gMAX), Uniformidade entre 84 e 16% (Usa-
16), Tempo médio de germinacdo (TMG) e Area abaixo da curva (AAC) s&o
mostrados na Figura 4, os gendtipos estdo agrupados segundo a classificagdo em
trés grupos: sementes pequenas (A), sementes médias (B) e sementes grandes (C).
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Figura 4: Germinacdo maxima (gMAX), Uniformidade entre 84 e
16% (Uss-16), Tempo médio de germinacéo (TMG) e Area abaixo da
curva (AAC) de sementes dos 19 gendtipos de mamona. Em A)

sementes pequenas, B) sementes médias e C) sementes grandes.
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Médias seguidas das mesmas letras nas colunas, ndo diferem significativamente
entre si, pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Linha tracejada

vermelha horizontal indica a média entre os genotipos.

Dos 19 gendtipos analisados 12 genotipos obtiveram germinagdo (gMAX) igual ou
superior a 80%. No grupo de sementes pequenas (A) quatro genotipos (BRS
ENERGIA, IAC226, ‘GUARANI’ e 1AC80’) com germinacao igual ou superior a 80%.
No grupo de sementes médias (B) quatro gendtipos (‘BRS NORDESTINA',
“MPA34”, EBDAMPA11, ‘MPA11’) com germinacdo igual ou superior a 80% . No
grupo de sementes grandes (C) quatro genotipos (‘BRS PARAGUACU’, EBDA31,
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EBDA35 e EBDA47) com germinacdo igual ou superior a 80%. Os genotipos
EBDAMPBO01, ‘l1AC2028’, ‘MPB01’ (sementes pequenas), EBDA17, EBDAMPA34,
(sementes médias) e EBDA40, EBDA39 (sementes grandes) obtiveram germinacao
inferior a 80%. Dentre os genotipos com germinacdo inferior a 80% o0s genaotipos
EBDAMPBO1 e EBDA39 apresentaram germinacéo inferior a 40% (Figura 5).

Figura 5: Andlise multivariada do AXIS1 da analise de componentes
principais (ACP) com a porcetagem de germinacdo (gMAX) das

sementes dos 19 gendtipos de mamona.
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A uniformidade (Uss-16) obteve valor médio de 21h entre os gendtipos (Linha
vermelha tracejada). No grupo de sementes pequenas (A) quatro genotipos
(EBDAMPBO1, IAC226, 1AC2028’, ‘'GUARANTI’) obtiveram uniformidade com o tempo
igual ou inferior ao valor meédio de 21h, trés genotipos obtiveram valor superior a 21h
(BRS ENERGIA, ‘MPB01’ e ‘IAC80’). No grupo de sementes médias (B) todos os
gendtipos (EBDA17, ‘BRS NORDESTINA', “MPA34”, EBDAMPAL11, EBDAMPA34 e
‘MPA11’) obtiveram uniformidade igual ou inferior a 21h. No grupo de sementes
grandes (C) trés genotipos (‘BRS PARAGUACU’, EBDA35 e EBDAA47) obtiveram
uniformidade com o tempo igual ou inferior a 21h, os gendétipos (EBDA40, EBDA31 e

EBDAS39) apresentaram uniformidade superior a 21h (Figura 6).
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Figura 6: Andlise multivariada do AXIS 1 da analise de
componentes principais (ACP) com a uniformidade (Uss-16) das

sementes dos 19 gendtipos de mamona.
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AXIS 1

O tempo médio de germinacdo (TMG) apresentou valor médio de 61h entre os
genadtipos. No grupo de sementes pequenas(A) dois gendtipos (BRS ENERGIA,
IAC226) obtiveram TMG igual ou inferior ao valor médio de 61h, cinco gendtipos
obtiveram valor superior a 61h (EBDAMPBO01, ‘IAC2028’, ‘MPB01’, ‘GUARANI’ e
‘1AC80’). No grupo de sementes médias (B) cinco gendtipos (‘(BRS NORDESTINA’,
“MPA34’, EBDAMPALL, EBDAMPA34 e ‘MPA11’) obtiveram TMG igual ou inferior a
61h, apenas o gendtipo EBDAL7 oteve valor superior a 61h de TMG. No grupo de
sementes grandes (C) apenas o gendtipos (EBDA35) obteve TMG com o tempo
igual ou inferior a 61h, cinco gendtipos (‘BRS PARAGUACU’, EBDA40, EBDA31,
EBDA39 e EBDA47) apresentaram TMG superior a 61h (Figura 7).
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Figura 7: Analise multivariada do AXIS 1 da analise de
componentes principais (ACP) com o tempo médio de germinacgao

(TMG) das sementes dos 19 gendtipos de mamona.

81 *EBDAMPBO1

*%BDA31

- ¥ .
2 MPBOS}A a0

s
= 6
o~ 66 %BDA47
O *1AC2028' %60A17
s 63
..

= GUARANI

60 S

D *£BDAMPA11 S

57

54 *BRS ENERGIA'

51 *EBDAYPA34

BRS PARAGUAGU
48
45
SMPA11'
42 0 *8RS NORDESTINA'
NAC226 . col :
20 16 42 08 04 00 "% o4 08 12 16 20

A area abaixo da curva (AAC) é um parametro que associa germinacao,
uniformidade e tempo de germinacgéo, quanto maior esse parametro indica o melhor
comportamento das sementes de um genoétipo em todos os trés parametros. O valor
médio encontrado para os genoétipos foi de 32 unidades de area. No grupo de
sementes pequenas(A) trés gendtipos (BRS ENERGIA, 1AC226 e ‘GUARANI)
obtiveram AAC igual ou superior ao valor médio de 32 unidades de area, quatro
genaotipos obtiveram valor inferior a 32 unidades de area (EBDAMPBOL1, ‘IAC2028’,
‘MPB01’ e ‘IAC80’). No grupo de sementes médias (B) cinco genoétipos (‘BRS
NORDESTINA’, ‘MPA34’, EBDAMPA11, EBDAMPA34 e ‘MPA11’) obtiveram AAC
igual ou superior a 32 unidades de area, apenas o genotipo EBDAL17 obteve valor
superior a média de AAC. No grupo de sementes grandes(C) dois gendtipos (‘BRS
PARAGUACU’e EBDA35) obtiveram AAC igual ou inferior a 32 unidades de area,
quatro genaotipos (EBDA40, EBDA31, EBDA39 e EBDA47) obtiveram AAC superior a
32 unidades de area.
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Figura 8:  Andlise multivariada do AXIS 1 da analise de
componentes principais (ACP) com a area abaixo da curva (AAC)

das sementes dos 19 gendtipos de mamona.
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Dos dezenove gendtipos analisados nove gendtipos obtiveram bons resultados nos
parametros de germinacdo, dois genétipos (BRS ENERGIA, IAC226) de sete do
grupo de sementes pequenas, cinco gendtipos (‘BRS NORDESTINA’, ‘MPA34’,
EBDAMPALl, EBDAMPA34 e ‘MPA11’) de seis no grupo de sementes médias e
dois gendtipos (‘BRS PARAGUACU’ e EBDA35) de seis no grupo de sementes

grandes.

Os parametros porcentagem de plantulas normais (PPN), tamanho de plantulas
(TP), massa seca (MS), foram utilizados para avaliar o vigor de plantulas dos 19

genotipos de mamona mostrados na (Figura 9).
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Figura 9: Plantulas normais (PPN), tamanho de plantula (TP),
massa seca de plantula (MS) de gendtipos de mamona. Em A)

sementes pequenas, B) sementes médias e C) sementes grandes.
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Médias seguidas das mesmas letras nas colunas, ndo diferem significativamente
entre si, pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Linha tracejada

vermelha horizontal indica a média entre os genotipos.
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Figura 10: Andalise multivariada do AXIS 1 da andlise de
componentes principais (ACP) com a porcentagem de plantulas

normais (PPN) das sementes dos 19 genoétipos de mamona.
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Dos nove genétipos que apresentaram bons resultados de germinagdo oito
gendtipos obtiveram resultados igual ou superior a 80% de plantulas normais (PPN).
No grupo de sementes pequenas trés gendtipos (BRS ENERGIA, ‘1AC226° e
‘GUARANTI"), no grupo de sementes médias quatro gendétipos (‘BRS NORDESTINA’,
“MPA34”, EBDAMPA11 e ‘MPA11’) e no grupo de sementes grandes apenas o
gendtipo EBDAS35 (Figura 10).

