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Ricinus communis L., ou mamona, é uma planta oleaginosa nativa da
Africa tropical e cultivada em regies temperadas, tropicais e subtropi-
cais, disseminada por quase todo o mundo, devido & capacidade de cres-
cer em ambientes onde hd poucas alternativas agricolas, sendo cultivada
de Norte a Sul do Brasil. E de grande importancia socioecondmica para
a regi@o semidrida brasileira, onde seu cultivo serve como alternativa de
trabalho e renda, principalmente para o pequeno agricultor, pela apli-
cabilidade do 6leo de ricino, extraido de suas sementes. O livro Ricinus
communis L.: sementes, envelhecimento e estresse oxidativo é fruto de
pesquisas envolvendo projetos de mestrado e doutorado desenvolvidos
no Laboratério de Bioquimica, Biotecnologia e Bioprodutos (LBBB/ICS/
UFBA). Possui informacgdes atuais, com uma linguagem clara e diddtica
sobre esta planta e aborda sobre a caracterizagdo da espécie; cultivo,
producéo e importéincia socioecondmica no Brasil, éleo de ricino e
aplicabilidades; envelhecimento natural e artificial de sementes; meta-
bolismo e estresse oxidativo; antioxidantes ndo enzimdticos e enzimas
antioxidantes, biomarcadores de qualidade e do envelhecimento de
sementes; técnicas utilizadas para andlises bioquimicas, fisiolégicas e
moleculares de espécies vegetais.
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Prefécio

O livro Ricinus communis L.: sementes, envelhecimento e estresse
oxidativo trata-se de uma compilagao de publica¢des cientificas com foco
nos mais diversos mecanismos bioldgicos, fisiolégicos e moleculares
envolvidos em processos; estudados, mas nunca esgotados, principal-
mente em sementes de culturas agricolas como a mamona.

O envelhecimento (de sementes) é um processo gradativo e
inexoravel, no entanto, a ciéncia tem contribuido sobre maneira para
o entendimento de todos os eventos envolvidos neste processo. Para a
maioria das culturas agricolas, este conhecimento encontra-se disperso e
facetado em diferentes publicacdes, o que, na maioria das vezes, dificulta
o entendimento e o objetivo maior do conhecimento, que é o de ampliar
os horizontes para os mais diversos temas cientificos, principalmente
aqueles que envolvem a produgio de sementes.

Neste livro, as autoras trazem a luz e reinem conhecimentos
sobre qualidade de sementes, os estresses oxidativos aos quais estas
estdo sujeitas e mecanismos de desintoxica¢ao, bem como metabdlitos
e enzimas diretamente envolvidas nos processos, que vao desde a for-
magao até o seu desligamento da planta-mae. E, finalmente, exploram
o armazenamento e as condi¢des ambientais que podem contribuir para
o inevitavel estresse oxidativo, o envelhecimento de sementes.

O leitor e a leitora poderdo acessar, neste livro, conhecimento atual
e apresentado de forma clara e com detalhamento e rigor cientifico, que
é reflexo da dedicacao e formagao das autoras, que ao longo de 20 anos
tém dedicado estudos para a espécie. A leitura permite uma reflexao da
necessidade de novas pesquisas voltadas para superagio e mitigagao de
processos deteriorativos em sementes.

O conhecimento apresentado tem como apice a apresentac¢ao de
moléculas e metabdlitos que poderdo ser estudados como indicadores
de processos deteriorativos, ndo sé em Ricinus, mas nos mais diversos
géneros de plantas.

E um livro para ser lido e revisitado no dia a dia da pesquisa.
Bom estudo!

Renata Silva Mann






Apresentac¢ao

Esta obra, sobre “Ricinus communis L.: sementes, envelhecimento
e estresse oxidativo”, foi concebido com o objetivo de apresentar um
conteddo de qualidade versando sobre as sementes de R. communis
(mamona) em carater cientifico e acessivel para interessados nesta
cultura e aos diversos integrantes da cadeia produtiva do agronegécio
de mamona, bem como institui¢des de ensino, pesquisa e extensao.
Pretende-se reunir neste livro informagdes atualizadas, considerando
o crescimento da produg¢ao nacional dessa oleaginosa, na maioria das
vezes, Na0 acessiveis aos usuarios.

Este livro foi resultado de pesquisas realizadas durante o mes-
trado e doutorado pelo Programa Multicéntrico de P6s-Graduagiao em
Bioquimica e Biologia Molecular (PMBgBM). Docentes, discentes e
pesquisadores que contribuiram para a constru¢ao desta obra atuam ou
atuaram na Universidade Federal da Bahia (UFBA) e na Universidade
de Wageningen, Holanda.

Ricinus communis L., pertencente a familia das Euphorbiaceaa, es-
pécie de grande importancia econémica devido as diferentes aplicacdes
industriais do 6leo de ricino extraido de suas sementes. Além de ser
uma espécie cultivada em todo o Brasil, destaca-se devido a sua produ-
tividade no semidrido nordestino, por causa da viabilidade de produgao
em locais com baixos indices pluviométricos. E, por ser uma espécie
de impacto socioecondmico, principalmente em regides semidridas que
apresentam caracteristicas peculiares, gera empregos com fixacao de
mao de obra, produgao de matéria-prima para a ricinoquimica, entre
outras aplicacdes, além de promover qualidade de vida para pequenos
agricultores, favorecendo o desenvolvimento da agricultura familiar.

Esta é uma espécie antiga no Brasil, que foi trazida na época da
colonizagao pelos portugueses, devido ao grande interesse em seu 6leo
para ser usado nas lamparinas, entretanto ainda ha muito a se investigar.
Problemas relacionados com a identificagao da qualidade das sementes,
a fim de se evitar gastos com o cultivo, além da defini¢dao de cultivares
mais adequadas as condi¢des de plantio do semidrido nordestino sdo



discutidos. Sao abordados temas como qualidade das sementes, envelhe-
cimento, estresse oxidativo e marcadores de qualidade para a avaliagao
do uso potencial das sementes. Além disso, a fisiologia, a bioquimica e
os aspectos moleculares de sementes e plantas sao descritas ao longo
de diferentes capitulos.

Os temas selecionados e sistematizados nesta obra, juntamente
com os aspectos agrondmicos de R. communis, sao foco de muitos tra-
balhos cientificos em resposta as demandas em pesquisa. Ademais,
atrelados as novas tecnologias, vém possibilitando a amplia¢ao do co-
nhecimento dessa cultura em diferentes dreas e avangos significativos
no estudo das sementes da espécie e seu uso. Por fim, este livro apre-
senta uma abordagem multidisciplinar sobre os avangos cientificos no
estudo de temas que servem de base para futuros estudos de sementes
de R. communis, mas também para outras espécies vegetais multiusos e
adaptadas a regides submetidas a diferentes tipos de estresses abidticos.

Boa leitural

As organizadoras
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Ricinus communis L. e sua
importancia socioeconomica

Thamires Soares Ricardo Jesus, Patricia Campos Santos,
Renato Delmondez de Castro, Henk Hilhorst, Wilco Ligterink e
Luzimar Gonzaga Fernandez

Origem da espécie, caracteristicas e
cultivo

Ricinus communis Liné, oleaginosa pertencente a familia
Euphorbiaceae, conhecida como mamona, teve sua origem apontada
entre a Africa e Asia, e atualmente est4 difundida e bem adaptada em
regides temperadas, subtropicais e tropicais (POLITO et al., 2019; SINGH
et al., 2018, 2015). E cultivada atualmente em mais de quinze paises,
tais como Brasil, India e China (ALLAN et al., 2008; MORAES et al.,
2015). Segundo os dados da Food and Agriculture Organization of the
United Nations (2020), os maiores produtores em tonelada no mundo
sdo: India, Benin, Bangladesh, Ira, Marrocos, Togo, Mogambique, Cabo
Verde, China, Filipinas e Brasil, sendo a India responsavel por mais de
90% das exportagdes de 6leo de mamona (Figura 1).

R. communis é uma planta perene, que apresenta grande variabi-
lidade genética. Suas folhas e seus caules podem variar em coloragiao
de verde de diversas tonalidades ou avermelhada, lobadas de formas
e de tamanhos variados. O fruto pode possuir espinhos ou ser liso. A
semente carunculada, varia em formato, tamanho, peso e coloragao. E
observada também variabilidade na altura das plantas, no teor de 6leo,
na tolerancia a pragas, doencas e estresse ambiental (AMARAL, 2003;
FIGUEIREDO NETO et al., 2004; SILVA et al., 2012) Além disso, apre-
senta autopoliniza¢ao ou polinizagio cruzada pelo vento e tolerancia
a baixa pluviometria. No entanto tanto a auséncia como o excesso de
chuvas no periodo da floragao podem diminuir a produtividade da planta
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e comprometer a formacio de frutos (MORAES et al., 2015; SOUZA
et al., 2007).

Figura 1 - Produgdo de R. communis no mundo

Producado de R. communis (2017)
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Fonte: Food and Agriculture Organization of the United Nations (2020).

As caracteristicas dessa espécie permitem que a cultura seja econo-
micamente vidvel em ambientes semidridos, onde ha escassez de dgua.
No Brasil, R. communis, além de ser de grande importancia econémica,
apresenta relevancia social no semidrido nordestino devido a suas ca-
racteristicas, principalmente por ser relativamente bem adaptada em
condi¢Oes de baixa precipitagao pluviométrica, apresentar baixo custo
de produgao, facil manejo e um bom mercado consumidor. Também
pode ser consorciada com outras culturas, tornando-se uma excelente
opc¢ido para a agricultura familiar dessa regido brasileira (BELTRAO et
al., 2003; CESAR; BATALHA, 2010; VASCONCELLOS, 2012), prin-
cipalmente pela necessidade de matéria-prima para a industria rici-
noquimica (CHECHETTO et al., 2010). Assim, a cultura da mamona
tornou-se propicia para a inclusao do pequeno agricultor, principalmente
no Nordeste brasileiro, no arranjo produtivo para atender a demanda
industrial (CHECHETTO; SIQUEIRA; GAMERO, 2010; QUEIROGA;
SANTOS; QUEIROGA, 2011).
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Oleo de ricino e aplicabilidades

A vasta producao de R. communis estd relacionada diretamente
ao seu Oleo, que ndo é apenas um recurso natural barato e ecoldgico,
é também um destaque econémico devido a diversidade em aplica¢des
industriais, sendo utilizado como insumo na fabricacao de tintas e
vernizes, lubrificantes para aeronaves, fluidos hidraulicos, plésticos,
vidro a prova de balas, entre outras aplicacdes (HAJRAH et al., 2019;
OGUNNIYI, 2006; SUJATHA; REDDY; MAHASI, 2008). Comumente
usado também como aditivo em alimentos, na produ¢iao de medicamen-
tos, proteses 6sseas, produtos para a pele, cosméticos, laxante e como
lubrificante industrial (KIM et al., 2015; OGUNNIYI, 2006).

O Oleo obtido pelas sementes é um liquido espesso, viscoso,
com varia¢ao de cheiro, sabor e na coloracio (incolor ao amarelo es-
curo), exibindo principalmente o dleo de ricino. Estes indices fisicos
e quimicos que caracterizam o 6leo variam de acordo com o cultivar,
a localizagao, o plantio, entre outros(HAO et al., 2020; MESSETTI et
al., 2010; MISHRA; PATEL, 2020; RAMAIAH et al., 2020; RIOS et
al., 2019; SCHNEIDER et al., 2007) O 4leo de ricino é constituido
de triglicerideo rico em 84.2-94.9% de acido ricinoleico (12-hidroxi-
-cis-9-octadecendico), e o restante é composto pelos acidos linoleico
(4,1 -4,7%), oleico (2,2 - 3,3%), estearico (0,7 — 1%) e menos de 1%
do acido linolénico (MUTLU; MEIER, 2010; PATEL et al., 2016).

O acido ricinoleico (C18:1—10H) apresenta, na sua constitui¢ao,
insaturacio entre os carbonos 9 e 10, e a presenca de hidroxila, tornando-
-o um poliol natural (Figura 2), que confere propriedades incomuns
ao Oleo de mamona, como alta estabilidade, viscosidade elevada, alta
densidade e solubilidade em alcool, o que fornece estabilidade oxidati-
va ao 6leo, impedindo a formagio de peréxidos ARMENDARIZ et al.,
2015; MESSETTI et al., 2010; RIBEIRO et al., 2015; SALIMON et al.,
2010; SOUZA et al., 2010). Sua composi¢ao também detém proprie-
dades tinicas, como alto valor calorifico, nimero de cetanos elevados,
com baixo teor de fésforo e residuos de carbono (ARMENDARIZ et
al., 2015; RIBEIRO et al., 2015).
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Figura 2 - Estrutura quimica do 4cido ricinoleico

o

HO N

o]

A composic¢ao do éleo de ricino e localizagdo funcional da hidro-
xila do acido ricinoleico e seus derivados favorece a realiza¢ao de varias
reagdes quimicas, incluindo halogenagao, desidratagdo, alcoxilagdo,
esterificagio e sulfatacio, que permitem que este possa ser submetido a
diversos processos quimicos para a obteng¢io de subprodutos utilizados
em aplicagbes industriais nas areas farmacéutica, cosmética, de lubri-
ficantes, polimeros e ricinoquimica (BAFOR et al., 1991; BALDONI et
al., 2011; MESSETTI et al., 2010; PATEL et al., 2016).