O tamanho de plantulas (TP) mostrou um valor médio de 0,14 mg/plantula, foi
possivel notar pouco variacdo entre o resultados dos gendétipos dos trés grupos,
exceto, para os genotipos EBDAMPB01 e EBDA39, que obtiveram valores
discrepantes em relagdo aos demais. Essa diferenca foi devido ao baixo valor de
plantulas normais e diferenga entre os outros gendétipos, refletindo no resultado

apresentado. (Figura 11).
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Figura 11: Andlise multivariada do AXIS 1 da anélise de componentes
principais (ACP) com a tamanho de plantulas normais (TP) das

sementes dos 19 gendtipos de mamona.
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AXIS 1

A massa seca (MS) obteve um valor médio de 8,8mg entre os gendétipos. No grupo
de sementes pequenas nao foi encontrado diferenca estatistica pelo teste de tukey
(Figura 9) entre os gendtipos, mas através da analise multivariada o genaétipo
‘IAC226’ apresentou valor superiora 8,8mg. No grupo de sementes médias todos os
gendtipos obtiveram valor igual ou superior a 8,8mg. No grupo de sementes grandes
apenas os genétipos (‘BRS PARAGUACU’, EBDA40) obtiveram valores igual ou
superior a 8,8mg.
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Figura 12: Andlise multivariada do AXIS 1 da analise de
componentes principais (ACP) com a massa seca de plantulas

normais (MP) das sementes dos 19 genoétipos de mamona.

108 Y BOAMPAL
L % 80A17 MPATY
AC226

s e Smpas

LA MPAM.
L SR—— L "®BRS NORDESTINA SonA3%

=

Ms(mg/plantula)

B0ASt %80A¢

%80AMPEO1

AXIS 1

Dos nove melhores gendtipos a partir dos parametros de germinacgéo, oito genotipos
apresentaram bem nos parametros de vigor de plantulas, apenas o genoétipo ‘BRS
PARAGUACU”, nao foi capaz de gerar porcentagem de plantulas normais PPN

superior a 80%.

O gendtipo IAC226, (semente pequena), e os gendtipos NORDESTINA, ‘MPA34’ e
‘MPA11’ (semente média), apresentaram-se superiores tanto nos parametros de
germinacao quanto em parametros de vigor de plantulas, sendo as sementes desses

gendtipos definidas como as mais vigorosas.

Nesse trabalho com a classificacdo das sementes dos 19 gendtipos em trés grupos
conclui-se que gendtipos com sementes médias demonstraram melhores resultados

em parametros de germinacéo e vigor de plantulas.
3.3 Teste de viabilidade de sementes por tetrazoélio
O teste de viabilidade foi utilizado com intuito de confirmar a qualidade dos lotes dos

19 gendtipos e mostrando que os resultados de germinacgao e vigor de plantulas nao

estdo sendo influenciados por uma baixa qualidade das sementes.



60

Tabela 4: Viabilidade de sementes de
Ricinus communis L. avaliada pelo

teste de tetrazllio para diferentes

genaotipos.
Genodtipo Vlab(lc%lade
‘BRS ENERGIA’ 100d
EBDAMPB 01 97cd
IAC226 97cd
‘1AC2028’ 95bcd
‘GUARANVI’7 97cd
‘MPBO01’ 100d
‘1AC80’ 92bc
EBDA17 72ab
‘BRS NORDESTINA’ 97cd
‘MPA34’ 100d
EBDAMPA11 100d
EBDAMPA34 100d
‘MPA11’ 97cd
‘BRS PARAGUAGU’ 100d
EBDA40 100d
EBDA31 95cd
EBDA35 100d
EBDA39 72a
EBDA47 100d

Médias seguidas das mesmas letras nas
colunas, nao diferem significativamente entre
si, pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade.

Segundo a International Rules for Seed Testing of International Seed Testing
Association — ISTA (2004), o teste topogréafico de tetrazolio é um teste bioquimico
para a viabilidade, cujos objetivos sdo: executar uma estimativa rapida da viabilidade
de amostras de sementes em geral e, em particular, naquelas que demonstram
dorméncia e, no caso de determinadas amostras que ao final do teste de
germinacao revelam uma alta porcentagem de sementes dormentes, determinar a
viabilidade individual das sementes dormentes ou a viabilidade de uma amostra de

trabalho.
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O teste de viabilidade por tetrazdlio mostrou que 17 genoétipos do total de 19
gendtipos de mamona apresentaram viabilidade de suas sementes superior a 90% e
somente 0s genotipos EBDA17 e EBDA39 apresentaram 72% de viabilidade e
diferentes dos demais gendtipos, o que demonstra que o baixo vigor desses

genotipos esté correlacionado com a sua viabilidade.

A Figura 6 mostra imagens das sementes dos diferentes genétipos de mamona
avaliadas pelo teste de viabilidade por tetrazélio. As sementes viaveis apresentaram
uma mudanca de cor nos seus tecidos devido a reacdo bioquimica do tetrazolio
(incolor) a formazan (coloragcdo avermelhada), sendo disntinguidas das sementes

nao viaveis que apresentaram a coloragdo esbranquicada.

Figura 13: Viabilidade de sementes de Ricinus communis L avaliadas por
meio do teste de tetrazolio.

Semente Pequena

ENERGIAG EBDAMPB 01 1AC226 1AC2028
Viavel
N3o Viavel

Semente Média
EBDA17 NORDESTINA MPA34 EBDAMPA11 EBDAMPA34

Viavel
N3o Viavel
Viavel
N3ao Viavel
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4. CONCLUSAO

As sementes dos diferentes genotipos apresentaram variacdo nos parametros
morfométricos. Foi possivel categorizar os gendétipos de mamona em trés classes
segundo os aspectos morfométricos e peso de 100 sementes (sementes pequenas,
médias e grandes) utilizando a andalise de componentes principais (ACP) e método
de associacdo de Wards. A analise multivariada entre aspectos morfométricos e
parametros fisiologicos monstrou que o gendtipo IAC226, (semente pequena), € 0S
gendtipos NORDESTINA, ‘MPA34’ e ‘MPA11’ (semente média), apresentaram-se
superiores tanto nos parametros de germinagao quanto em parametros de vigor de
plantulas. Houve prevaléncia de gendtipos com sementes médias com melhores
resultados morfofisioldgicos, demonstrando que a morfometria das sementes é um

aspecto importante e que esta associado ao melhor padréo fisioldgico.
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CAPITULO I

Efeito do osmocondicionamento na germinagéo e vigor de
sementes de mamona (Ricinus communis L.)
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1. INTRODUCAO

Durante a embebicédo, as sementes passam pelas fases preparatérias essenciais a
germinacdo (FANTI e PEREZ, 2003). Estas sdo um conjunto de processos
fisiologicos influenciado por fatores externos e internos as sementes, podendo agir
isoladamente ou interagindo uns aos outros (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Do ponto de vista fisiolégico a germinagcdo ocorre em quatro fases: embebicéo (re-
hidratacdo das sementes), alongameto de células, divisdo celular e diferenciacéo
das células em tecidos. Do ponto de vista fisico-bioquimico a germinacdo poderia
ser dividida em embebicdo, aumento da respiracao, formacao de enzimas, digestao
enzimatica das reservas, mobilizacdo e transporte de reservas, assimilacdo
metabdlica, crescimento e diferenciacdo dos tecidos (MARCOS FILHO, 2005).

Os efeitos provocados pela embebicdo permitem que as sementes atinjam um
determinado grau de umidade que ative o sistema metabdlico relacionado com o
processo pré-germinativo, somado a elevacdo da respiracdo das células
embrionarias (HEYDECKER et al., 1973). Hegarty (1978) acrescentou também que
estes efeitos dependem fundamentalmente da temperatura e da duragdo do
processo de hidratacdo, assim como da espécie, variedade ou lote de sementes

tratadas.

O osmocondicionamento baseia-se no controle da hidratacdo das sementes a um
nivel que permita que ela inicie a atividade metabdlica pré-germinativa, mas iniba a
protrusdo da radicula. As sementes sdo colocadas em contato com uma solucéo
aguosa de um composto quimicamente inerte, mas osmoticamente ativo como
manitol ou polietilenoglicol. A partir dai as sementes iniciam a embebicao
normalmente, paralisando o processo assim que entram em equilibrio com o
potencial osmotico da solugdo (MARCOS-FILHO, 2005).