A composicao dos acidos graxos, que constituem os triacilglice-
rois, é uma das caracteristicas mais importantes reconhecidas para a
boa qualidade dos 6leos das culturas oleaginosas, pois os 6leos vegetais
sdo importantes para aplicagdo nutricional, industrial e farmacéutica.
Seu emprego é determinado pela composi¢ao dos acidos graxos, que
é bastante variavel dependendo da espécie vegetal ou até mesmo da
variedade. Os 4cidos graxos mais abundantes comumente encontrados
em sementes oleaginosas sdo o dcido palmitico (C16:0), acido ested-
rico (C18:0), acido oleico (C18:1) e 4cido linoleico (C18:2). Segundo
Salimon e demais autores (2010), o 6leo de mamona do gendtipo da
Malasia é constituido por: acido linoleico (7,3%), acido oleico (5,5%),
acido palmitico (1,3%), 4cido estedrico (1,2%) e 4cido linolénico (0,5%),
diferindo dos valores encontrados em genétipos do Brasil e da India. O
teor de acidos graxos insaturados foi de 97,5% da composic¢ao total de
acidos graxos, conforme apresentado na Tabela 1 (ALENCAR, 2014;
SALIMON et al., 2010).
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Tabela 1 - Composi¢ao do 6leo de genétipos de Ricinus communis produzidos na Malésia,
no Brasil e na India

Acidos graxos

Malésia Brasil India
Palmitico; C16:0 1.3 0.7 -
Estearico; C18:0 1.2 0.9 1.0
Oleico; C18:1 o 9c¢ 55 2.8 -
Linoleico; C18:2 w6 7.3 4.4 4.3
Linolénico; C18:3 w3 0.5 0.2 -
Ricinoleico; C18:10 OH 84.2 90.2 94.0
Acidos graxos saturados (AGS) 2.5 1.6 1.0
Acidos graxos insaturados (AGPI) 97.5 97.6 98.3

Fonte: Salimon e demais autores (2010).

Apesar da grande aplicabilidade do 6leo de ricino, a planta R. com-
munis apresenta alta toxidade devido a presenca de ricina, uma proteina
pertencente a familia das proteinas inativadoras de ribossomos (PIR)
encontrada exclusivamente no endosperma de sementes de mamona,
de ricinina, um alcaloide neurotéxico, e da albumina 2S, uma protei-
na alergénica (AUDI et al., 2005; CONCEICAO, 2017; SINGH et al.,
2018). No entanto, o 6leo de ricino nao apresenta toxidade, porque os
componentes téxicos nao sao extraidos juntamente com o éleo duran-
te o processo, permanecem no restante do material (torta) (SINGH;
PAROHA; MISHRA, 2017).

Producéo de R. communis no Brasil

A R. communis foi introduzida no Brasil pelos portugueses, devido a
necessidade do uso do 6leo dessa espécie para iluminagao por lamparinas
e para a lubrificagdo de eixos de carroga. O clima tropical facilitou sua
disseminagao e, assim, a mamoneira se desenvolveu espontaneamente
no pais, por se aclimatar facilmente, em especial no Norte e Nordeste
do Brasil. Entretanto a produgao de R. communis nao se resume apenas
a estas regides, com plantacdes em todas as outras regides do pais:
Centro-Oeste, Sul e Sudeste (CANGEMI; SANTOS; CLARO NETO,
2010; FIGUEIREDO NETO et al., 2004).
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As politicas energéticas brasileiras implementadas a partir de
meados da década de 1970, com o objetivo de fomentar o uso dos bio-
combustiveis como fontes de energia limpa e renovavel, representaram
um grande avango no que se refere a inser¢ao, num primeiro momento,
do élcool e, décadas depois, do biodiesel na matriz energética brasileira
(MELO; SILVA; PEREIRA JUNIOR, 2008; ZUCHI et al., 2010).

A produ¢ao de mamona no semiarido brasileiro foi apoiada pelo
mercado energético do Programa Nacional de Produ¢ao e Uso de Biodiesel
(PNPB). Em 2003, o Governo Federal implantou o PNPB com o ob-
jetivo de incluir, a partir do ano de 2006, cerca de 2% do biodiesel no
combustivel diesel mineral, j4 que os valores de viscosidade, densidade,
condutividade térmica e ponto de fluidez do 6leo de mamona foram
maiores que os valores de um lubrificante padrao (PATEL et al, 2016),
além do investimento governamental e da iniciativa privada, que também
incentivou a producao em razdo de sua extraordinaria importancia sob
os pontos de vista econdmico, social e ambiental. O cultivo desta espécie
no semiarido foi escolhido como alternativa na geragao de renda para a
agricultura familiar e a possibilidade da criagdo de empregos nos varios
setores de produgao (BELTRAO et al., 2003; QUEIROGA; SANTOS,
2008; QUEIROGA; SANTOS; QUEIROGA, 2011).

O intuito de inserir o biodiesel na matriz energética brasileira
aconteceu também de forma a atender as politicas internacionais de
redugio de emissao de gases de efeito estufa (GEE). O PNPB teve, den-
tre seus objetivos, a inclusdo da agricultura familiar e da diversificagdo
regional com matérias-primas para a producao do biocombustivel. No
entanto, devido a auséncia de investimentos em tecnologia, da baixa
qualificagdo, entre outros fatores, a capacidade de produgao familiar foi
prejudicada, comprometendo a produg¢io de matéria-prima em grandes
escalas. Fatores como a queda nos precos recebidos pelos produtores
juntamente com a falta de a¢do do governo também foram determi-
nantes para a redu¢do na produg¢io nacional de mamona. (ALVES;
SOBRINHO; CARVALHO, 2004; FERREIRA et al., 2006; FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2020;
SOUZA et al., 2015). Na Figura 3 estd representada a producao brasi-
leira desde 1960 até 2017.
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Figura 3 - Producao em toneladas de Ricinus communis L. no Brasil
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Fonte: Food and Agriculture Organization of the United Nations (2020).

O semidrido brasileiro apresenta altas temperaturas, que variam,
em média, entre 15-45°C, alta umidade relativa que apresenta média
de 50% e abrange o total de 969.589,4 km?, ocupando os estados de
Alagoas, Bahia, Ceard, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui,
Rio Grande do Norte e Sergipe (AGENCIA NACIONAL DE AGUAS;
MINISTERIO DA INTEGRACAO, 2014; ARAUJO, 2011; MOURA et
al., 2005). Para o semiarido nordestino, a cultura da R. communis possui
grande importancia para a economia, por ser uma cultura alternativa
de reconhecida tolerancia a seca, como fator fixador de mao de obra,
gerador de empregos e matéria-prima, cultivada por pequenos e médios
produtores, sendo essencial ao progresso da regido (FIGUEIREDO
NETO et al., 2004), além de ser uma cultura que pode ser cultivada em
consorcio com culturas alimenticias e de facil manejo.

Ha no Brasil basicamente dois sistemas de cultivo de mamona:
o tradicional e o tecnolédgico. No tradicional, a colheita é manual, com
cultivares de porte médio e alto, e, em sistemas de produgao com uso
de tecnologias modernas, é cultivada em grandes areas, com colheita
mecanizada (MORAES et al., 2015; SOUZA et al., 2007). No entanto,
para o pequeno agricultor, predomina o sistema tradicional, com uso
de baixo nivel tecnolégico, consequentemente havendo degeneracao
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generalizada dos materiais cultivados, com predominancia de variedades
locais pouco produtivas, deiscentes, de porte alto, tardias, com baixo
teor de dleo e suscetiveis as principais doengas que ocorrem na regiao
(CHECHETTO; SIQUEIRA; GAMERO, 2010; QUEIROGA et al., 2011).

Cultivares BRS 149 Nordestina e BRS 188
Paraguacu

R. communis é considerada um arbusto silvestre, capaz de crescer
em grande variedade de solos, sendo adequada para se desenvolver
em local com baixa precipitacao pluviométrica, além de vegetar em
quase todos os paises do mundo (FIGUEIREDO NETO et al, 2004;
SEVERINO et al., 2006). Apresenta grande variabilidade genética, suas
folhas podem ser verdes de diversas tonalidades ou avermelhadas, de
formas e tamanhos diversos, a colora¢ao do caule varia, apresenta se-
mentes de diferentes tamanhos e tegumento com multiplas coloracdes
(FIGUEIREDO NETO et al., 2004). Ha varias cultivares de R. communis,
o que pode ser justificado por se tratar de uma espécie politipica, isto é,
subespécies sao geradas em func¢ao de diferencas de origens morfoldgica,
genética e ecolégica (RODRIGUES et al., 2010).

Sao varias as cultivares de R. communis produzidas no Brasil. Para
garantir maior produtividade e maior retorno econémico, tornou-se
necessdrio o uso de tecnologias e desenvolvimento de cultivares com
caracteristicas agrondmicas desejaveis, maior produtividade, porte da
planta, resisténcia climdtica, ajustando o cultivar ao ambiente de cultivo
(AMARAL, 2003; SILVA et al., 2012) No entanto a maior dificuldade
racional da explora¢gdo de mamona no semidrido se deve a baixa dispo-
nibilidade de sementes de cultivares adaptadas (COSTA et al., 2006;
FIGUEIREDO NETO et al., 2004).

Na Embrapa, foram criadas duas cultivares para o semidrido, am-
bas de porte médio, frutos semi-indeiscentes e sementes grandes, com
teor de 6leo minimo de 47%, sdo elas: BRS 149 Nordestina e BRS 188
Paraguacu. Devido aos aspectos de irregularidade das chuvas na regiao
do semidrido nordestino, a Embrapa recomenda a utilizagdo dessas
cultivares, que sdo de porte médio, pois possuem melhor adaptagao as
condi¢oes do semidrido, por apresentarem um sistema radicular mais
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profundo e desenvolvido, cujas caracteristicas lhes conferem maior
tolerdncia aos efeitos de estiagem (QUEIROGA; SANTOS, 2008). A
cultivar BRS 149 Nordestina (Figura 4) é originaria de sele¢do individual
com testes de progénie na cultivar Baianita. As plantas em condi¢des de
sequeiro no Nordeste tém altura média de 1,90 m, caule de coloragao
verde e ceroso, racemo (cacho) de forma conica e sementes de coloragao
preta, com peso médio de 0,68 g/unidade (BELTRAO et al., 2003). A
floracdo ocorre em torno de 50 dias da emergéncia das plantulas e o
teor de éleo nas sementes é em torno de 49%, sendo o ciclo anual por
volta de 250 dias. Produz, em média, 1.500 kg/ha de sementes (bagas),
tendo cerca de cinco a sete cachos por planta, com tamanho médio de
32 cm com em torno de 37 frutos/cacho (BELTRAO et al., 2003).

Figura 4 - Cultivar BRS 149 Nordestina de Ricinus communis, caracterizada pelo caule
verde e racemo conico. A. racemo cdnico; B. porte médio da cultivar; C. sementes.

Fonte: A. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (2019); B. e C. Acervo préprio.

A cultivar BRS 188 Paraguagu (Figura 5) foi obtida pela sele¢ao
massal na cultivar local sangue-de-boi, sendo em condi¢des ecofisiol6-
gicas, de sequeiro, no Nordeste brasileiro, de porte baixo, com média
de 1,60 m de altura. Apresenta caule de colorag¢ao roxa e ceroso, com
racemo de forma oval, sementes pretas com algumas manchas vermelhas,
com peso médio de 0,71 g/unidade, tendo em média 48% de dleo. Os
frutos e a folha tém coloragdo arroxeada. Produz cerca de 1.500 kg/ha
em condi¢des de sequeiro no Nordeste brasileiro, com componentes
de produ¢ao semelhantes a BRS 149-Nordestina. Ambas, em condi¢oes
de irrigagdo, podem chegar a produtividades acima de 5.000kg/ha de
bagas (BELTRAO et al., 2003).
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Figura 5 - Cultivar BRS 188 Paraguacu de Ricinus communis, caracterizada pelo caule
roxo e racemo oval. A. racemo oval; B. planta de porte médio; C. sementes.

Fonte: A. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (2019); B. e C. Acervo préprio.
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Thamires Soares Ricardo Jesus, Patricia Campos Santos,
Henk Hilhorst, Wilco Ligterink, Renato Delmondez de Castro e
Luzimar Gonzaga Fernandez

Sementes de R. communis

As sementes s3o estruturas vegetais que fazem parte da vida do
homem desde o inicio das civiliza¢gdes e possuem diversas importancias:
podem servir como alimento, na dispersao de plantas superiores e de in-
sumos para a produc¢ao de produtos diversos (CARVALHO; NAKAGAWA,
2000; MARCOS FILHO, 2005). Além disso, a semente ¢é essencial para o
plantio, sendo que a produtividade e a qualidade do produto dependem
primordialmente da qualidade da semente (QUEIROGA et al., 2011).

As sementes da mamoneira sao formadas a partir do évulo da
flor fertilizado, que apresentam grande variabilidade no tamanho, na
forma, nas cores e no peso (Figura 6). Sao compostas por tegumento,
rafe, micrépila, cardncula, endosperma, cotilédone e embriao (BAHIA,
2007; BELTRAO et al., 2001; LUZ, 2012). Além disso, ressalta-se que
a semente de mamona é o principal elemento para a extragdo do 6leo
de ricino.

O tegumento é uma estrutura de prote¢io de origem materna que
envolve e protege o 6vulo, este pode ser externo e interno. O externo é
representado pela casca, dura e quebradica, e o interno é o tégmen, uma
pelicula fina envolvendo o endosperma. Geralmente, esses envoltorios
tornam-se secos e duros, protegendo o embrido das radiacdes solares
que podem causar danos ao material genético, das oscilagdes térmicas e
da a¢ao de organismos decompositores. (BAHIA, 2007; BRASIL, 2009;
LUZ, 2012; RIBEIRO FILHO, 1966).
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Figura 6 - Estruturas das sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu de R. communis
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O rafe é uma cicatriz alongada, acima do hilo, em oposi¢io a
micropila, deixada pelo funiculo nos évulos curvados. A micrépila é
uma pequena abertura presente no tegumento, indica sempre abaixo
a posi¢ao da radicula do embrido, marcada por uma saliéncia no tegu-
mento. A carincula é uma excrescéncia carnosa sobre o tegumento das
sementes e se forma proximo da micrépila (BAHIA, 2007; BELTRAO
et al., 2001; BRASIL, 2009; LUZ, 2012).

O endosperma é um tecido de reserva das sementes rico em
6leo. Este tecido serve para proteger e nutrir o embrido durante a ger-
minagdo e o desenvolvimento da plantula. O cotilédone, primeiro par
de folhas embrionarias, e ndo uma folha verdadeira, pode se tornar o
primeiro érgao fotossintetizante. O embrido estd presente no interior
da semente e dard origem a futura plantula, formada a partir da fecun-
dacao da oosfera, isto é, da fusao dos nucleos dos gametas femininos e
masculinos da planta. Geralmente formado por um eixo mais ou menos
diferenciado (eixo hipocétilo-radicula) e pela insercao dos cotilédones
(BAHIA, 2007; BRASIL, 2009).

O endosperma passa por trés estagios distintos no metabolismo
durante sua existéncia. No desenvolvimento da semente, o metabolismo
do endosperma é primariamente caracterizado pela rapida sintese de
proteina e 6leo (BROWN; CANVIN; ZILKEY, 1970). O passo inicial é a
acumulagio de dleo e da sintese de 4cido oleico a partir da acetil-CoA,
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ocorrendo no proplastideo. A sintese de éleo termina com a desidrata¢ao
e maturagio da semente; no momento da maturagdo, a semente entra
em um estagio de repouso — quando a atividade metabdlica é minima
(BROWN; CANVIN; SILKEY, 1970; EASTMOND; GRAHAM, 2001;
GRAHAM, 2008). Sob condi¢des adequadas, as sementes germinam e,
ap0s dois dias, o metabolismo do endosperma esta agora principalmente
direcionado ao rapido catabolismo das reservas de éleo. Neste proces-
so, as reservas de 6leo sdo convertidas em sacarose, e um componente
importante desse mecanismo ¢ o ciclo do glioxilato, que ocorre no
glioxissomo. O glioxissomo, no entanto, nao persiste, desaparece com
a completa degradagao e absor¢dao do endosperma pelos cotilédones em
rapida expansao (BROW et al., 1970; GRAHAM, 2008).

Desenvolvimento de sementes ortodoxas

E possivel descrever o desenvolvimento de sementes ortodoxas
em trés estagios distintos (Figura 7). A primeira fase da embriogénese
é caracterizada pela formagao de tecidos e partes embriondrias (histo-
diferencia¢do). Esta fase é marcada por uma atividade inicial intensa
de sintese de DNA e abundante rede de citoesqueleto (microtubular
cortical e mitético), resultando na multiplica¢ao celular (CASTRO,
1998; CASTRO; BRADFOD; HILHORST, 2004).

A maturacio é considerada a segunda fase, em que ha um depdsito
de nutrientes e reservas no endosperma e no embriao, acompanhando
as mudancas relacionadas a forma, ao tamanho e ao peso fresco e seco
da semente e do embrido. Esta é caracterizada pela detec¢ao apenas do
citoesqueleto microtubular cortical abundante, o qual, na auséncia de
sintese de DNA e divisdes celulares, leva ao crescimento imediato do
embrido por expansio celular (CASTRO, 1998; CASTRO; BRADFOD;
HILHORST, 2004; VASCONCELOS, 2015). Nesta fase, o embrio
atinge sua forma final, coincidindo com os valores maximos de peso
seco e aquisi¢do da maturidade fisioldgica. A terceira é denominada
como dessecacio, ha reducao gradual no metabolismo da semente e do
embrido, passando para um estado de metabolismo minimo ou estado
quiescente (CASTRO, 1998; CASTRO; BRADFOD; HILHORST, 2004;
VASCONCELOS, 2015).
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Figura 7 - Desenvolvimento e germinacao de sementes.
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Nota: Um esquema geral de eventos associados com as diferentes fases de desenvolvimento,
germinag3o e crescimento pés-germinativo de sementes, incluindo ciclo celular, eventos metabélicos
e de reparo, e periodos em que a semente (embrido) ¢ intolerante ou tolerante a dessecagdo
Fonte: adaptado de Castro, Bradfod e Hilhorst (2004).

Qualidade de sementes e influéncias
externas

Para o agricultor familiar, a qualidade da semente é de fundamental
importancia, pois o elevado vigor e viabilidade das sementes proporcio-
na maior produtividade. A longevidade das sementes é um fator-chave
complexo, de importancia ecoldgica, agronémica, econdmica e cientifica
vital, relacionada a resisténcia das sementes e a uma série de fatores
internos — genéticos, estruturais e fisioldgicos — e externos (BAILLY,
2004; HUANG et al., 2015; KUREK; PLITTA-MICHALAK; RATAJCZAK,
2019; MIRA et al., 2020). As sementes passam por processos de enve-
lhecimento que limitam sua viabilidade e acabam causando danos ao
DNA, acimulo de espécies reativas de oxigénio e peroxidacao lipidica.
Estes, em geral, sdo considerados os maiores contribuidores para a
deterioracao de sementes, sendo capaz de causar perda da propriedade
bésica da semente, ou seja, a capacidade de germinar.

As sementes de mamona sao o principal insumo para a extragao
de 6leo de ricino. Desse modo, saber como garantir a qualidade dessas
sementes é muito importante para uma boa produgio, considerando
fatores intrinsecos e extrinsecos. A qualidade pode ser influenciada por
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varios fatores (internos e externos), que influenciam no desempenho
de determinado lote de sementes e na produc¢io de plantas vigorosas.
Fatores internos como genética, pureza, saude, capacidade de germina-
¢ao, fatores externos como tempo de colheita, processo de manipulagio,
local e época de cultivo, condi¢des de armazenamento, temperatura,
umidade, entre outros sao responsaveis pela manutencao ou perda da
viabilidade e do vigor das sementes (HUANG et al.,, 2015; RAHMAN;
CHO, 2016; MEDEIROS et al., 2020). Outro fator que leva a redu¢ao
da qualidade das sementes é a interrupgao da transferéncia de matéria
seca da planta para as sementes, ocorrendo deterioracio influenciada
pelos fatores ambientais, especialmente aqueles predominantes na fase
final de maturagdo (FIGUEIREDO, 2006; OLIVEIRA, 2012; SINGH;
PAROHA; MISHRA, 2017; VASCONCELOS, 2015).

A manuten¢ao da qualidade das sementes no decorrer do tempo
depende diretamente da longevidade inerente a espécie, da qualidade
inicial do lote e do ambiente de armazenamento. O teor de umidade,
os danos mecanicos, as pesticidas, embalagens, o envelhecimento, a
temperatura e a umidade relativa (UR) do ambiente sio responsaveis
pelo declinio da qualidade de sementes durante o armazenamento
(CARVALHO et al., 2016; DRUMOND et al., 2019; FIGUEIREDO,
2006; QUEIROGA; BELTRAO, 2004; SINGH; PAROHA; MISHRA,
2017; SINGH et al., 2015; TRZECIAK, 2012).

Condicoes adequadas de armazenamento sao importantes para
garantir a qualidade nos aspectos fisicos, fisiolégicos e sanitarios, e
permitem manter a viabilidade da semente por um maior periodo
(DRUMOND et al., 2020; MARCOS-FILHO, 2015b; SINGH; PAROHA;
MISHRA, 2017; SINGH et al., 2015). Condi¢des adequadas de armaze-
namento sao importantes para garantir a qualidade da semente quanto
aos aspectos fisicos, fisioldgicos e sanitarios. Um bom armazenamento
permitird manter a qualidade e a viabilidade da semente por maior
periodo (SINGH et al., 2015).

Altas temperaturas e elevada umidade relativa causam rapida
deterioracao nas sementes, principalmente em oleaginosas, por apre-
sentarem altos teores de lipideos e serem mais susceptiveis a deterio-
racgdo. Isso porque esses fatores levam a alteragdes bioquimicas, tais
como: aumento da atividade hidrolitica, aumento da respiracao, danos a
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membrana celular, peroxidagio lipidica e, consequentemente, a geragao
de subprodutos téxicos, causando redu¢do da viabilidade e do vigor.
Acontecem também altera¢cdes enzimaticas, como degradagao e inati-
vagdo de enzimas importantes para diferentes processos metabdlicos
(ABREU et al., 2013; MARCOS FILHO, 2015; SHARMA et al., 2012;
TRZECIAK, 2012).

A temperatura pode agir de forma diferente na semente: tempe-
ratura 6tima atua de forma favoravel durante o armazenamento e para
as reagoes metabdlicas durante a germinagao. No entanto temperaturas
extremas trazem a¢ao danosa, de forma que a germinagao raramente
ocorre, porque altas temperaturas alteram a estrutura tridimensional
de proteinas, muda a fluidez da membrana e aumenta a producao de
espécies reativas de oxigénio (ERO). Baixas temperaturas inativam
enzimas, geram mudanca de fase da membrana e reduc¢io da taxa me-
tabolica (BEWLEY; BLACK, 1994; CASTRO; BRADFOD; HILHORST,
2004; TOZZI, 2010).

A umidade relativa elevada aumenta a taxa de deterioracao das
sementes, provoca menor integridade do sistema de membranas das
sementes e/ou menor seletividade, permitindo, assim, a entrada de dgua
mais rapidamente nas células e a eleva¢ao da umidade da semente. A
acao de alta umidade relativa e temperatura resulta em maior perda de
constituintes celulares, causada pela perda da integridade das membra-
nas celulares (BINOTTI et al, 2008; SANTOS; MENEZES; VILLELA,
2004) A semente é um material higroscépico, entdo a viabilidade da
semente ird diminuir a depender da alta umidade relativa e temperatura
do ambiente em que as sementes sao armazenadas (JESUS, 2016).

A perda de viabilidade e do vigor devido ao envelhecimento das
sementes representa um grande desafio para o armazenamento, prin-
cipalmente quando envolve armazenamento em bancos de sementes,
visando protecado da variabilidade do material genético. Portanto é preciso
avaliar os mecanismos que regulam o envelhecimento das sementes para
identificar possiveis marcadores bioquimicos, fisiolégicos, moleculares
e genéticos associados a qualidade das sementes e monitorar, de ma-
neira rdpida e confidvel, o grau de envelhecimento e a viabilidade das
sementes durante o armazenamento a curto e longo prazo (BIRTIC et
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al., 2011; CORBINEAU et al., 2002; HU et al., 2012; KRANNER et al.,
2006; NAGEL et al., 2014; WALTERS et al., 1998; YAO et al., 2012).

A umidade relativa e a temperatura sao fatores determinantes
para o armazenamento adequado, segundo Jesus (2016), que estudou
as condi¢cOes de armazenamento de sementes das cultivares Nordestina
e Paraguacu de R. communis. Utilizou quatro diferentes condic¢des: 1.
com a umidade relativa e a temperatura controlada — URTC; 2. com o
controle da umidade relativa - URC; 3. com o controle da temperatura
- TC; 4. com umidade relativa e temperatura do ambiente de labora-
tério — URTAL. Concluiu que as sementes mantidas nas condi¢des
sem controle de umidade relativa apresentam reducao significativa na
qualidade, sofrendo grandes influéncias do ambiente de armazenamen-
to. J4 Santos, Parwata e Jaia (2015), ao armazenar sementes usando
diferentes embalagens (saco plastico de polipropileno, juta e tecido),
verificaram que a viabilidade e o teor de 6leo reduziram durante o periodo
de armazenamento em todas as condi¢des. A melhor embalagem para
estas sementes foi a plastica de polipropileno, pois conseguiu manter
a viabilidade acima de 80%. Isso porque as embalagens de juta e tecido
foram afetadas pela umidade relativa do ambiente, alterando a umidade
da semente e reduzindo a viabilidade. O baixo teor de umidade reduz
a respiragdo e a deterioracdo, melhorando a qualidade das sementes
armazenadas (CHEEMA et al., 2010).

Reativacdo do metabolismo

Em geral, a maioria das variedades de mamona, quando seleciona-
das para o cultivo, apresentam sementes com germinagao desuniforme
e lenta. Dessa forma, as sementes ficam expostas a fatores bidticos e
abidticos. Isso tem sido atribuido a dificuldade na absorcao de agua
pelas sementes devido a espessura e rigidez do tegumento ou a uma
possivel dorméncia (LAGO et al., 1979; MENDES et al., 2009; NOBRE
et al., 2014) Do ponto de vista agrondmico, o ideal seria uma emergéncia
rapida e uniforme, o que é importante, pois plantas bem desenvolvidas
facilitam o manejo durante a colheita e o processamento, permitindo
um reflexo positivo na produtividade da lavoura e no rendimento do
Oleo (MENDES et al., 2009).
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A agua é um dos componentes mais importantes para o processo
de germinagao, sendo responsavel pela hidrata¢ao inicial dos tecidos das
sementes. Em paralelo, ela intensifica a respiragao e todos os proces-
sos metabolitos necessdrios para a digestao e mobiliza¢ao de reservas,
reativagao morfogenética da semente (processos de expansao e divisao
celular), que resultam na retomada do crescimento do eixo embrionario
e na formagao da plantula (BEWLEY; BLACK, 1994; MENDES et al.,
2009; VASCONCELOS, 2015).