O polietilenoglicol (PEG-6000, PEG-8000, dentre outros) tem sido utilizado com
sucesso em trabalhos para simular os efeitos da restricdo hidrica por ndo penetrar
nas células, ndo ser degradado e ndo causar toxidez, devido ao seu alto peso
molecular. Ele atua como um agente osmotico que simula um determinado potencial
osmotico (Wos) que pode ser estabelecido pela equagao de Van't Hoff (BRAGA et
al., 1999; HEYDECKER et al., 1975; SOUZA e CARDOSO, 2000).
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A utilizacdo de sementes de alta qualidade €é um pré-requisito para o
estabelecimento rapido e uniforme das plantulas no campo, com consequéncias no
estande, na produtividade e na qualidade do produto colhido. A qualidade da
semente € particularmente critica quando sao utilizadas novas cultivares ou hibridos,
pois, devido ao alto custo, ha necessidade de melhores técnicas para se obter
melhor emergéncia. Visando a melhoria na qualidade das sementes, além de rapido
e uniforme estabelecimento das plantulas, diferentes tipos de tratamentos tém sido
estudados, dentre eles, o condicionamento osmaético (HEYDECKER et al., 1973;
NASCIMENTO, 2002).

Sementes tratadas desta forma podem ser novamente desidratadas ao conteudo de
umidade inicial sem perda significativa dos efeitos benéficos promovidos pelo
tratamento. Esse processo de secagem das sementes apds o tratamento de
condicionamento osmoético tem sido comumente designado na literatura como
hidratacédo desidratacdo (BRACCINI et al., 1999).

Quando as condi¢es do tratamento sdo favoraveis, o processo de mobilizacdo de
reservas, ativacao e sintese de novo de algumas enzimas, sintese de DNA e RNA
sdo iniciados durante o condicionamento osmotico. Quando o obstaculo a absorcao

de agua é removido, ocorre o rapido crescimento do embrido (KHAN, 1992).

Com isso, o0 objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da restricdo hidrica promovida
por solucdes de polietilenoglicol na germinacéo e vigor de sementes e plantulas de
dois gendtipos de mamona (‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Material biolégico

As sementes dos genotipos ‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’ foram obtidas da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG).
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2.2 Osmocondicionamento e reidratacdo de sementes

Os gendtipos ‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU foram escolhidos para os
experimentos de restricdo hidrica, pois, apresentaram-se bem no parametro (QMAX)
com valores respectivos de 96% e 94%, porém, com diferencas no seu vigor notado
pelo tempo médio de germinacdo (TMG) 40h e 50h, area abaixo da curva (AAC)
56,74 e 46,10 unidades de area e porcentagem de plantulas normais (PPN) 85% e
67% respectivamente. O gendtipo ‘MPA34’ foi considerado com maior vigor do que
gendtipo ‘BRS PARAGUACU’ em parametros de germinacdo e vigor de plantulas

sem tratamentos pré-germinativos.

Os genotipos ‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU”BRS PARAGUACU’ foram submetidas
ao osmocondicionamento nos potenciais de restricdo hidrica (-0.1, -0.2, -0.4, -0.6, -
0.8 e -1.0 MPa) utilizando o polietilenoglicol (PEG 8000) mantendo as sementes em
fase-Il de embebicédo por 7 dias, e em seguida as sementes foram reidratas em agua
(0.0 MPa). O teste foi conduzido em Germinador (PANASONIC - HUMIDITY) a
temperatura de 25°C.

Para realizacdo dos experimentos, foram utilizadas quatro replicatas de 25
sementes, totalizando 100 sementes, que foram separadas aleatoriamente, por
contagem manual. Ap6és a contagem e separacdo das sementes, foi realizada a
desinfestacdo das mesmas, utilizando solucédo de hipoclorito 0,5% e Tween 20 (1
gota por 100mL) de acordo resultados obtidos por Sousa (2013) como melhor
tratamento para desinfestacdo em sementes de mamona. Para isso, as sementes
foram submersas na solugdo de hipoclorito por 20 min sob agitacdo constante.
Foram realizadas quatro lavagens com agua destilada para a retirada do hipoclorito

e as sementes foram colocadas para secar sobre do papel toalha.

Para a restricdo hidrica foram utilizadas caixas plasticas transparentes (14 x 22 cm)
e 0s papeis germitests foram cortados na mesma proporgédo da caixa (14 x 22 cm)
utilizando 3 vezes o peso do papel para adicionar de volume de polietilenoglicol
(PEG 8000 — Sigma-Aldrich). O preparo do Polietilenoglicol foi de acordo Vilela et al.
(2001).



70

Tabela 1: Concentracdo de polietilenoglicol (PEG
8000) utilizada para obter os diferentes niveis de

potencial osmaotico, com temperatura de 25°C.

Potencial osmatico Concentracao
(MPa) (g de PEG/L de H20)
-0.1 59,5
-0.2 65,4
-0.4 96,3
-0.6 120,0
-0.8 140,0
-1.0 157,1

Fonte: Vilela et al. (2001).

2.3 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica de regressao linear ao nivel
de probabilidade de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os genotipos ‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’ apresentam qualidade fisiologica
diferentes considerados divergentes segundo o vigor das suas sementes
(Figura 1 e 2).
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Figura 1: Efeito do osmocondicionamento em potenciais -0.1 a

-1.0 MPa na germinacdo (gMAX), uniformidade (Uss-16), tempo médio

de germinacdo (TMG) e area abaixo da curva (AAC) em sementes
dos gendtipos ‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’.
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Os gendtipos respoderam de forma diferente ao osmocondicionamento pela
analise de regressado linear nos parametros (QMAX, Uss16, PPN e MS) e nao
apresentaram padrdo de regressdo linear nos parametros (AAC, TMG, TP e
MS/TP).

O gMAX do genotipo ‘BRS PARAGUACU’ demonstrou ser influenciado pelo
osmocondicionamento, 0s tratamentos demonstraram germinagao superior em
relacdo ao controle, e demonstrando um padréo significativo de aumento da
germinacao com a diminui¢cdo do potencial osmético apos o potencial os maético -
0.2 MPa, enquanto o genotipo ‘MPA34’ ndo demonstrou um padrdo pela andalise

de regresséo linear nesse parametro.

A regressao linear no parametro uniformidade (Uss-16) demonstrou que o genotipo
‘MPA34’ perde a sua uniformidade com a diminuicdo do potencial osmotico (maior
restricdo hidrica), enquanto o genoétipo ‘BRS PARAGUAGCU’ ndo demonstra esse
padrdao, sendo mais desuniforme no controle, tendo melhores resultados de

uniformidade nos potenciais osmaoticos mais altos (menor restricao hidrica).
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Os gendtipos ‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’ apesar de terem apresentado
porcentagens de germinacéo elevadas apresentaram-se diferentes na geracéo
de plantulas normais (PPN) no tratamento controle, 85 e 67%
respectivamente. O efeito do osmocondicionamento nos paramétros de vigor

de plantulas podem ser observados na Figura 2.

Figura 2: Efeito do osmocondicionamento em potenciais -0.1 a -1.0
MPa na porcentagem de plantulas normais (PPN), tamanho de
plantulas (TP) e massa seca de plantulas (MS) em sementes dos
gendtipos ‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU'.
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Os parametros porcentagem de plantulas normais (PPN) e massa seca (MS)
foram significativos para o gendtipo ‘BRS PARAGUACU’, demonstrando melhor
resultado com a diminuicdo do potencial osmotico (aumento da restricdo hidrica),
nao sendo observado no genodtipo ‘MPA34’. Os parametros tamanho de plantulas
(TP) e a razdo massa seca pelo tamanho de plantula (MS/TP), nao

demonstraram um padréo de regresséao linear.

A eficiéncia do osmocondicionamento segundo Eroseto et al. (2002) e Souza (2009)

depende da qualidade inicial da semente, sendo que lotes com alta qualidade
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fisiolégica ndo respondem aos tratamentos de osmocondicionamento com os efeitos

positivos caracteristicos priming.