Fatores como a temperatura e o potencial fisioldgico das sementes
também podem influenciar o processo de absor¢ao de dgua, temperaturas
mais altas aumentam a taxa de respiragao celular, assim como também
aumentam a velocidade de reagbes metabdlicas. Sementes com poten-
cial fisiologico inferior apresentam deficiéncias no processo de reparo
e/ou protecao ao sistema de membrana durante a fase de embebi¢ao
(ATAiDE et al., 2014; COSTA; HUANG, 2007).

A germinagdo é um processo fisiolégico complexo que se inicia com
a entrada de 4gua na semente e termina com a ruptura do tegumento
pela radicula e emergéncia de parte do eixo embrionario de dentro dos
envoltérios seminais (BEWLEY, 1997; NOLETO; PEREIRA; AMARAL,
2010). Um fator importante para a germinacao estd diretamente asso-
ciado a agua presente nas células. Para que uma semente germine, é
necessario que o meio fornega dgua suficiente para ativacao das reacdes
quimicas e, durante este processo, hd concomitantemente a reativagao
de mecanismos bioquimicos, fisiolégicos e moleculares para a desen-
volvimento do embrido (ALBUQUERQUE et al., 2009; ATAIDE et al.,
2014; BEWLEY; BLACK, 1994; MARCOS FILHO, 2005). Esse processo,
na maioria dos casos, ocorre em um padrao trifasico (Figura 8).

Na fase I, ocorre o inicio do processo de embebic¢io por parte da
semente. E uma fase caracterizada pelo aumento répido do potencial
hidrico do embrido. Nesta fase, ocorre rdpido aumento da respiragiao
e de absor¢ao de dgua de maneira fisica. Devido a um gradiente de
potencial hidrico, a 4gua é transportada para o interior da semente. Na
fase II, os potenciais hidricos estdo bem préximos, por isso ha acen-
tuada reducdo na absor¢ao de dgua. Dessa forma, é estabelecido um
platd, onde se inicia a reativacao do metabolismo. Fase caracterizada
por sintese e duplicacdo do DNA, degradacao de reservas, protrusio
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da radicula e o alongamento das estruturas (BEWLEY; BLACK 1994;
CASTRO; HILHORST, 2004; TOZZI, 2010; VASCONCELOQOS, 2015).
Por fim, na fase III, a absor¢ao de agua é retomada, aumentando con-
sideravelmente a curva de embebi¢cao (CASTRO; HILHORST, 2004;
VASCONCELOS, 2015).

Figura 8 - Representa¢io esquematica do padrao trifasico de absor¢ao de d4gua durante
a embebicdo de sementes, em relagio aos contetdos aproximados de agua, em que os
diferentes eventos do processo germinativo s3o iniciados.

Fase II: intervalo de preparagéao

Fase I: absorgdo de agua, e ativagdo metabolica, ocorre a

Fase lll: germinagéo e

ocorre respiragéo e acumulo sintese e duplicagéo de DNA, crescimento, esta etapa é
de ATP, sintese de mRNA e inicio da degradagao de caracterizada pela
reparo de DNA, ativagéo de reservas (tecidos de ocorréncia de mitose

polissomos e sintese de
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revestimento comegam a
enfraquecer, as células da
radicula alongam-se, protrusdo
da radicula e mitose

N
s
L)
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A sacarose, os oligossacarideos da série rafindsica, o amido e
os polissacarideos de parede celular, sao considerados os principais
compostos derivados de carboidratos que desempenham a fungao de
reserva nas sementes. Ha quatro grandes grupos de proteinas que
atuam na reserva: albuminas, globulinas, prolaminas e as glutelinas.
Os triacilglicerdis (TAG) sao a forma de armazenamento dos lipideos
de reserva (ALENCAR, 2014; VASCONCELOQOS, 2017). E importante
ressaltar que os carboidratos e os lipideos servem como fonte de ener-
gia e carbono para a germinagio das sementes e o desenvolvimento
de plantulas. Ja as proteinas sdo importantes para o fornecimento de
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enxofre e nitrogénio na sintese de novas proteinas, de dcido nucleico
e de compostos secunddrios significativos no desenvolvimento das
plantulas (ALENCAR, 2014; CORTE et al., 2006; RAHOUI et al., 2015;
VASCONCELOQOS, 2017).

Iniciada a embebigao, a atividade respiratéria é aumentada, jun-
tamente com o metabolismo celular, em que esta reativacao metabdlica
provoca uma série de mudangas fisioldgicas, levando ao consumo das
reservas energéticas existentes no endosperma ou nos cotilédones,
tais como carboidratos, lipidios e proteinas, principais compostos de
reserva estocados durante os estados tardios de desenvolvimento das
sementes (ALENCAR, 2014; SUDA; GIORGINI, 2000). Nesse mo-
mento, hd a hidrélise dos triacilglicerdis e degradacio de acidos graxos
por 3-oxidagdo, producio de agucares, fitormonios e diversas enzimas
hidroliticas (proteases, B-galactosidases, a-amilases, B-glucanases,
nucleases). Ocorre também a utilizagdo de amido ou outros polissaca-
rideos de reserva, proteinas e aminodcidos em parte na respiragao, cuja
taxa elevada se deve ao crescimento do eixo embriondrio (ALENCAR,
2014; BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000).
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Thamires Soares Ricardo Jesus, Patricia Campos Santos,
Paulo Roberto Ribeiro de Jesus, Henk Hilhorst, Wilco Ligterink e
Luzimar Gonzaga Fernandez

As sementes apresentam biomoléculas, como reservas nutritivas,
que sdo importantes para a retomada do desenvolvimento. As reservas
podem ser armazenadas na forma de carboidrato, proteina e lipideo.
Durante a germinagao, as biomoléculas sao consumidas para o desen-
volvimento do embrido até a formagao de plantula. Os carboidratos e
lipideos sdo as principais fontes de energia quimica e carbono. Ja as
proteinas sao fontes de nitrogénio e enxofre, indispensaveis para a sintese
de novas proteinas, enzimas, acidos nucléicos e compostos do metabo-
lismo secundario para o desenvolvimento das plantulas (BUCKERIDGE
et al., 2004; DIAS; OLIVEIRA; ROCHA, 2018; HENNING et al., 2010;
MAGALHAES; BORGES; BERGER, 2010; MELLO, 2008). Além disso,
os carboidratos pré-formados na semente podem ser utilizados como
substrato da respiracao durante o periodo germinativo (DIAS; OLIVEIRA;
ROCHA, 2018).

A composicao quimica das reservas das sementes tem sido es-
tudada ndo apenas pelo teor nutritivo, mas pelo fato de as reservas
serem Uteis na confec¢ao de produtos industrializados para diversos
fins. Além disso, tanto o vigor quanto o potencial de armazenamento
das sementes sao influenciados pelos teores dos compostos presentes
(CORTE et al., 2006). R. communis é uma semente oleaginosa, o 6leo
de mamona é composto por triglicerideos constituidos por acido rici-
noleico, acido palmitico, estedrico, oleico, linoleico e outros. O acido
ricinoleico é uma molécula longa de 18 carbonos monoinsaturados
(Figura 2), dominante na composi¢ao total do 6leo (NGUEDAP et al.,
2020; YEBOAH et al., 2020).

As biomoléculas de reservas das sementes podem estar presentes
no eixo embriondrio ou, mais raramente, no perisperma, ou em uma
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combinagao dessas partes das sementes. No entanto os principais 6r-
gdos com func¢io de reserva sao o endosperma e os cotilédones, apesar
de alguns endospermas sejam principalmente reservas de lipideos e
proteina. Quando a reserva é de carboidrato, o amido é encontrado,
em geral, nos endospermas de cereais, enquanto os galactomananos
sdo caracteristicos nas leguminosas. Ja os cotilédones possuem uma
variedade relativamente maior de compostos de reserva, armazenando
carboidratos, que podem ser amido e polissacarideos de reserva de
parede celular, juntamente com proteinas e lipideos (SASAKI, 2008;
HENNING et al., 2010)

Os triacilgliceréis (TAG) sao substancias nas quais os trés grupos
hidroxila do glicerol sdo esterificados com 4cidos graxos (Figura 9). E
a principal forma de estocagem de lipideos nas sementes oleaginosas,
sendo armazenados na organela denominada oleossomo ou corpo lipi-
dico. A matriz de um corpo lipidico é envolvida por uma monocamada
de fosfolipidios, na qual estd inserida a proteina chamada de oleosina,
responsavel por regular o tamanho e formato do copo lipidico. O tama-
nho do corpo lipidico esta diretamente correlacionado com a velocidade
de degradacao durante a germinagdo (ALENCAR, 2014; JOLIVET et
al., 2004; NELSON; COX, 2014).

Figura 9 - Esquema mostrando a reagdo de hidrélise catalisada pela lipase.
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O metabolismo dos TAG nos corpos lipidicos se inicia com a
acao das lipases (E.C.3.1.1.3). Inicialmente, o TAG ¢ hidrolisado pela
enzima triacilglicerol lipase (Figura 9), liberando acido graxo livre
(AGL) e 1,2-diacilglicerol (DAG). Em seguida, o DAG ¢é hidrolisado
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pela DAG lipase, liberando AGL e 2-monoacilglicerol (MAG). Por
fim, o MAG ¢ hidrolisado pela MAG lipase liberando AGL e glicerol
(GRAHAM, 2008; LASO; OGONOWSKI, 2010; MELO, 2013; TOZZI,
2010; VASCONCELOS, 2017).

O glicerol é usado como fonte de carbono para a sintese de glicose,
e os 4cidos graxos liberados entram nos glioxissomos, onde serdao B-
-oxidados para a produgado de acetil-CoA. A acetil-CoA é convertida em
citrato ao reagir com o oxaloacetato, sob a¢ao da citrato sintase, no ciclo
do glioxalato (Figura 10). A aconitase promove a conversao do citrato
em isocitrato, que é entdo convertido em glioxalato e succinato pela
isocitrato liase. O glioxalato reage com outra molécula de acetil-CoA,
catalisada pela malato sintase, formando o malato que, sob a atividade da
malato desidrogenase, forma oxaloacetato. O succinato é transportado
do glioxissomo para a mitocondria, entra no ciclo do acido citrico, onde
é convertido primeiro em malato. O processo termina no citosol, com
a conversao do malato em oxaloacetato, que é utilizado para produzir
glicose via glicogénese e, assim, produzindo a sacarose (EASTMOND;
GRAHAM, 2001; GRAHAM, 2008; NELSON; COX, 2014).

Figura 10 - Metabolismo dos lipidios e o ciclo do glioxilato
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Fonte: Adaptado de Nelson e Cox (2014).
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A sacarose, produzida a partir dos 6rgaos de reserva das sementes
(Figura 10), é transportada para o eixo embrionadrio e serve de energia
quimica para o crescimento e desenvolvimento da plantula (MELO,
2013; GRAHAM, 2008; TOZZI, 2010; VASCONCELOS, 2017).

Assim, as sementes em germina¢ao podem converter os lipideos
dos tecidos de reserva (endosperma e cotilédone) em acetil-CoA e,
posteriormente, por gliconeogénese em glicose e outros carboidratos
(Figura 10) para fornecer energia quimica para a germinagao e cresci-
mento das plantulas antes que a planta se torne fotossinteticamente
ativa (BELTRAO; OLIVEIRA, 2007. No entanto, condic¢oes de estresse
retardam a mobilizacao de reserva. Condi¢oes desfavoraveis ao abas-
tecimento de dgua e condi¢bes extremas de umidade e temperatura
podem alterar ou interromper a mobiliza¢ao de reservas, prejudicando
a germinac¢do e o desenvolvimento de plantulas (MENGARDA et al.,
2015; VASCONCELOS, 2017).
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Envelhecimento e deterioracéo de
sementes

O envelhecimento é um processo natural para todos os organismos.
Nas sementes, inicia-se imediatamente apds a maturidade fisiolégica
e prossegue enquanto as sementes permanecem no campo, durante a
colheita e o armazenamento. Os processos de deteriora¢ao sao comuns
durante o envelhecimento, em que a soma de mecanismos bioquimicos,
fisiolégicos e moleculares eventualmente levam a morte da semente.
Para fins praticos, uma semente é considerada morta quando estd em
condi¢ao adequada para a germinagao (dgua, umidade, luz e temperatura)
e na auséncia de dorméncia, mas nio germina (DELOUCHE; BASKIN,
1973; MATTHEWS, 1985).

O envelhecimento pode ser detectado no nivel da populagio, em
sementes individuais, em tecidos e nas células. Quando as sementes
se deterioram, perdem vigor, tornam-se mais sensiveis ao estresse du-
rante a germinag¢ao e podem se tornar incapazes de germinar. A taxa de
envelhecimento é fortemente influenciada por fatores genéticos, pela
qualidade da semente e por fatores ambientais, tais como temperatura,
teor de umidade e condi¢des de armazenamento, que podem ser con-
trolados para aumentar a longevidade da semente (CORTE et al., 2010;
SANTOS, 2018; SATHISH et al., 2015).