Em sementes de mamona foi registraado um possivel efeito de priming, onde foi
realizado um tratamento de osmocondicionamento em um sistema com aeracao das
sementes previamente aos testes de germinacgao. Os resultados do trabalho citado
mostraram que quando as sementes de mamona sdo osmocondicionadas, no
potencial -0.5 MPa, melhoram os valores de indice de velocidade de germinacao
(IVG) e as suas taxas de germinacao. O potencial de -1.0 MPa foi danoso para as
sementes (DA SILVA et al.,2009). Em outro estudo com mamona foi observado
efeito de priming em relacdo a uniformidade, tempo e velocidade de germinacdo ao
submeter sementes de mamona do gendtipo EBDAMPAl1l  ao
osmocondicionamento com PEG 8000 em diferentes potenciais osmaticos (TELES,
2013).

Em trabalhos com outras espécies Brito (2010) ndo obteve melhoria na qualidade e
vigor das sementes e mudas ao submeter as sementes de Jatropha curcas L.
(Euphorbiaceae) ao osmocondicionamento com PEG 8000 no potencial -0.8 MPa.
Ghiyasi et al. (2008) em sementes de trigo Triticum aestivum  (Poaceae)
demonstraram que houve melhoria na germinacdo das sementes e o0
estabelecimento das plantulas em comparacédo ao controle (sem tratamento). SUN
et al (2010) obtiveram melhoria, na germinagéo e tolerancia a seca das mudas de

Oryza sativa L. (Poaceae).

Nesse trabalho, foi observado efeito de priming das sementes apenas para o
gendtipo ‘BRS PARAGUACU’, o qual era considerado inicialmente com sementes
com menor vigor em comparagdo as sementes do gendtipo ‘MPA34’ (tratamentos
controle). O gendtipo ‘MPA34’ demonstrou diminuir a sua uniformidade com o
aumento da restricdo hidrica, enquanto o genétipo ‘BRS PARAGUACU’ demonstrou

melhorar os parametros de germinacgéao e vigor de plantulas.

Os efeitos positivos do osmocondicionamento sdo atribuidos a inducdo de
mecanismos bioquimicos de reparagdo celular, a ativacdo do sistema de defesa
antioxidante e inducdo de enzimas que catalisam a decomposi¢cao dos compostos e
mobilizagdo de armazenamento (DI GIROLAMO e BARBANTI, 2012). Mecanismos
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bioguimicos e moleculares precisam ser investigados para correlacionar os

resultados fisioldgicos.

4. CONCLUSAO

Os gendtipos ‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’ responderam de forma diferente ao
osmocondicionamento quanto aos parametros de germinabilidade e vigor de
plantulas. As sementes do gendtipo (‘BRS PARAGUACU’) tiveram sua qualidade
fisiolégica melhorada ap6s o osmocondicionamento, caracterizado como efeito de
priming, conforme pbéde ser observado quanto aos parametros gMAX, PPN e MS.
Ao contrario, as sementes do genoétipo ‘MPA34’ tiveram a qualidade piorada,
tornando-se mais desuniformes (Uss-16) com a elevacdo do potencial osmético
(valores mais negativos). O melhor resultado evidenciado para o genoétipo ‘BRS
PARAGUACU’ quanto ao vigor de sementes resultante do osmocodicionamento
(priming) indica melhor tolerancia ao estresse hidrico por parte das sementes e

plantulas desse genotipo.
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CAPITULO 3

Atividade de superéxido dismutase em sementes de

Ricinus communis L. sob déficit hidrico
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1. INTRODUCAO

A rapida e uniforme emergéncia em campo € um requisito fundamental para um bom
estabelecimento da cultura, especialmente sob condicbes ambientais adversas
(GUPTA et al., 2008) onde o processo germinativo e o desenvolvimento de plantulas
sdo periodos cruciais (BRAY, 1995) envolvendo alta atividade metabdlica e
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) na célula (KIRAN et al., 2012),

com um impacto direto no rendimento final e qualidade (GUPTA et al., 2008).

Esta bem estabelecido que varios estresses ambientais muitas vezes levem ao
aumento da geragcdo de ERO. A enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD,
EC 1.15.1.1) tem sido proposta por sua importancia na tolerancia ao estresse de
plantas e por fornecer a primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos dos niveis
elevados de espécies reativas de oxigénio (ERO) (MITTLER, 2002).

A (SOD, EC 1.15.1.1) é uma enzima ubiqua nos organismos aerdbicos, e constitui a
primeira linha de defesa contra a toxidade causada pelas ERO dentro de uma célula
(ALSCHER et al., 2002; GILL, S. S. et al., 2015). E uma metaloenzima do sistema
antioxidante enzimatico intracelular eficaz, que catalisa dismutacdo de radicais
superoxido (radicais com tempo de vida curto) em perdxido de hidrogénio (ERO mais
estaveis) (GILL e TUJETA, 2010).

O aumento da expressao (SOD, EC 1.15.1.1) pode proteger as plantas contra
estresses fisicos (salinidade, seca e alta intensidade de luz). Tem sido relatado que
a super-expressao de SOD em algumas plantas transgénicas reforca a tolerancia a
estresses abioticos (LEE et al., 2007; TSENG et al., 2007). Deste modo, a SOD é
considerado como uma enzima chave na regulacédo dos niveis de ROS intracelulares
e na manutencdo das condi¢cdes fisiolégicas normais sob o0 stress oxidativo
(MITTLER, 2002; GILL et al., 2015).

Com isso, o0 objetivo desse trabalho foi determinar a atividade enzimatica da
superéxido dismutase durante as Fases-1 e Fase-Il de embebicdo definidas atravées
de curva de embebicdo em diferentes potenciais osmoticos em radiculas e
cotilédones dos gendtipos ‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’ procurando estabelecer
uma possivel relacao da atividade da SOD com a germinacao e o vigor de sementes
e plantulas sob condi¢des de restricdo hidrica.



80

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material bioldgico

As sementes dos genotipos ‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU foram obtidas da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG).

2.2 Curvas de embebicdo em diferentes potenciais osmoéticos

A curva de embebicdo foi montada em um rolo com 10 sementes (controle), em
caixa plastica transparente (14 x 22 cm) e 0s papeis germitests foram cortados na
mesma medida da caixa. As sementes no potencial 0,0 MPa foram germinadas em
rolo contendo apenas agua. Inicialmente as sementes foram pesadas em balanca
analitica (SHIMADZU AUW220D), em seguida foram acondicionadas sobre o papel
germitest em posicées numeradas de 1 a 10, mantendo-se as mesmas em suas
posicées durante todo o teste. Cada caixa ou rolo continha trés folhas de papel
germitest, os quais foram umedecidos com polietilenoglicol (PEG 8000 — Sigma-
Aldrich) até a saturacdo, visualizada por meio da formacdo de uma pelicula do
liquido sobre a primeira folha de papel. O teste foi conduzido incubando-se as
sementes em camara de germinacéao (Eletrolab EL402-150), as quais foram pesadas

ao longo de 72h.

2.3 Coleta de material biol6gico para ensaios bioquimicos e moleculares

Foram utilizadas sementes dos genotipos ‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’ divididas
em 4 tratamentos: a) Sementes embebidas em agua por 12, 24 e 40h; b) Embebidas
em PEG 8000 no potencial osmotico de -0.2 MPa por 12, 24 e 40h; c) Embebidas
em PEG 8000 no potencial osmoético de -0.6 MPa por 12, 24 e 40h; e d) Embebidas
em PEG 8000 no potencial osmaético de -1.0 MPa por 12, 24 e 40h e incubadas em
germinadores a 25°C, sem luminacdo. A atividade de SOD em semente seca foi

atribuida como sendo o tempo Oh.
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Foram isolados radicula e cotilédone das sementes com auxilio de laminas do tipo
‘razor’” e imediatamente congelados em nitrogénio liquido, As amostras foram
acondicionadas em ependorf de 2mL e armazenados em ultrafreezer a -80°C. Em
seguida estas foram liofilizadas por 16h em liofilizador tipo Enterprise 1 (Terroni) e

maceradas nos seus respectivos tubos na presenca de nitrogénio liquido.

2.4. Extracdo e quantificagdo de proteinas totais

Pesou-se em torno de 5mg do macerado de radicula e cotilédone respectivamente,
que foi transferido para tubo eppendorf individual e homogeneizados em 125uL de
tampao fosfato, pH 7,8 (SAMBROOK et al., 1989). Os tubos eppendorfs com as
amostras foram colocados em recipientes com gelo na mesa agitadora (Labnet
International, Inc. ORBITTM 300) durante 1h, sob agitacdo constante. Em seguida
centrifugou-se o material a 1500 rpm, a 4°C durante 30 min. Apés a centrifugacdo a
fase aquosa (extrato proteico) foi retirada e colocada em novo tubo de reacao (1,5uL

tipo Eppendorf), identificados e armazenada em caixas a -80°C em ultra-freezer.