A deterioracao é um processo irreversivel nas sementes, relacionan-
do-se a um processo multifatorial combinado associado a varias alteracdes
celulares, metabdlicas e quimicas, que leva ao declinio na germinagdo. A
rapida deterioracao pode estar diretamente ligada a danos causados na
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membrana, nos niveis de lipideos e proteinas e dcidos nucléicos. Devido
a degradacdo de lipideos de membrana e mudan¢a na composi¢ao de
acidos graxos insaturados, ocorre a perda da integridade dos sistemas
de membranas da célula que leva a um aumento da permeabilidade,
gerando lixiviagao de eletrdlitos e uma maior condutividade elétrica.
Tudo isso ocasiona a perda de vigor, tornando as sementes mais sensi-
veis a estresse ambientais e, eventualmente, fazendo que elas percam
a capacidade de germina. (CHHABRA; SINGH, 2019; CORTE et al.,
2010; SANTOS, 2018; SATHISH et al., 2015).

A peroxidac¢ao de acidos graxos insaturados é considerada uma
das principais razdes para a perda de vigor, longevidade e viabilidade
das sementes. A oxida¢do de lipidios aumenta o contetudo de acidos
graxos livres, ha a producao de hidroperéxidos, resultantes da oxidagao
de cadeias de hidrocarbonetos insaturados. Isso afeta a natureza da bi-
camada lipidica das membranas celulares e aumenta a permeabilidade
das membranas por inativac¢ao de proteinas de membranas (CHHABRA;
SINGH, 2019; MAHJABIN; ABIDI, 2015; SILVA et al., 2016). Além disso,
acontecem também alteracdes degenerativas como a desestabilizagdao nas
atividades de enzimas, mudangas na respira¢do das sementes, acimulo
de substancias toxicas, danos as proteinas e acidos nucleicos, que resul-
tam em deteriora¢do das organelas celulares e, consequentemente, no
envelhecimento das sementes. Quando as mitocondrias se tornam n3o
funcionais, é esperado o inicio da respiragdao anaerdbica para fornecer
energia para processos metabdlicos (ABDUL-BAKI; ANDERSON, 1972;
CHHABRA; SINGH, 2019; PERTEL, 2004; WALTERS, 1998).

Dessa forma, ha uma relagao entre produgio de etanol oriundo
da respiragdo anaerdbica e deterioragao de sementes, pois acredita-
-se que a principal mudanga fisioldgica causada pelo envelhecimento
das sementes seja danos a membrana celular e o dano ao interior da
membrana mitocondrial, resultando no comprometimento da geragiao
de energia pela via aerdbica e fosforilagao oxidativa reduzida, propor-
cionando maior participagao na geracao de energia pela via anaerdbica,
producao de energia metabdlica por fermenta¢ido anaerdbica, da qual
os produtos finais sdo etanol e acido lactico (BENAMAR; TALLON;
MACHEREL, 2003; BEWLEY; BLACK, 1994; BORGES, 2018; BUCKLEY;
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HUANG, 2011; DAMRONGVUDHI et al., 2019; KENNEDY et al., 1992;
MCDONALD, 1999; ORNELLASA et al., 2019).

Sementes deterioradas apresentam altera¢ao degenerativa na sua
qualidade. Desempenho reduzido durante a germinag¢ao, menor produ-
tividade, menor uniformidade na germinacio, redu¢ao na tolerancia as
condi¢Oes ambientais adversas, redu¢ao no potencial de conservagio,
adiamento na emergéncia de plantulas, menor crescimento de raiz e
parte aérea, aumento de plantulas anormais e deterioradas, redu¢ao
no vigor, perda da capacidade de germinar, mudanga na coloragao do
tegumento de sementes submetidas a alta temperatura e condi¢des de
estresse (devido a reagdes oxidativas) podem ser observados (ABDUL-
BAKI; ANDERSON, 1972; CHHABRA; SINGH, 2019; PERTEL, 2004;
WALTERS, 1998).

Testes de envelhecimento

O envelhecimento nas sementes pode ser natural e potencializado
por fatores ambientais. Entretanto existem testes para avaliar o vigor
das sementes baseando-se na submissao de sementes a temperatura e
umidade relativa elevadas, com o objetivo de aumentar a deterioragio.
Estes sdo considerados os principais fatores ambientais que influenciam
na intensidade e na velocidade de deterioraciao das sementes. O teste
de envelhecimento acelerado (TEA), desenvolvido por Delouche em
1965, é um exemplo. O principio deste teste estabelece que a taxa de
deterioracao é acelerada consideravelmente quando as sementes sao
expostas a temperatura (entre 40 e 45°C) e umidade relativa elevadas.
Como resultado, verifica-se que as amostras com baixo vigor apresentam
queda mais acentuada da viabilidade, quando submetidas as condi¢des
do teste, enquanto as mais vigorosas geralmente sao menos afetadas em
sua capacidade de produzir plantulas normais (BRAGA JUNIOR, 2009;
ROSSETTO; MARCOS FILHO, 1995; MARCOS FILHO; NOVEMBRE;
CHAMMA, 2000; LOPES et al., 2008).

O TEA é indicado para a avaliagao do vigor de sementes submetidas
a condicOes de temperatura e umidade relativa elevadas, entretanto pode
apresentar limita¢Oes para a maioria das oleaginosas. Nestas espécies,
pode ocorrer desuniformidade de absor¢ao de dgua entre as amostras,
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o que pode resultar em deterioragao diferenciada, comprometendo os
resultados pés-envelhecimento. Por isso, Jianhua e McDonald (1997)
sugeriram a substitui¢ao de dgua por solug¢des saturadas de sais durante
a conducao do teste, método chamado de envelhecimento acelerado
com o uso de solugdes saturadas de sal. A utilizagao do sal permite a
reducdo da umidade relativa do ambiente, ja que o sal é um composto
higroscépico, retardando assim a absor¢ao de dgua pelas sementes. De
acordo com a solugio utilizada, s3o obtidos niveis especificos de umidade
relativa do ar, por exemplo, ao usar cloreto de sédio (NaClI), pode-se
obter 76%UR; com cloreto de potéassio (KCl), 87%UR; e 55%UR ao
usar brometo de sédio (NaBr). Os niveis especificos de UR permitem
reduzir a taxa de absorc¢io de dgua, a velocidade e a intensidade de de-
terioracao das sementes sem reduzir a sensibilidade do teste (BRAGA
JUNIOR, 2009; CARVALHO et al., 2019; EBONE et al., 2020; JIANHUA;
MCDONALD, 1997; MARCOS FILHO et al., 2000; SILVA et al., 2019).

Outro teste de vigor é o teste de deterioracao controlada (TDC),
no entanto este apresenta um controle mais preciso da temperatura e
umidade durante o periodo de envelhecimento. Neste teste, as semen-
tes sdo submetidas a condi¢des idénticas de deteriora¢io, resultando
em maior precisao e eficiéncia na distin¢ao do potencial fisiolégico dos
lotes de sementes. O que diferencia o TEA do TDC é que neste ultimo,
o teor de dgua das sementes de todos os lotes é uniformizado antes da
exposi¢ao das sementes a temperatura e UR elevadas. Dessa forma, o
teor de 4gua permanece constante durante o periodo de deterioragio,
fato nao verificado no teste de envelhecimento acelerado (FENOLLOSA;
JENE; MUNNE-BOSCH, 2020; HAMPTON; TEKRONY, 1995; MA et
al., 2020; SILVEIRA, 2006; ZUCARELI et al., 2011).

A uniformizagdo antecipada do teor de 4dgua inicial das sementes
no TDC ¢ importante porque permite que as sementes atinjam, ante-
cipadamente, o ponto de equilibrio, sendo submetidas a um estresse
mais rigoroso que no TEA, onde o teor de 4gua aumenta descontro-
ladamente entre as sementes, até atingirem o equilibrio. O teste de
envelhecimento acelerado avalia a resposta das sementes as condi¢des
de temperatura e umidade relativa elevada, enquanto o de deterioracao
controlada utiliza sementes com elevado contetido de 4dgua, de forma
que neste teste o efeito da umidade é direto. No entanto os testes de
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TDC e o de TEA tém como principio acelerar o processo de deterioragao
em func¢io da exposi¢iao da semente a temperatura e umidade elevadas
por determinado periodo. Esses testes ndo tém revelado claramente as
diferencas entre lotes de vigor médio, mas apenas entre lotes de vigor
baixo e alto (FLORES et al., 2019; KRZYZANOWSKI; WEST, FRANCA
NETO, 2001; MARCOS FILHO et al., 2000; ROSSETTO; MARCOS
FILHO, 1995; ZUCARELI, 2002; ZUCARELI et al., 2011).

O teste de vigor para a detecgio da deterioragao de sementes pode
ser entendido como um componente importante na avaliacao da qualidade
fisioldgica, contribuindo diretamente para as industrias de sementes
que apresentam dificuldade com o armazenamento. O principal desafio
das pesquisas sobre teste de vigor estd na identificagdo de pardmetros
relacionados a deterioracdo das sementes que precedam a perda da
capacidade germinativa, ocasionados por processos degenerativos que
causam alteragdes fisica, fisioldgica ou bioquimica que caracterizem a
deterioracao (GUPTA; PUNIA; DHAIYA, 2017; SPINOLA; CICERO;
MELO, 2000). O envelhecimento diminui a viabilidade das sementes
durante o armazenamento e é um grande problema para o sucesso do
crescimento e produtividade da planta, pois leva a deteriora¢dao das
sementes. Na producao agricola, sementes envelhecidas causam perdas
comerciais e genéticas.

Embora os mecanismos do envelhecimento das sementes ainda
estejam em estudo, a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO)
é considerada como fator que contribui para o envelhecimento das
sementes e pode estar relacionada com fatores bidticos e/ou abidticos.
O oxigénio também contribui para o envelhecimento da semente, ja
que ocasiona diretamente um desequilibrio na produgio excessiva de
ERO (Figura 11). O acimulo de ERO leva a dano de lipidios, proteinas,
material genético e, consequentemente, contribui para a diminui¢do da
germinacao e a perda de vigor das sementes (BAILLY; EL-MAAROUEF-
BOUTEAU; CORBINEAU, 2008; HASANUZZAMAN et al., 2012;
RATAJCZAK et al., 2015, 2019; YAO et al., 2012).

ERO estao diretamente relacionadas ao desenvolvimento, germi-
nagio, dorméncia, envelhecimento, sendo um fator-chave no desenvol-
vimento e na qualidade da semente (BAILLY, 2004, 2019; SHARMA et
al., 2012). Portanto espécies reativas de oxigénio ndo possuem apenas
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uma fungao deletéria, em baixa ou moderada concentra¢ao podem atuar
nas respostas celulares mediadas por hormonios em varios processos
nas sementes e/ou plantas, gerando uma cascata de sinaliza¢ao, presente
no fechamento de estématos, morte celular programada, geotropismo,
aquisicao de tolerdncia a estresse bidtico ou abidtico (Figura 11). As
plantas e/ou sementes podem detectar, traduzir e converter o sinal de
ERO em respostas celulares com ajuda de algumas proteinas sensiveis
a redugio, mobilizacao de célcio, fosforilagao de proteinas e expressao
de genes. No entanto a reatividade, o tempo de vida e a sinaliza¢ao
através de ERO depende do equilibrio entre producao de oxidantes e
remogao destas pelos antioxidantes (BAILLY, 2004, 2019; JASPERS;
KANGASJARVI, 2010; SHARMA et al., 2012).

A exposi¢ao de sementes a altas umidades e temperaturas causa
redu¢ao no vigor. Mendes e demais autores (2010), ao avaliar a eficién-
cia de métodos para determinar o potencial fisiolégico de sementes de
mamona, incluindo o envelhecimento acelerado a 41°C e 45°C e 100%
e UR, por 48, 72 e 96 horas, verificaram que o envelhecimento acelera-
do foi eficiente para avaliacao do potencial fisiolégico de sementes de
mamona, permitindo classificagao de lotes quanto ao vigor semelhante
a emergéncia de plantulas em solo. Lopes et al., (2008) submeteram
sementes de mamona ao envelhecimento acelerado e verificaram que os
gendtipos de mamona apresentaram, de forma geral, comportamento
diferenciado entre as plantas originadas de sementes n3o tratadas e
tratadas, com superioridade para as sementes nao envelhecidas. O enve-
lhecimento das sementes reduziu em até 16% a altura e 8% o diametro
caulinar das plantas dos genétipos estudados e ainda causou retardo no
crescimento da area foliar. Drumond et al., (2019), ao avaliar sementes
de R. communis ap6s envelhecimento acelerado, verificaram redu¢io na
qualidade fisioldgica apds o envelhecimento acelerado.
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Envelhecimento de sementes: natural e artificial

Figura 11 - Representacao esquemadtica sobre a¢do de espécies reativas de oxigénio

(ERO).
Estresse abidtico
Estresse bidtico
Envelhecimento

~ Alta concentracao

>

Semente sob estresse

Danos oxidativos:
- Lipideos

Baixa ou moderada concentragao

Semente em equilibrio

- Proteinas

-

- Material genético

| Atua como mensageiro |

l Mediador

| Horménios »I Resposta na semente e/ou planta I
2

| Auxina [ Geotropismo radicular ]

| Acido giberélico [ Germinagao semente ] [Morte celular programada]

| Acido salicilico [Respostas hipersensiveis ] [ Estresse osmético ]

Nota: Equilibrio e desequilibrio entre produgio de ERO e antioxidantes; ERO em quantidade

moderada ou baixa atuam na sinaliza¢do e, quando em grande concentragdo, causam varios danos
celulares.
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Estresse oxidativo e mecanismos
de desintoxicacéio
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Espécies reativas de oxigénio

Todos os organismos aerdébicos produzem ERO em condi¢des
fisiolégicas do metabolismo celular aerébico. Espécies reativas de oxi-
génio podem ser definidas como dtomos, moléculas ou radicais que sdo
formados através da desestabilizacao eletronica, tornando-se atomos
ou moléculas altamente reativas. Estas espécies contém nimero impar
de elétrons em sua ultima camada eletrénica, e o nao emparelhamento
de elétrons é que confere alta reatividade a esses dtomos, moléculas
ou radicais (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; MITTLER et al., 2004;
SHARMA et al., 2012). No entanto ha ERO que nio apresentam elétrons
desemparelhados em sua altima camada. ANGELI, 2011; MITTLER et
al., 2004; SHARMA et al., 2012).