A quantificacdo das proteinas totais foi realizada segundo o método proposto por
Bradford (1976), usando curva padrdo de albumina sérica bovina - BSA (Molecular
Probes) para a constru¢do da curva analitica. Utilizou-se como reagente de cor,
solucédo Bradford Protein Assay (Bio-Rad). Para determinacdo da concentracao de
proteinas totais utilizou-se a solugao estoque BSA (1440 pg/mL). Foi construida uma
curva analitica, na qual o intervalo de concentracdo do BSA variou de 0,5 a
20ug.mL1. Para a andlise das amostras foi utilizada uma aliquota de 1uL do extrato
bruto diluido em 799uL de tampéao fosfato pH 7,8. Para a leitura das amostras foi
utilizado 160uL do extrato diluido e 40uL do reagente de Bradford Protein Assay
(Bio-Rad). A leitura da absorbéncia das amostras foi realizada em espectrofotdbmetro
(Multiskan 60 — Thermo Scientific), no comprimento de onda de 595nm. O
experimento foi realizado utilizando duas repeticbes técnicas e trés biologicas. A
concentracéo das proteinas nas amostras foi calculada usando-se a equacédo obtida

no calculo de regresséo linear da curva analitica com BSA padrao.
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2.5 Atividade de Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) foi determinada
espectrofotometricamente utilizando metodologia adaptada tendo como base o
descrito por Gianopolitis e Ries (1977). Baseado na detec¢éo espectrofotométrica do
formazan a 560nm (produto de reducao do azul de nitro-tetrazélio — NBT), mediado
pelos radicais superoxidos, que sédo formados quando a riboflavina é submetida a
luz, esta sofre fotdlise, perdendo um elétron para o oxigénio do ambiente (O2),
resultando no ion superoxido (O2*). Este ion atua reduzindo o NBT a formazan
(produto de coloracdo roxa). Na presenca de SOD, a reacdo € inibida e foi utilizada
esta inibicdo para determinar atividade enzimatica da SOD (ALFENAS, 2006).

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

guando mantidos durante 15 minutos a exposicéo a luz (9W).

A analise foi realizada a 25°C e o meio de reacdo foi composto por tampéo fosfato
de potassio 50mM (pH 7,8); metionina 14mM; &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) 0,1uM; NBT 75uM e riboflavina 2uM. Para a determinacdo da atividade da
SOD utilizou-se 20uL de amostra (extrato proteico diluido 10X) e acrescentou-se
180uL do meio de reacdo, totalizando 200uL. Para o preparo do controle utilizou-se
apenas o meio de reagcdo. A microplaca foi mantida por 15 minutos sob iluminagéo
(9W) em caixa de papelédo forrada com papel aluminio. O branco foi feito da mesma
forma, no entanto ficou sob o abrigo da luz (caixa de papeldo com a luminaria
apagada). As leituras das absorbancias foram realizadas a 560 nm em
espectrofotometro (GE Healthcare - UltrospecTM 7000). Todas as analises foram
realizadas em duas repeticdes técnicas e trés biologicas. A atividade enzimatica foi
considerada como a quantidade de enzima (SOD) necessaria para inibir em 50% a

fotorreducéo do NBT e foi calculada pela reacéo descrita abaixo:
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SOD (Unidade/mL) = [(V/v) - 1] x F / [P] onde:

V - corresponde a taxa de reagdo na auséncia da SOD (absorbancia do tubo

controle);

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

amostra);
F - é o fator de diluicdo (100);
P - corresponde a concentracdo de proteinas totais do extrato bruto.

Uma unidade (U) da SOD corresponde (uL.mL?) e o resultado é expresso em

Unidade de SOD.ug-1 de Proteina.

2.3 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica, usando o teste de Tukey
ao nivel de probabilidade de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Curvas de embebicao em diferentes potenciais osmaoticos

A curva de embebicéo foi utilizada para se obter o padrdo de absorcdo de 4gua dos
dois gendtipos de mamona (‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’ em diferentes potenciais
osmoéticos (0.0 MPa em agua, -0.2, -0.6 e -1.0 MPa em PEG) (figura 1). O padrao de
absorcdo de agua foi utilizado para identificar o padrao trifasico de absorcédo de
agua, analisando-se a atividade de SOD em pontos compreendendo a Fase-l e

Fase-1l do processo de embebicédo e germinagéo das sementes dos dois genotipos.
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Figura 1: Curva de embebicdo de sementes dos
gendtipos ‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU  sob os
potenciais osmoéticos (0.0 MPa em agua, e -0.2, -0.6, e -
1.0 MPa em PEG 8000).
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Os genodtipos ‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’ apresentaram padrdo trifasico
semelhante (embebicdo em agua), onde as sementes do gendtipo ‘BRS
PARAGUACU’ necessitaram absorvem mais &gua para atingir a Fase-lll
(germinacdo) e apresentaram maior variacdo no padrdo de absorcdo de agua. A
Fase-l ocorreu para ambos os genotipos até 24h de embebicao, iniciando-se assim
a Fase-ll que ocorreu até a protusdo radicular (48 e 53h). O genotipo ‘BRS
PARAGUACU’ precisou absorver cerca de 70% agua (53h) do seu peso inicial e o
gendtipo ‘MPA34’ precisou absorver aproximadamente 50% (48h) de agua do seu

peso inicial para alcancar a Fase-Ill.
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A atividade respiratdria € rapidamente iniciada uma vez que a semente comecga a
embeber, onde diversas rotas e ciclos, como o ciclo de Krebs, sdo ativados a partir
de um conteddo de agua ao redor de 20%, seguindo um padrdo similar ao da
absorcdo de agua. A quantidade de trifosfato de adenosina (ATP) em sementes
secas € extremamente baixa, mas aumenta depressa durante a embebicao,
seguindo a atividade respiratéria aerobica que é a principal fonte de ATP antes da
emergéncia da radicula (BEWLEY e BLACK, 1994).

Na Fase-l as primeiras atividades em sementes em embebicdo sdo associadas ao
reparo dos danos acumulados durante a secagem e o periodo de armazenamento
das sementes, como o reparo do DNA e membranas. A formacéo de polissomos a
partir de ribossomos livres também acontece cedo durante a embebicdo, de modo a
criar o maquinario para a traducdo de RNAs mensageiros (MRNAs) em proteinas
(BEWLEYe BLACK, 1994). Ambos os genotipos (‘(MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU)
atingiram 20% de conteudo de agua em apenas 5h de embebicéo.

A Fase-ll é tita por ocorrer a sintese e duplicacdo de DNA, onde também ocorre o
inicio da degradacédo das reservas e o0 alongamento celular. A sintese de DNA, RNA
e proteinas ocorre em um contetdo de agua de aproximadamente 50% (BEWLEY e
BLACK, 1994). A Fase-ll foi considerada para ambos os genétipos como tendo
inicio em 24h, onde o gendtipo ‘MPA34’ absorveu aproximadamente 40% em
conteudo de agua e o genétipo ‘BRS PARAGUACU’ absorveu cerca de 50% de

agua.

A embebic&o em potenciais osméticos (-0.2, -0.6 e -1.0 MPa) demonstrou manter as
sementes de ambos o0s genoétipos na Fase-ll, ndo permitindo que ocorresse a
conclusdo do processo germinativo por meio da protrusdo radicular. Em 24h de
embebicé&o foi alcancado cerca de 20% de absorcdo de agua em todos os potenciais
osmoticos testados, sendo este o conteddo aproximado para se iniciar a atividade
respiratoria. A embebi¢cdo nos potenciais osmoticos no mesmo momento do inicio da
protusdo radicular na embebicdo em agua (‘(MPA34’ em 48h e ‘BRS PARAGUACU’
em 53h) ocorreu entre 20 e 40% de absorcdo de agua, demonstrando que esse

conteudo de 4gua néo é o suficiente para que as sementes atinjam a germinacao.
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As fases de germinacdo em mamona foram descritas por Telles (2013) trabalhando
com o gendtipo EBDA ‘MPA11’. A autora observou a embebicdo através do peso
das sementes e chegou a conclusdo que a Fase-Il para esse genaotipo ocorre entre
24h e 36h onde percebeu uma diminuicdo na absorcdo de agua em 24h indicando o
inicio da Fase-Il e em 38h percebeu um aumento do peso das sementes indicando o

inicio do crescimento do embrido.

A Fase-l e Fase-Il da germinacdo em sementes de mamona de diferentes tamanhos
embebidas em papel umedecido foi descrita por Zuchi (2012). O autor notou que a
rapida absorcdo de agua (Fase-l) ocorreu em média até 28h de embebicdo, onde
inicia-se a Fase-Il que ocorre a ativacdo dos processos metabdlicos requeridos para
o crescimento do embrido, esse padrao foi dito pelo autor ocorrer independente do

tamanho da semente.

A variabilidade fenotipica nos parametros biométricos de sementes de diferentes
variedades e cultivares de mamona assim como a qualidade do lote podem causar
variabilidade nos padroes de embebicdo das sementes (RODRIGUES et al., 2010;
LUZ, 2012).

Os resultados obtidos corroboram com os encontrados por Teles (2013) e Zuchi
(2012), onde a Fase-ll iniciou por volta de 24h e finalizou por volta de 40h. A
diferenca na porcentagem de absorcao de agua entre os dois gendtipos indica que a

variabilidade fenotipica entre suas sementes.

3.2 Atividade de Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade de SOD foi avaliada em tecidos de radiculas e de cotilédones de
sementes de ambos genétipos embebidas nos potenciais osmaéticos de 0.0 MPa em
agua, e -0.2 , -06 e -1.0 MPa em solucdes de PEG 8000) nos tempos de
embebicdo de Oh (semente seca) e de 12h (Fase-l), 24h (inicio da Fase-Il) e 40h
(final da Fase-Il) (Figura2).
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Figura 2: Atividade de SOD (U SOD.upg de
radiculas e cotilédones de
sementes dos gendtipo ‘MPA34’ ‘BRS
PARAGUACU’, embebidas por (12, 24 e 40h),
nos potencias (0.0 MPa em agua, e -0.2, -0.6, -
1.0 MPa em PEG 8000.
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Médias seguidas das mesmas letras nao diferem
significativamente entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel
de 5% de probabilidade. Letras mailsculas e minasculas
foram utilizadas para os genétipos ‘BRS PARAGUACU’ e

‘MPA34’ respectivamente.

A atividade de SOD em

semente

Seca

foi

maior

para 0 genotipo

‘BRS PARAGUACU’. De modo geral, os dois genotipos apresentaram padrdes de

atividade de SOD diferentes em ambos os compartimentos analisados (radicula e

cotilédone)(Figura 2).
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A atividade de SOD em radicula no genotipo ‘MPA34’ apresentou um aumento em
agua (0.0 MPa) a partir de 24h de embebicdo, sendo que na embebicdo sob
restricdo hidrica no pontecial de -0.2 MPa esse aumento foi notado no tempo de
embebicdo de 40h. No potencial osmotico de -0.6 MPa a atividade de SOD néo
sofreu alteragcéo, e no potencial osmotico -1.0 MPa a atividade de SOD aumentou
em 24h de embebicdo seguida de diminuicdo em 40h. J& o genotipo
‘BRS PARAGUACU’ ndo obteve variacdo da atividade de SOD na embebicdo nos
ponteciais de 0.0 e -0.2 MPa no decorrer dos tempos de embebicdo. No potencial
osmatico de -0.6 MPa obteve diminuicdo da atividade de SOD nos trés tempos de
embebicdo em relacdo a semente seca. No potencial osmoético de -1.0 MPa a
atividade de SOD diminuiu em 12 e 24h em relacdo a semente seca (Oh) e

aumentou em 40h de embebicéo.

A atividade de SOD em cotilédones no gendtipo ‘MPA34’ apresentou um aumento
em 12h de embebicdo em relacdo a semente seca e os tempos de 24 e 40h que néao
diferiram entre si na embebicdo em agua. No potencial osmaético de -0.2 MPa a
atividade de SOD aumentou em 12 e 40h de embebicdo em relacdo a semente seca
se 24h de embebicdo. No potencial osmético de -0.6 MPa a atividade de SOD
aumentou apenas em 40h de embebicdo. No potencial osmético de -1.0 MPa a
atividade de SOD aumentou em 12h em relacdo a semente seca (tempo Oh),
mantendo-se em 24h de embebicdo e sofrendo novo aumento em 40h de
embebicdo. A atividade de SOD em cotilédones no gendtipo ‘BRS PARAGUACU’
aumentou em 24 e 40h de embebicdo em agua em relacdo a semente seca. No
potencial osmético de -0.2 MPa atividade de SOD néo sofreu alteracdo. No potencial
-0.6 MPa a atividade de SOD diminuiu em 12h em relacdo a semente seca (tempo
Oh), aumentou em 24h sendo superior a atividade em semente seca (tempo 0Oh) e
12h e diminuiu em 40h. No potencial osmatico de -1.0 MPa ndo ocorreu um aumento
da atividade de SOD em 12h em relagdo a semente seca (tempo Oh), diminuiu em
24h e aumentou em 40h de embebicéo.

A atividade de SOD relatada em sementes de Lupinus Luteus L. (Fabaceae)
demonstrou aumento nos eixos embrionarios até a emergéncia da radicula,
engquanto que nos cotilédones a atividade permaneceu constante (GARNCZARSKA

e WOJTYLA, 2008). Segundo esses autores, 0 aumento da atividade de SOD pode
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ter sido estimulado pelo aumento da formacdo do ion superéxido ao longo da
embebicéo.

Avaliando a atividade de SOD em cotiledones de sementes de Amburana cearensis
(Fabaceae) submetidas a embebicdo em agua (0,0 MPa) e em PEG a -1.2 e -1.4
MPa , foi notado menor atividade quando sob restricdo hidrica a -1.0 e -1.4 MPa.
Além disso, verificou-se diferencas entre os dois tratamentos de indugéo ao estresse
hidrico. A atividade enzimatica diminuiu em 72 e 96h quando do uso de PEG a -1.4
MPa enquanto que, o potencial de -1.2 MPa, a atividade enzimatica aumentou em
96h (PEREIRA, 2014).

Foi notado em raizes e cotilédones de Stephanomeria virgata (Asteraceae) que
apesar das alteracdes observadas na atividade das isoenzimas de SOD, o aumento
de atividade de uma isoforma parece ser compensado pela diminuicdo da atividade
de outra isoforma, resultando em atividade total da SOD similar para os tratamentos
controle e NO (ZERLIN, 2015). Em Bruguiera parviflora (Rhizophoraceae), foi notado
gue os aumentos significativos na atividade das isoenzimas da SOD, associados
com outros mecanismos de defesa, induziram a protecdo oxidativa e se
correlacionaram com a subsequente tolerancia dessa espécie a salinidade (PARIDA
et al, 2005).

A maior atividade de superoxido dismutase € descrita por estar associada a melhor
tolerancia das plantas ao estresse abiotico, nesse trabalho foi observado que o
genotipo ‘BRS PARAGUACU’ mostrou ter a atividade de SOD mais alta em semente
seca que o gendtipo ‘MPA34’, mantendo essa atividade estavel durante os tempos
de embebicdo e potenciais osméticos aplicados em radiculas. O que sugere uma
melhor capacidade de manter a atividade da enzima superoxido dismutase intensa e
constante. O que pode estar relacionado aos efeito de priming observado para o
genodtipo ‘BRS PARAGUAGCU’ demonstrando responder de forma positiva a ao
osmocondicionamento. A atividade de SOD variou dentre os dois genoétipos de
Ricinus communis L., 0 que pode ser explicado pela grande variabilidade fenotipica

e genética observada.
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4. CONCLUSAO

A embebicdo das sementes dos gendtipos ‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’
obedeceram ao padrdo trifasico, porém demonstrando diferencas entre o0s
gendtipos, sendo que as sementes de ‘BRS PARAGUACU’ requerem maior
absorcdo de agua para atingir a germinacdo. Sendo que as sementes ‘BRS
PARAGUACU’ demonstraram maior atividade de SOD em semente seca e melhor
capacidade em manter a atividade superior durante a embebicdo em agua, assim
como sob condi¢Bes de restricao hidrica mais acentuadas. De modo que a atividade
de SOD pode estar relacionada a melhor germinabilidade adquirida apés o
osmocondicionamento resultante do efeito de priming no gendtipo ‘BRS
PARAGUACU'.
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CONSIDERACOES GERAIS

A variabilidade morfolégica das sementes de mamona é bem descrita na literatura,
onde o comprimento, largura e espessura sao considerados como bons marcadores
morfologicos (MILANI, 2008), sendo que as caracteristicas tamanho e peso das
sementes sdo considerados caracteristicas relavantes na distincdo de melhor

potencial fisiol6gico dentre gendtipos (BRUM et al., 2011).