Os radicais livres sao formados em um cenario de reagbes de
6xido-redugao, em que é cedido o elétron solitdrio, onde a molécula
oxida-se ou recebe outro elétron, reduzindo-se. Portanto os radicais
livres provocam ou resultam dessas reagdes de 6xido-reducao (ANGELI,
2011; MITTLER et al., 2014; SHARMA et al., 2012). Dentre as ERO
radicalares derivadas do oxigénio (Figura 12) hd o radical superéxido
(0, 7); radical perhidroxila (HOO"); radical hidroxil (HO"); hidroxila
(OH"); hidroperoxila (HO,); radical alcoxila (RO"); radical peroxila
(ROO’); radical anion carbonato (CO,'"); e, também, espécies nao
radicalares, como peréxido de hidrogénio (H,O,); 4cido hipocloroso
(HOCI); oxigénio singlete ('O,); hidroper6xidos organicos (ROOH);
e ozbnio (O,) (ANGELI, 2011; ARAUJO et al., 2018; FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).
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As ERO podem ser produzidas a partir de fonte endégena ou
exogena. Dentre as fontes enddgenas mais comuns em sementes estao
a mitocdndria, através da cadeia de transporte de elétrons, e os pero-
xissomos, produtores de peréxido de hidrogénio. As fontes exdgenas
mais comuns s3o: temperaturas e umidade altas, salinidade, seca,
radiacdo UV, metais téxicos, déficits de nutrientes, excesso de dgua e
contamina¢ao por microrganismo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
HASANUZZAMAN et al., 2012; SILVA; GONCALVES, 2010).

Figura 12 - Processo de redug¢do sequencial de oxigénio molecular (O,).

Energizacao

H20:
CAT
APX
GPX f°

Reacao de Fenton

Reacédo de Haber-Weiss

HO'

==

Sequéncia reagio de Fenton
. 3+ 2+
0;+Fe ——» O:+Fe
2+ 3+ - .
H,0;+Fe ____ y Fe +OH +OH
Reacéo de Haber-Weiss

H20:+ 0z » Ozt OH '+ OH’

Nota: formac¢ao dos intermedidrios reativos como radicais superéxido (O, "), peréxido de
hidrogénio (H,O,) e radical hidroxil (HO"). A formagdo do radical hidroxil pode ocorrer pela
rea¢io de Fenton ou reacdo de Haber-Weiss.

A reatividade, o tempo de vida e a difusdo das ERO sao diretamente
relacionadas com a velocidade com que estas espécies reagem com a
molécula (alvo) presente no ambiente, além da concentragao do substrato
oxidante (Figura 13). Por exemplo, o tempo de vida, a reatividade e a
difusdo de radical hidroxil (HO"), oxigénio singleto (*O,), superdxido
(0,7) e peréxido de hidrogénio (H,0,) varia muito (BARBOSA et al,
2010; BARREIROS; DAVID, 2006; FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
GARCIA, 2005; SILVA; GONCALVES, 2010).

48



Estresse oxidativo e mecanismos de desintoxicacdo

O radical hidroxil é o mais reativo que se conhece nos sistemas
biolégicos, com meia-vida curta (aproximadamente 10~° segundos),
por isso, quando produzido, este causa danos em regido proxima ao
local onde foi sintetizado (Pastor, et al., 2000). Devido a alta reatividade
deste radical, participa de reagdes rapidas e inespecificas com distintos
substratos, reagindo, portanto, com diferentes tipos de moléculas bio-
légicas (AGUIAR; FERRAZ, 2007; BARBOSA et al., 2014; MYLONA;
POLIDOROS, 2010). O radical HO* reage amplamente com aminodcidos,
acidos nucleicos (DNA e RNA) e oxida acidos graxos poli-insaturados
dos lipideos das membranas celulares. O oxigénio singleto é um potente
oxidante diante de compostos com alta densidade eletrdnica, sendo
capaz de reagir com proteinas, dcido nucléico e sistema organizado de
membrana. Além disso, apresenta tempo de vida maior que HO", por
isso se difunde mais, no entanto é menos reativo que o radical hidroxila
(BARBOSA et al., 2010; BARREIROS; DAVID, 2006; GARCIA, 2005;
SILVA; GONCALVES, 2010).

Figura 13 - Relagdo entre tempo de vida, reatividade e difusao
de ERO

(-) Tempo de vida (+)

(+) Reatividade (-)

(-) Difusao (+)

HO* 02 02 H.0>

Fonte: adaptado de Angeli (2011).

O O, éinstavel, com vida média de milissegundos, e dificilmente
atravessa as membranas. No entanto apresenta meia-vida mais longa
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que o radical hidroxil, sendo capaz de reagir com as moléculas por mais
tempo. E instavel em meio aquoso e pode sofrer dismutacio espontinea
ou enzimadtica para produzir peréxido de hidrogénio e oxigénio mole-
cular. E um agente oxidante fraco, que causa danos aos aminoacidos
ou perda da fungdo proteica. Além disso, é capaz de produzir outros
radicais livres mais citotdxicos e reativos que ele (BARBOSA et al, 2010;
BARREIROS; DAVID, 2006; SILVA; GONCALVES, 2010).

O peréxido de hidrogénio é moderadamente reativo, possui
meia-vida longa e tem capacidade de difundir-se livremente através das
membranas e reagir com metais de transicao e algumas hemoproteinas.
Pode induzir alteragdes cromossomicas, romper a cadeia de DNA e oxidar
compostos sulfidrila (—SH). E uma ERO extremamente deletéria, pois
participa de reagdes que produzem o HO", através da reacao de Fenton
(ANGELL 2011; BARBOSA et al., 2010; SILVA; GONCALVES, 2010).

O radical hidroxil é formado pela fissao homdloga da ligagao O-O
da molécula de H,0,, pela rea¢do do H,0, com o ion ferroso (Fe**),
conhecida como reagao de Fenton (Figura 12), ou pela interagdo do
H,0, com o radical superéxido (O,""), pela reagao de Haber-Weiss
(ANDRADE, 2013; ANDRADE JUNIOR et al., 2005; BARBOSA et
al., 2010; BARREIROS; DAVID, 2006; SILVA; GONCALVES, 2010).

Danos oxidativos mais frequentes

Todos os organismos aerdbicos produzem espécies reativas de
oxigénio, e estas atuam como sinalizadoras e em varios processos
celulares, entretanto sdo téxicas para as células quando hd aumento
na concentracio e as ERO superam a quantidade de moléculas de
protecao celular, antioxidantes enzimdaticos e nao enzimdticos (DAS;
ROYCHOUDHURY, 2014; GILL; TUTEJA, 2010). Em geral, o estresse
gerado pode ser ocasionado por um fator abidtico, bidtico e o proprio
envelhecimento celular. Estes sdo responsaveis pelo desequilibrio e
aumento na produc¢ao de ERO (Figura 14). O desequilibrio entre a
quantidade de moléculas antioxidantes e ERO é ocasionado por varias
condicOes estressantes, como salinidade, seca, luz alta, toxidades, me-
tais pesados, patégenos, entre outros (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014;
GILL; TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012)
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Figura 14 - Esquema representando o aumento e a atuagao de espécies reativas de
oxigénio

Acéo bidtica

| Aumento da concentragao |

N/

PROTEINAS

LIPIDEOS
Inativacdo enzimatica
Lise da cadeia peptidica
Modificagao da carga elétrica
Modificagoes dos aminoacidos
Agregacao de produtos de reagao
Aumento da degradacgao proteolitica

Aumento na:
Peroxidagao lipidica
Fluidez e permeabilidade da
membrana

DNA

Quebra dupla fita
Mutacgao de base
Oxidagao de desoxirribose
Dano das bases purica e pirimidica
Ligagoes cruzadas de DNA e proteina

Nota: A acio abidtica, bidtica e o envelhecimento celular sao
responsaveis por gerar o desequilibrio entre a produ¢iao de ERO e a¢ao
antioxidante. O aumento da concentra¢gdo de ERO causa danos mais
frequentes em lipideos, proteinas e DNA.

O aumento na produ¢io de ERO pode causar danos diretamente
nos lipideos, nas proteinas e no material genético. Nos lipideos, essas
alteracdes podem gerar aumento da fluidez e permeabilidade da mem-
brana, peroxidario lipidica. Nas proteinas, pode ocorrer modificacdes
dos aminoacidos, quebra de cadeia peptidica, aumento da degradacao
proteolitica e inativa¢ao enzimdtica. E no DNA pode ocorrer lise da du-
pla fita, danos as bases puricas e pirimidicas, mutagao de base, ligacdes
cruzadas de DNA e proteina, oxida¢ao de desoxirribose e remogao de
nucleotideo, conforme observado na Figura 14 (DAS; ROYCHOUDHURY,
2014; GILL; TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012).

Os lipidios formam a maior parte da membrana plasmatica, en-
volvendo as células e ajudando-as a se adaptar as mudangas ambientais,
além de desempenharem diversas func¢des celulares. As membranas
das células e organelas contém grandes quantidades de lipideos ricos
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em 4cidos graxos poli-insaturados. A fluidez da membrana depende
da existéncia de cadeias insaturadas dos fosfolipidios e do colesterol,
e danos nessas estruturas tendem a aumentar a fluidez da membrana.
No geral, a peroxidagio lipidica aumenta a fluidez e altera a permea-
bilidade da membrana, causando o vazamento de substincias que
normalmente passariam por canais ou proteinas especificas, alterando
o fluxo i6nico e o de outras substdncias, o que resulta na perda da
seletividade para entrada e/ou saida de nutrientes e substancias téxi-
cas, oxidagdo do colesterol e comprometimento dos componentes da
matriz extracelular e morte celular (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014;
MAFRA et al.,, 1999).

A peroxidagio lipidica por ERO é um tipo de degradacao oxidativa
de biomoléculas, em que o peréxido é formado de um substrato lipidico.
Lipideos sao especialmente propensos a peroxidacao, principalmente os
acidos graxos poli-insaturados (AGPI), seja na forma de triacilglicerol
ou acidos graxos livres, como também fosfolipidios polares contendo
AGPI (glicolipidios, glicerofosfolipidios e esfingolipidios) e colesterol,
devido a presenga de grupos metileno adjacentes a ligagdes duplas
(FELIX et al., 2020; LIMA; ABDALLA, 2001).

A peroxidagao lipidica é tao prejudicial a célula, que se torna o
principal parametro para avaliar os danos aos lipideos da célula. Os dois
principais alvos das ERO nos fosfolipidios da membrana sao a dupla liga-
¢ao entre os atomos carbono (C=C) e a ligagao éster entre o glicerol e os
acidos graxos. Os 4cidos graxos poli-insaturados, como o 4cido linoleico
e linolénico, componentes importantes da membrana plasmatica, sao os
pontos criticos para os danos de ERO, e sdo especificamente propensos
ao ataque por ERO como 'O, e OH" (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014;
FELIX et al., 2020; MAFRA; ABDALLA; COZZOLINO, 1999; GILL;
TUJETA, 2010; SHARMA et al., 2012).

O processo de peroxidagdo lipidica pode ser dividido em trés
fases distintas (Figura 15): iniciagdo, propagac¢io e terminagio (DAS;
ROYCHOUDHURY, 2014; FELIX et al., 2020; GILL; TUJETA, 2010;
MAFRA; ABDALLA; COZZOLINO, 1999; SHARMA et al., 2012).
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Figura 15 - Etapas da peroxidagao lipidica.
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Nota: A etapa de iniciacdo envolve o processo de energiza¢do do oxigénio (O,) e formagdo de
espécie reativa de oxigénio (ERO), por exemplo, o radical hidroxila (OH"). Nesta fase inicial da
peroxidagdo, o OH" abstrai um hidrogénio da cadeia lateral do 4cido graxo (LH), ocorrendo a
formagio do radical alquila (L*). Na propagacio, o L* formado se combina com o oxigénio, formando
o radical peroxila (LOO"), o qual abstrai o hidrogénio do LH formando o hidroperéxido lipidico
(LOOH). Seguido da formagio de alcoxila (LO"), as etapas da propaga¢do podem ser catalisadas
por Fer*/Cur*. Por fim, na etapa de terminagao, ocorre a neutraliza¢ao dos radicais e formagao de
alcoois, cetonas, ésteres e aldeidos. E um dos marcadores mais utilizados para avaliar peroxidagdo
lipidica é o subproduto formado, o malonaldeido (MDA).

Na etapa de terminagdo, ocorre a neutralizagdo dos radicais for-
mados originando produtos nao radicalares. Os radicais alcoxila (LO")
e o peroxila (LOO") podem sofrer dismuta¢ao ou clivagem formando
aldeidos; formar uma ligacao covalente com residuos de aminoacidos e
sofrer um rearranjo originando produtos secundarios (&lcoois, cetonas,
ésteres) da peroxidagao lipidica (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014; FELIX
et al., 2020; LIMA; ABDALLA, 2001; SANTOS et al., 2007).

Um dos principais produtos da peroxidagao lipidica é o malo-
naldeido (MDA), um aldeido de cadeia curta, formado como produto
secundario durante a oxidagdo de acidos graxos poli-insaturados por
cisdo beta dos AGPI peroxidados, principalmente o acido araquiddnico.
O MDA ¢ utilizado como um biomarcador para peroxidagdo lipidica, por
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ser facilmente detectado pela reagdo com o acido tiobarbiturico (TBA)
(FELIX et al., 2020; LIMA; ABDALLA, 2001; MAFRA; ABDALLA;
COZZOLINO, 1999).

As ERO podem e gerar diversos danos as proteinas. A oxidacao de
proteinas ocorre principalmente devido a agao do O,"~e OH'. Os danos
nas proteinas podem ser gerados devido a oxida¢ao dos residuos de
aminodcido das cadeias laterais, formagao de liga¢des cruzadas proteina-
-proteina, oxida¢do do molde da sequéncia da proteina e quebra da cadeia
polipeptidica, oxidagao do sitio catalitico, mudangas conformacionais,
alteracdo da carga elétrica, aumento da susceptibilidade a protedlise e
inativagio enzimatica (ANSCHAU, 2011; BERLETT; STADTMAN, 1997;
CECARINI et al., 2007; ROTTA, 2007; SHACTER, 2000). A oxidagao
de proteina pode rapidamente contribuir para o estresse oxidativo,
afetando a sinalizacdo e a estrutura celular, e processos enzimaticos no
metabolismo. Outra consequéncia da oxidagao ¢ a geragao de proteina
carbonilada. Esta pode reagir com produtos da peroxidagao lipidica,
metabolitos oxidados ou agtcares redutores. O grupamento carbonila
pode promover ligagdes intra ou intermoleculares e formar os agrega-
dos proteicos, portanto as proteinas carboniladas podem ser utilizadas
como um biomarcador do estresse oxidativo de proteinas enzimatica.
(ANSCHAU, 2011; BERLETT, STADTMAN, 1997; CECARINI et al.,
2007; ROTTA, 2007; SHACTER, 2000).

As ERO também causam danos diretamente aos acidos nucleicos,
incluindo rompimento da dupla fita do DNA, modificagdes nas bases
purinicas e pirimidicas e no agtcar desoxirribose, geracao de danos sem
reparo, mutagio, alteragcdes na expressao e apoptose celular. A principal
ERO que causa danos ao DNA é a OH’, sendo capaz de danificar as
bases nitrogenadas puricas e pirimidicas, como também na estrutura
da desoxirribose, reage também com os aminoacidos e RNA. Quando
o radical OH" ataca a desoxirribose, este ataque ao agticar pode ser rea-
lizado por abstragao de um atomo de hidrogénio, podendo ocasionar
ligacdo cruzada de DNA com proteinas, bases modificadas, defeitos no
processo de replica¢do. E o H,0, é capaz de romper a fita de DNA, além
de induzir altera¢oes cromossémicas (ANDRADE JUNIOR et al., 2005;
ANSCHAU, 2011; SILVA; GONCALVES, 2010; VALKO et al., 2007).
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Principais mecanismos de defesa

As espécies reativas de oxigénio tém influéncia direta ou indireta
na deterioracdo das sementes, afetando varios processos metabdlicos,
podendo levar a alteragdes oxidativas nas células, aumentando a taxa de
mutagdo. No entanto hd um complexo de defesa para proteger contra
os danos causados durante o processo de deterioracdo das sementes.
O mecanismo de defesa é composto por componentes nao enzimati-
cos e enzimaticos (Figura 16) que neutralizam as espécies reativas de
oxigénio (CAVERZAN et al., 2019; HASANUZZAMAN et al., 2012;
SHARMA et al., 2012).

Antioxidantes ndo enzimdticos

Os componentes ndo enzimadticos sio: vitamina E, A e C, dentre
elas ascorbato (AsA) e tocoferol; glutationa reduzida (GSH); terpenos;
compostos fendlicos, alcaloides, carotenoides; dcido arico; ubiquinona
ou coenzima Q10; melatonina; bilirrubina; poliaminas e aminoacidos
nao proteicos (BARREIROS; DAVID, 2006; BIRBEN et al., 2012;
FERREIRA; ABREU, 2007; HASANUZZAMAN et al., 2020; JEVAS,
2016; MIRONCZUK-CHODAKOWSKA; WITKOWSKA; ZUJKO, 2018;
RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003; SHARMA et al., 2012).
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Figura 16 - Biomoléculas antioxidantes de defesa em plantas, sistemas nio enzimatico
e enzimatico
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- Glutationa reduzida - Catalase

- Tocoferois - Ascorbato peroxidase

- Compostos fendlicos - Monodehidroascorbato redutase
- Alcaloides - Glutationa redutase

- Carotenoides - Dehidroascorbato redutase

- Peptideos bioativos - Glutationa peroxidase

- Outros compostos - Glutationa S-transferase

Acido ascérbico

A vitamina C, ou 4cido ascérbico (acido 2,3-enediol-L-gulonico),
ou ascorbato (AsA) é um antioxidante importante nos tecidos vegetais,
sintetizado no citosol de plantas superiores, principalmente a partir da
conversao de D-glicose em AsA. O ascorbato reage com ERO, tais como:
H,0, 0, e '0,, que s3o a base da sua acao antioxidante. O AsA é o
doador terminal de elétrons nesses processos, elimina radicais livres
nos ambientes hidrofilicos das células vegetais e OH' em taxas contro-
ladas por difusdo. AsA possui papel importante no ciclo do ascorbato-
-glutationa (AsA-GSH); duas moléculas de ascorbato sao utilizadas pela
ascorbato peroxidase (APX) para reduzir o peréxido de hidrogénio em
4gua com a geracdo simultinea de monodehidroascorbato (MDHA). E
um radical de vida util curta que pode ser desproporcional ao dehidro
(DHA) e ascorbato (Figura 17). O doador de elétrons geralmente é
o NADPH + H", e a reagdo ¢ catalisada por monodehidroascorbato
redutase (MDHAR) (HASANUZZAMAN et al., 2012; SHARMA et al.,
2012; SMERILLI et al., 2019).

Quando o ascorbato ¢ oxidado por um ou dois elétrons, ele pro-
duz o radical ascorbila e o 4cido desidroascérbico/dehidroascorbato. O
radical ascorbila é considerado um radical relativamente nao reativo,
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quando comparado a outros radicais livres. Isso é importante porque esta
propriedade torna o dcido ascérbico um eficiente antioxidante, eficaz
para eliminar espécies altamente reativas, produzindo um radical com
baixa reatividade. Ja o radical ascorbila pode ser convertido novamente
em 4cido ascérbico por redutase dependente de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD), ou por dismuta¢ao de duas moléculas do radical
em uma de ascorbato e uma de 4cido desidroascérbico. No entanto o
acido desidroascérbico é uma molécula pouco estavel em pH fisioldgi-
co, geralmente reduzido a ascorbato ou hidrolisado irreversivelmente
(BEYER, 1994; CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

Figura 17 - O ascorbato faz parte do ciclo do ascorbato — glutationa.

NADP* NADPH + H*

Nota: Componente importante para que a ascorbato peroxidase (APX) seja capaz de decompor
o perdxido de hidrogénio em dgua (H,0). O AsA ¢é restabelecido no ciclo pela a¢do da
monodehidroascorbato redutase, que oxida o NADPH + H* e disponibiliza um elétron para a
formacgao de AsA a partir de MDHA.

Glutationa

A glutationa reduzida (GSH) é um antioxidante que esta direta-
mente relacionado a reducao de espécie reativa de oxigénio. Além disso,
o GSH desempenha um papel fundamental na agdo antioxidante no
sistema de defesa que regenera outros potenciais antioxidantes solaveis
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em agua, como AsA, através do ciclo ascorbato-glutationa (AsA-GSH).
A GSH desempenha papel indireto na protecao das membranas, man-
tendo tocoferol e zeaxantina em estado reduzido, e é responsavel por
evitar a desnaturagao de proteinas, causada pela oxidagiao dos grupos tiol
das proteinas sob estresse. A glutationa reduzida também é substrato
para glutationa peroxidase (GPX) e glutationa S-transferase (GST), que
também estao envolvidos na remogao de ERO. Outra fun¢io importante
da GSH é a participagdo na desintoxica¢ao de xenobidticos, atuando no
armazenamento e transporte de enxofre reduzido e outras moléculas
(HASANUZZAMAN et al., 2012; SHARMA et al., 2012; SMERILLI et
al., 2019; TIWARI; YADAY, 2019)

Trés grupos de enzimas podem ser identificados no ciclo cataliti-
co da glutationa (Figura 18): glutationa peroxidase (GPX), glutationa
S-transferase (GST) e glutationa redutase (GR), considerando que esta
ultima é responsavel pela regeneragao da glutationa reduzida (GSH) a
partir da glutationa oxidada (GSSG) em um processo dependente de
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reduzido (NADPH + H*).
Além disso, a enzima glutationa redutase faz parte do ciclo do ascorbato-
-glutationa (HASANUZZAMAN et al., 2012; NIMSE; PAL, 2015).
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Figura 18 - Conversio da glutationa reduzida para sua forma oxidada pelas enzimas
GST e GPX, e da sua forma oxidada em sua forma reduzida pela enzima GR.

GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)
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Nota: Enzimas do ciclo do ascorbato-glutationa (AsA-GSH). Nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato reduzida (NADPH + H*), nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidada (NADP*),
dehidroascorbato redutase (DHAR), glutationa oxidada (GSSG), glutationa reduzida (GSH),
gluationa redutase (GR), gluationa S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPX); seta vermelha
significa conversdo ndo enzimatica; R pode ser grupos alifaticos, aromaticos ou heterociclico; X
pode ser sulfato, nitrito ou haletos.

Tocoferol

Os tocoferdis sdo compostos que possuem grupamentos metil-
-substituintes e cadeia lateral saturada. Estes sdo derivados do tocol e
apresentam cadeia lateral saturada com 16 4&tomos de carbono. Existem
quatro estruturas isoméricas dos tocoferdis: o a-tocoferol, -tocoferol,
y-tocoferol e o d-tocoferol (Figura 19). E ha os isdmeros tocotrienol
(o, B, v, 8), que apresentam estrutura idéntica, exceto pela presenca
de trés duplas ligacdes na cadeia carbonica. Além disso, possuem
uma cadeia lateral insaturada contendo 16 4tomos de carbono (Figura
19). (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007; LUZ, 2011; NIKI;
ABE, 2019).

Os tocoferdis sao muito abundantes nas membranas dos tila-
coides que contém &cidos graxos poli-insaturados e estdo préximos
das ERO produzidas durante a fotossintese. Os tocoferdis contribuem
para reduzir os niveis de ERO (principalmente 'O, e OH") nas mem-
branas fotossintéticas e limitam a extensao da peroxidac¢ao lipidica
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reduzindo os radicais peroxila (LOO*) aos hidroperdxidos correspon-
dentes (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; HASANUZZAMAN et al.,
2012; MISHRA; CHANDC; SANGWANA, 2019).

Figura 19 - Estrutura quimica do tocoferol A. e tocotrienol B.

W R,
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HO
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Tocoferol/Tocotrienol Alpha (a) Beta (B) Gamma (y) Delta ()
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R: CH, CH, H H

Nota: Os tocoferdis sio compostos que possuem grupamentos metil-substituintes e cadeia lateral
saturada. J4 os tocotriendis apresentam estrutura idéntica, exceto pela presenca de trés duplas
ligagGes na cadeia carbonica. R1 e R2 representam os radicais organicos

Compostos fenédlicos

Os compostos fendlicos sao substancias amplamente distribuidas
na natureza, compondo um grande grupo sintetizado por plantas sob
diferentes condi¢does ambientais e de estresse. Podem ser pigmentos
que dao a aparéncia colorida aos alimentos ou produtos do metabolis-
mo secundario (DEGASPARI; WASZCZYNSKY]J, 2004; SILVA et al.,
2010). Os compostos fenoélicos sao formados por dois grupos diversi-
ficados, podendo ser classificados em simples e complexos. Dentre os
compostos fendlicos produzidos no metabolismo secundario de plantas

60



Antioxidantes ndo enzimdticos presentes nos vegetais

ha estruturas diversas, desde polifendis tipo flavonoides, sendo que
catequinas e antocianinas sao os mais comumente encontrados, e nao
flavonoides (fendis simples ou acidos), a exemplo dos derivados do acido
hidroxicinamico e do 4cido hidroxibenzoico (Figura 20), como também
as ligninas e os taninos. Além desses compostos, estruturas fendlicas
sdo encontradas fazendo parte de proteinas, alcaloides e terpenoides
(MELO; GUERRA, 2002; SILVA et al., 2010).

Figura 20 - Estrutura de diferentes compostos fendlicos. A. catequina; B. antiocianinas;
C. 4cido hidrocindmico; e D. acido hidroxibenzdico.
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Os compostos fendlicos agem como antioxidantes nao somente
pela sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também
funcionam como sequestradores de radicais e, em alguns momentos,
como quelantes de metais. Podem agir tanto durante a etapa de ini-
ciagdo como na propaga¢ao do processo oxidativo, em virtude de seus
radicais intermedidrios estdveis, que impedem a oxidagdao de varios
ingredientes do alimento, particularmente de lipidios (DEGASPARI;
WASZCZYNSKY]J, 2004; SILVA et al., 2010).