Na busca por melhor compreensao da relacdo da morfologia entre peso e tamanho
das sementes e o melhor potencial fisiolégico, foi necesséario estabelecer o
agrupamento das sementes utilizando os parametros morfolégicos (comprimento,
largura, espessura e volume) e peso de 100 sementes, os quais foram entédo foi
comparados aos parametros fisiolégicos (QMAX, Usais, TMG, AAC, PPN, TP, MS).
Inicialmente, foi utilizado o teste teste skot knot, o qual possibilitou a distincdo de
seis grupos em fungcdo do comprimento das sementes, nove grupos em funcdo da
largura, oito grupos em funcdo da espessura, € nove grupos a partir da relagao
volume e peso. Para melhor visualizacdo dos grupos pela morfometria e peso das
sementes dos gendtipos, foi preciso utilizar o método de associacdo de Wards, o
qual demonstrou a formacao de trés grupos principais de sementes classificados

em: sementes pequenas, sementes médias e sementes grandes.

Para comparar os parametros morfolégicos e peso com os parametros fisiolégicos
foi necessario utilizar a anélise de componentes principais (ACP) para unificar os
parametros. Foi observado nessa andlise uma forte relacdo entre os parametros
morfométricos e peso analisados, sendo possivel reduzir os parametros analisados

a um valor (componente 1), o qual deteve 96,1% de toda a variacdo dos resultados.

Uma vez classificada as sementes dos 19 genotipos em trés grupos principais, foi
possivel verificar que os gendtipos com sementes médias apresentaram melhores
resultados em termos dos parametros de germinabilidade e vigor de plantulas.
Concluindo assim, que o tamanho e peso das sementes contribuem para o melhor

potencial fisiologico.

Foram entdo escolhidos dois genoétipos contrastantes em termos de vigor, sendo

‘MPA34’ (maior vigor) pertencente ao grupo de sementes médias e ‘BRS
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PARAGUAGCU’ (menor vigor) pertencente ao grupo de sementes grandes. Ambos
apresentaram alta pocentagem de germinacdo, porém foram distintos quanto ao
vigor de sementes e plantulas demonstrado pela diferencas quanto a uniformidade
(Usais), tempo meédio de germinacdo (TMG), area abaixo da curva (AAC), e

porcentagem de plantulas normais (PPN).

Os genotipos ‘MPA34’ (maior vigor) e ‘BRS PARAGUACU’ (menor vigor) foram
submetidos ao osmocondicionamento diferentes niveis de restricdo hidrica (0,0 em
agua, e de -0.1 a -1,0 MPa) por sete dias e posterior reidratacdo, quando entdo
foram avaliados os parametros fisioldgicos (QMAX, Usais, TMG, AAC, PPN, TP, MS).
Sequencialmente foi realizada curvas de embebicdo em potenciais osmaticos e foi
estudado a atividade de superdxido dismutase durante a embebicdo em potenciais
osmoticos. Os resultados foram submetidos a andlise de regressao linear e foram

considerados resultados significativos resultados de P menor que 5%.

O gendtipo ‘MPA34’ (maior vigor) apresentou a tendéncia a perder a uniformidade
(Usaie) com a diminuicdo do potencial osmotico, nos parametros (QMAX, TMG, AAC,
PPN, TP e MS) ndo apresentou padrao de regressao linear significativo. O genaétipo
‘BRS PARAGUACU’ (menor vigor) apdés o osmocondicionamento apresentou
melhores resultados da germinacdo (gMAX), uniformidade (Usa16), porcentagem de
plantulas normais (PPN) e massa seca (MS), demonstrando uma resposta positiva

com a diminui¢do do potencial osmatico (-1,0 MPa).

A atividade de enzimas antioxidantes geralmente esta associada a melhor
capacidade das plantas em tolerar a estresses abioticos. A superoxido dismutase
(SOD) é a primeira enzima na linha de defesa contra estresse oxidativo, sendo
responsavel por dismutar o radical superéxido a peréxido de hidrogénio, considerada
como mentora da tolerancia de plantas a estresse abiético (GILL, S. S et al., 2015).
Buscando-se relacionar a resposta bioquimica da atividade de SOD aos parametros
fisiologicos resultantes do processo de embebicdo e germinacgdo, realizou-se a
determinacdo da curva de embebicdo de sementes dos gendtipos contrastantes
‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’ sob diferentes potenciais osmaticos (0.0, -0.2, -0.6, -
1.0 MPa). Os gendtipos apresentaram perfis de embebicéo trifasico, germinando ao
atingirem a Fase-lll em &gua (0,0 MPa), ap6s 48 e 53h de embebicao,

respetivamente. Enquanto que as sementes ndao germinaram apoés sete dias sob
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osmocondicionamento (-0.2, -0.6, -1.0 MPa), mantendo-se na Fase-ll em todos os
potenciais osmaticos de restricdo hidrica testados.

Para estudo da atividade de superoxido dismutase foram escolhidos trés pontos
durante a embebicdo das sementes em potenciais osmaéticos 0,0 -0.2, -0.6, -1.0
MPa), escolhidos através da embebicédo das sementes em agua (potencial 0,0 MPa),
a atividade de superoéxido dismutase foi realizada em dois compartimentos (radiculas
e cotilédones) em semente seca (0h), 12h (Fase-l), em 24h (inicio da Fase-Il) e 40h
(final da Fase-Il) para os dois gendtipos. As fases de germinagdo em mamona foram
descritas por Telles (2013) e Zuchi (2012). Chegaram a conclusao que a Fase-ll
inicia-se em torno de 24h e 28h respectivamente, o que corrobora com os resultados

encontrados para embebicdo em agua (0,0 MPa).

A superexpressao de isoformas de SOD foi capaz de aumentar a tolerancia a
estresse de seca em arroz (WANG et al., 2005), em trigo foi demonstrado que
genotipos possuem respostas distintas ao estresse hidrico estudando enzimas
antioxidantes (SOD, POD e CAT)(SHAO et al., 2005). Foi observado no presente
estudo que o gendtipo ‘BRS PARAGUACU’ apresentou atividade de SOD mais
elevada em semente seca que no gendtipo ‘MPA34’, sendo capaz de manter a
atividade em niveis elvados e relativamente estaveis durante todos os periodos de
embebicdo e sob todos os potenciais osmoticos testados. E importante ressaltar que
a porcentagem de agua absorvida na embebicdo em agua (potencial nulo) é superior
a porcentagem de absorcdo de agua nos potenciais de restricdo hidrica nos tempos
(12, 24 e 40h), o que reforca a capacidade do gendtipo ‘BRS PARAGUACU’ em
manter a atividade de superéxido dismutase intensa e constante nas radiculas
embrionarias mesmo nos potenciais de restricdo hidrica onde a menor absorcéo de

agua limita a ativagdo de eventos metabdlicos.

A melhor capacidade de manter a atividade da SOD parece relacionar com 0s
melhores resultados fisiologicos em termos dos parametros de germinabilidade e
vigor de plantulas do genétipo ‘BRS PARAGUACU’, demonstrando que a SOD pode
constituir uma enzima importante para melhor tolerédncia a restricdo hidrica em

mamona.
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O estresse por déficit hidrico em plantas é descrito por levar o aumento de radicais
livres e como consequéncia 0 estresse oxidativo. A restricdo hidrica afeta a
porcentagem de absorcdo de agua das sementes, onde os perfis de metabdlitos
podem ser afetados em multiplos niveis, através de diversos mecanismos. Um efeito
direto sobre os perfis de metabolitos € através da producdo e compostos oxidados
atraves das reacdes quimica de metabdlitos com ERO. Mesmo nos casos em que as
enzimas ou metabolitos envolvidos em uma determinada via ndo séo afetados
diretamente pelo aumento de ERO, a atividade da via pode ser modificada atravées
de reguladores resposivos por ERO, tais como fatores de transcricdo dependentes
de redox. (M@LLER et al, 2007; FARMER E MUELLER, 2013).

Um segundo efeito é através de reacBes da ERO com enzimas de formas que ou
inibem a catalise (por exemplo, a enzima respiratéria, aconitase) ou que apos a
traducdo modifica a atividade ou a estabilidade da proteina através de processos
tais como carbonilacdo ou oxidagéo de tiol (HOLTGREFE et al., 2008; ZAFFAGNINI
et al., 2012). outra rota € através de ajustes metabodlicos que ndo necessariamente
envolvem direta oxidacdo de enzimas, mas que resultam do aumento do
envolvimento de ERO-dependente nas vias de geracdo de agente redutor para
apoiar o aumento do metabolismo de ROS (NOCTOR, 2006; VALDERRAMA et al.,
2006). Essas sdo algumas das varias maneiras através das quais as ERO podem
afetar o metabolismo. DIZENGREMEL et al.,, 2009). Todos estes tipos de
mecanismos, agindo isoladamente ou em interacdo, podem conduzir a efeitos
secundarios como niveis alterados de metabdlitos, modificar a atividade das
enzimas através da transcricAo ou mecanismos poés-traducional que ativam

sinalizacao, defesa, ou vias de aclimacgéo. (G. NOCTOR et al., 2015).

A germinacdo e estabelecimento de plantulas sdo considerados etapas criticas no
crescimento da planta, onde a restricdo hidrica implica na diminuicdo da producéo,
por modificar vias metabdlicas e transcricio de genes e como consequéncia,
levando a perda do vigor. Gendétipos de mamona possuem capacidades distintas
para tolerar o estresse hidrico, demonstrado pelos resultados dos genoétipos
(‘MPA34’ e ‘BRS PARAGUACU’) onde o defesa antixiodante enzimatica
demonstrada pela enzima superoxido dismutase demonstra estar relacionada a
melhor tolerancia a estresse hidrico e exercendo grande importancia contra o

estresse oxidativo.
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ANEXOS

CAPITULO II: Efeito do osmocondicionamento na germinacdo e vigor de

sementes de mamona (Ricinus communis L.)

ANEXO I: Andlise de variancia: Regressao linear aplicada aos parametros de
germinacdo e vigor de plantulas (gMAX, U8416, TMG, AAC, PPN, TP e MS) de
sementes dos genétipos “MPA34” e “BRS PARAGUACU” osmocondicionadas
em potenciais osméticos de 0,0 MPa a -1,0 MPa em polietilenoglicol (PEG) e

posterior reidratacdo em agua.

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA PARA GERMINAGCAO — GENOTIPO ‘‘BRS PARAGUAGU’’

Variavel analisada: Germinagdo (Gmax)

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
POTENCIAIS 6 158.857143 26.476190 5.346 0.0017
erro 21 104.000000 4.952381

Total corrigido 27 262.857143

Cv (%) = 2.28

Média geral: 97.4285714 Nimero de observacdes: 28

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
POTENCIAIS 6 371.246636 61.874439 3.304 0.0189
erro 21 393.276975 18.727475

Total corrigido 27 764.523611

CVv (%) = 31.80

Média geral: 13.6082143 NUimero de observacdes: 28

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
potsnciats 6 384.574793  64.095799  4.533 0.0043
erro 21 296.904250 14.138298

Total corrigido 21 esi.ave0az
o o= 8.5

Média geral: 42.4764286 Nimero de observacdes: 28



Variavel analisada:

erro

CV (%) =
Média geral:
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Area abaixo da curva (AAC)

GL SQ oM Fc Pr>Fc
6 462.779871 77.129979 8.327 0.0001
21 194.515225 9.262630
27 657.295096
5.53
55.0146429 Numero de observacdes: 28

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA PARA PLANTULAS - GENOTIPO ‘‘BRS PARAGUAGU'’

Variavel analisada:

erro

CV (%) =
Média geral:

erro

CV (%) =
Média geral:

erro

CV (%) =
Média geral:

Porcentagem de plantulas Normais (PPN)

GL SQ oM Fc Pr>Fc
6 2635.428571 439.238095 8.478 0.0001
21 1088.000000 51.809524
27 3723.428571
8.26
87.1428571 Numero de observacdes: 28

GL SQ oM Fc Pr>Fc
6 0.031294 0.005216 10.638 0.0000

21 0.010296 0.000490

27 0.041591

10.61

0.2086071 Numero de observacgdes: 28

GL SQ oM Fc Pr>Fc
6 4.049171 0.674862 8.090 0.0001
21 1.751800 0.083419
27 5.800971
7.68
3.7628571 Numero de observacdes: 28

FV GL sQ oM Fc Pr>Fc
POTENCIAIS 6 39.928571 6.654762 0.566 0.7523
erro 21 246.750000 11.750000

Total corrigido 27 286.678571

CVv (%) = 3.59

Média geral: 95.3928571 Nimero de observacgdes: 28
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FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
POTENCIAIS 6 538.467700 89.744617 4.027 0.0077
erro 21 467.992900 22.285376

Total corrigido 27 1006.460600

CV (%) = 37.68

Média geral: 12.5300000 Nuimero de observagdes: 28

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
POTENCIAIS 6 331.803336 55.300556 5.138 0.0022
erro 21 226.043350 10.763969

Total corrigido 27 557.846686

CVv (%) = 8.35

Média geral: 39.3142857 Nimero de observacdes: 28

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
POTENCIAIS 6 194.967771 32.494629 3.702 0.0114
erro 21 184.313325 8.776825

Total corrigido 27 379.281096

CVv (%) = 5.28

Média geral: 56.1546429 Nimero de observacdes: 28

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA PARA PLANTULAS — GENOTIPO ‘‘MPA34’'’

Variavel analisada: Porcentagem plantulas normais (PPN)

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
POTENCIAIS 6 459.428571 76.571429 1.005 0.4482
erro 21 1600.000000 76.190476

Total corrigido 27 2059.428571

CVv (%) = 10.02

Média geral: 87.1428571 Numero de observagdes: 28

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
porenciats 6 0.0217 0.003786  5.604 0.0013
erro 21 0.014188 0.000676

Total corrigido 1 0.0395
o = 1ss

Média geral: 0.2248571 Nimero de observacgdes: 28
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Variavel analisada: Massa seca de pléantulas (MS)

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
POTENCIAIS 6 3.084343 0.514057 3.703 0.0114
erro 21 2.915325 0.138825

Total corrigido 27 5.999668

cV (%) = 9.34

Média geral: 3.9889286 Nuimero de observagdes: 28

CAPITULO 3: Atividade de superoxido dismutase em sementes de (Ricinus

communis L.) sob déficit hidrico

Anexo 2: Andlise de variancia da atividade de superoxido dismutase em funcéo
dos fatores (Gendtipo, tempo, potencial osmético e compartimento).

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA DA ATIVIDADE DE SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
GENOTIPOS 1 28.408705 28.408705 6.972 0.0097
TEMPO 3 145.979545 48.659848 11.942 0.0000
POTENCIAL 4 65.220126 16.305032 4.001 0.0049
COMPARTIME 1 799.475625 799.475625 196.199 0.0000
GENOTIPOS*TEMPO 3 66.318738 22.106246 5.425 0.0017
GENOTIPOS*POTENCIAL 4 170.957967 42.739492 10.489 0.0000
GENOTIPOS*COMPARTIME 1 9.961316 9.961316 2.445 0.1214
TEMPO*POTENCIAL 5 79.984387 15.996877 3.926 0.0029
TEMPO*COMPARTIME 3 32.321688 10.773896 2.644 0.0538
POTENCIAL*COMPARTIME 4 124.456885 31.114221 7.636 0.0000
GENOTIPOS*TEMPO*POTE 5 263.153626 52.630725 12.916 0.0000
GENOTIPOS*TEMPO*COMP 3 53.863109 17.954370 4.406 0.0061
GENOTIPOS*POTENCIAL* 4 204.063195 51.015799 12.520 0.0000
TEMPO*POTENCIAL*COMP 5 146.531440 29.306288 7.192 0.0000
GENOTIPOS*TEMPO*POTE 5 302.599595 60.519919 14.852 0.0000
erro 92 374.883383 4.074819

Total corrigido 143 2868.179331

CVv (%) = 20.51

Média geral: 9.8431944 Numero de observacdes: 144