Os produtos intermedidrios formados pela agdo dos compostos
fendlicos sao relativamente estaveis devido a ressonancia do anel aroma-
tico apresentada por estas substancias. A atividade antioxidante destes
estd relacionada com a posi¢ao dos grupos hidroxilas, e a proximidade
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do grupo (COOH) em relagao ao grupo fenil. A capacidade antioxidante
do grupo hidroxila na posi¢ao meta é maior quanto mais préximo o
grupo (CO,H) estiver do fenil (CHOUGUI et al., 2013; DEGASPAR];
WASZCZYNSKY]J, 2004; HRAZDINA; BORZEL; ROBINSON, 1970;
SILVA et al., 2010; SOARES, 2002).

Alcaloides

Os alcaloides em geral sdao derivados de uma rota biosintética de
um aminodcido. Além disso, sao metabdlitos secundarios, heteroci-
clicos, que possuem pelo menos um atomo de nitrogénio no seu anel
carbonico, a exemplo da nicotina (Figura 21), e sdo soltveis em agua.

Figura 21 - Estrutura da nicotina

Em relacio as suas propriedades, em sua maioria, os alcaldides
apresentam carater basico e sdo cristalinos, entretanto alguns formam
precipitados amorfos, uns sao liquidos a temperatura ambiente, outros
nao possuem cheiro, sao amargos e, em geral, incolor. Os alcaloides
apresentam func¢io importante na protecao contra radiagio UV, a¢ao
antimicrobiana, acio antioxidante e antimutagénica (GARCIA; CARRIL,
2009; HENNING, 2013; MAGEDANS, 2017; SACHAN et al., 2010;
SOARES; MACHADO, 2007).

Carotenoides

Os carotenoides sao responsaveis por muitos dos tons vermelho,
laranja e amarelo das folhas, frutas e flores das plantas, além das cores
de alguns passaros, insetos, peixes e crustdceos. Os carotenoides s6
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podem ser sintetizados em plantas, bactérias, fungos e algas, mas muitos
animais os incorporam a partir de sua dieta e, assim, os carotenoides
servem como antioxidantes nos animais. Uma alimenta¢do rica em
carotenoide estd associada com sua atividade antioxidante, protegendo
as células e tecidos contra danos oxidativos (OLIVEIRA, 2010; STAHL;
SIES, 2003; UENOJO et al., 2007).

Os carotenoides, geralmente, sao constituidos por oito unidades
de isoprenos, formando uma longa cadeia de polieno, este pode conter
de duas a quinze duplas liga¢des conjugadas, permitindo muitas con-
figuracdes CIS e TRAS (Figura 22).

Figura 22 - Estrutura de carotenoides. A. licopeno; B. 3-caroteno

(A)

(B)

H,C CH \ \ \ \ \ \ \ \ \

A propriedade antioxidante estd relacionada a estrutura destes
compostos, especialmente o sistema de dupla ligacdes conjugadas,
permitindo a possivel capta¢ao de radicais livres, principalmente os
radicais alquilperoxila (ROO"). Além da captacdo de radicais livres,
os carotenoides captam energia do oxigénio singleto, que volta ao esta-
do fundamental (CERQUEIRA et al., 2007; FRASER; BRAMLEY, 2004;
OLIVEIRA, 2010; STAHL; SIES, 2003; UENOJO et al., 2007).

Em plantas, estes antioxidantes estdo presentes em membrana
plasmdtica, em membranas dos cloroplastos e vactiolos, mas podem
estar presentes em outras organelas. Sua principal fun¢ao estd relacio-
nada a prote¢ao da membrana plasmatica, ndo permitindo que ocorra
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a perda da integridade da membrana através da peroxidagao lipidica,
fotoprotecio e combate ao oxigénio singleto (OLIVEIRA, 2010; STAHL;
SIES, 2003; UENOJO et al., 2007)

Peptideos e aminodcidos

Os peptideos bioativos peptideos apresentam utilidade na satde
do individuo e como antioxidantes naturais, constituidos de cadeias de
aminoacidos de pequeno tamanho, entre dois a quinze residuos inativos
quando ligados a estrutura primdaria da proteina. Podem ser liberados
através da hidrolise, desempenhando efeitos benéficos para o organismo,
mas sua atividade ird depender da composicao de aminoacidos e do peso
molecular (DU et al., 2020; OLIVEIRA, 2016; PIOTROWICZ, 2016).

Existem aminoacidos que apresentam fun¢ao antioxidante, por
exemplo: tirosina, triptofano, metionina, lisina, cisteina e histidina
(Figura 23). Aminoacidos com residuos aromaticos podem doar prétons
para radicais deficientes em elétrons. Peptideos que contém residuos
de histidina possuem fungio antioxidante, através da doagao de hidro-
génio. Além de possuir a capacidade de reter radicais peréxido e/ou
a habilidade quelante de metais, apresentada pelo grupo imidazol. O
grupo -SH da cisteina tem a¢io antioxidante importante devido a sua
interacio direta com radicais (CENTENARO, 2011; NELSON; COX,
2014; OLIVEIRA, 2016; PIOTROWICZ, 2016).

Figura 23 - Estruturas dos aminoacidos tirosina, triptofano, metionina, lisina, cisteina
e histidina, que s3o antioxidantes
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O outro sistema de limpeza das espécies reativas de oxigénio sao
as enzimas antioxidantes, que estdo localizadas em diferentes compar-
timentos nas células e trabalham juntas na desintoxicagao de ERO. As
principais enzimas antioxidantes (Figura 24) sdo: superdxido dismu-
tase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX) e glutationa
S-transferase (GST), e as enzimas do ciclo do ascorbato-glutationa
(AsA-GSH) (HASANUZZAMAN et al., 2012).

O ciclo AsA-GSH envolve quatro enzimas (Figura 24): ascorbato
peroxidase (APX), monodehidroascorbato redutase (MDHAR), dehi-
droascorbato redutase (DHAR) e glutationa redutase (GR). Juntamente
com os antioxidantes nao enzimaticos AsA, GSH e nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato reduzida (NADPH + HY), promovem a desinto-
xicagdo do perdxido de hidrogénio em uma série de reagdes ciclicas,
além de regenerar o AsA e GSH (HASANUZZAMAN et al., 2012; HO;
MURTHY; PARK, 2020; LI; LIU; ZHANG, 2010; MA et al., 2019)

Superoéxido dismutase
(SOD, EC 1.15.1.1)

A superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) é uma enzima muito
importante para o sistema antioxidante enzimatico. E a primeira enzima
a ser ativada e capaz de realizar a detoxificagao do radical superdxido
(0,7) do sistema, presente no citosol, mitocondrias e cloroplasto de
plantas (Tabela 2). A atividade da SOD ¢é realizada através da dismu-
tacao de duas moléculas de superdxido em perdxido de hidrogénio
(H,0,) e oxigénio molecular (O,). A dismuta¢ao ¢ um tipo especial de
reacdo, em que duas meias rea¢cdes opostas ocorrem em duas moléculas
separadas (AHMAD; SARWAT, SHARMA, 2008; BAILLY, 2004; HU et
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al., 2019; IGHODARO; AKINLOYE, 2018; KIM et al., 2015; MILLER,
2012; WOLFE-SIMON; GRZEBYK; SCHOFIELD, 2005)

Figura 24 - Mecanismo de desintoxicagdo de Espécies Reativas de Oxigénio por dife-
rentes enzimas antioxidantes.

NADPH + H*

Transporte para vacuolo

Nota: Seta vermelha significa indica conversiao nao enzimatica; R representa grupos alifaticos,
aromaticos ou heterociclico; X representa sulfato, nitrito, haletos. Superéxido (O, );
superéxido dismutase (SOD); peréxido de hidrogénio (H,O,); catalase (CAT); 4dgua (H,0);
ascorbato peroxidase (APX); ascorbato (AsA); nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
reduzida (NADPH + H*); nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidada (NADP*);
monodehidroascorbato (MDHA); dehidroascorbato (DHA); monodehidroascorbato redutase
(MDHAR); dehidroascorbato redutase (DHAR); glutationa oxidada (GSSG); glutationa reduzida
(GSH); glutationa redutase (GR); gluationa S-transferase (GST); glutationa peroxidase (GPX).
Fonte: adaptado de Hasanuzzaman e demais autores (2012).

Tabela 2 - Reagio catalisada pela SOD e locais de atuagdo em plantas

Enzima Reacao Locais de reagao

SOD Cloroplasto, citosol, mitocondria
Fe-SOD Cloroplasto

Mn-SOD 20, +2H* - H,0, + O, | Mitocdndria

Cu/Zn-SOD Cloroplasto e citosol

Ni-SOD Algas, cianobactérias e bactérias.

A superdxido dismutase corresponde a uma familia de proteinas
do tipo metaloenzima, assim a SOD requer um metal como cofa-
tor, sendo classificadas com base no ion metalico em seu sitio ativo
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(HASANUZZAMAN et al., 2012; MILLER, 2012; MORAES et al., 2015;
WOLFE-SIMON; GRZEBYK; SCHOFIELD, 2005). Os ions metalicos
normalmente ligados a SOD sao: ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu) e
manganés (Mn). Nesse sentido, a SOD pode ser classificada em Fe-SOD,
comumente encontrada em procariontes e cloroplasto de algumas plan-
tas; Mn-SOD, presente em procariontes e mitocondrias de eucariotos;
Cu/Zn-SOD é predominante em eucariotos e mais distribuida no cito-
sol, mas também encontrada em cloroplastos (Figura 25). Ha também
SOD ligada a niquel (Ni), mas s6 ha evidéncias de sua existéncia até
o momento em algas, cianobactérias e bactérias. Nenhuma evidéncia
para Ni-SOD foi encontrada em plantas (AHMAD; SARWAT, SHARMA,
2008; BAILLY, 2004; HU et al., 2019; IGHODARO; AKINLOYE, 2018;
KIM et al., 2015; MILLER, 2012; WOLFE-SIMON et al., 2005).

Figura 25 - Estrutura tridimensional de superéxido dismutase de Ricinus communis L.
A. Mn-SOD mitocondrial; B. Fe-SOD cloroplasto; C. Cu/Zn-SOD cloroplasto.

Fonte: Programa para delineamento de estrutura tridimensional SWISS-MODEL!. Sequéncia da
proteina obtidas no NCBI2.

Catalase (CAT, EC 1.11.7.6)

Catalases (CAT, EC 1.11.7.6) sdo as principais enzimas que eli-
minam diretamente o H O, e sao indispensaveis para a desintoxicagao
de ERO durante o estresse oxidativo. A Catalase é capaz de realizar a
dismutacdo de duas moléculas de peréxido de hidrogénio em agua e

1  Disponivel em: https://swissmodel.expasy.org/. Acesso em: 20 mar. 2020.
2 Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Acesso em: 20 mar. 2020. NCBI Referéncia
das sequéncias: A. XP_015575765.1; B. XP_015575802.1; e C. XP_002523728.1.
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oxigénio (Tabela 3). Apesar de possuir alta especificidade para H,0,,
tem fraca atividade contra peréxido organico. As plantas contém varios
tipos de enzimas capazes de degradar o H,O,, no entanto as CAT sao
as Unicas que nao requerem reducio equivalente (AHMAD; SARWAT;
SHARMA, 2008; BAILLY et al., 2004; HASANUZZAMAN et al., 2012;

KURAMA et al., 2002SHARMA et al., 2012).

Tabela 3 - Reago catalisada pela catalase e locais de atua¢do em plantas

Enzima | Reacao Locais de reagao
CAT Peroxissomo, cloroplasto, mitocéndria
CAT I Peroxissomos e cloroplasto

H,0, >H,0 + %0,

CATII Peroxissomos

CATIII mitocdndria.

A catalase apresenta menor afinidade pelo peréxido que a APX.
Os peroxissomos s3o os principais locais de produgio de peréxido de
hidrogénio, a catalase elimina os H,O, formados nessa organela durante
a oxidacdo fotorrespiratoria, B-oxidagao de acidos graxos e outros sis-
temas enzimaticos como o produto da a¢do da SOD. Até o momento,
todas as espécies de angiospermas estudadas contém trés genes CAT. Sao
classificadas em CAT I, isoformas expressas em tecidos fotossintéticos;
CAT II sao expressas em altos niveis nos tecidos vasculares; enquanto
a CAT III é altamente abundante em sementes e mudas jovens. No en-
tanto, em Ricinus communis L., sao expressas apenas as isoformas CAT
I e II (Figura 26) (AHMAD; SARWAT, SHARMA et al, 2008; BAILLY
et al., 2004; HASANUZZAMAN et al., 2012; SHARMA et al., 2012).

Enzimas do Ciclo Ascorbato-Glutationa
(AsA-GSH)

O Ciclo do AsA-GSH ¢ o maior sistema de defesa contra as ERO no
cloroplasto, no citosol, na mitocéndria, no peroxissomo e no aploplasto
(Figura 24). O ciclo da AsA-GSH envolve enzimas (APX, MDHAR,
DHAR e GR), bem como o AsA, GSH e NADPH + H* trabalhando
juntos na detoxificagao do H,O, em séries de reagdes ciclicas e de rege-
nera¢dao do AsA e GSH. Neste ciclo, a APX catalisa a redu¢ao do H,0,
para d4gua (H,0) com simultaneas gera¢des de monodehidroascorbato
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(MDHA), que é convertido para AsA com a agao de NAP-dependente de
MDHAR ou desproporcionalmente no enzimaticamente ao AsA e ao
dehidroascorbato (DHA). O DHA sofre hidrélise irreversivel em 4cido
2,3-dicetoguldnico ou é reciclado para AsA pela DHAR, que usa o GSH
como agente redutor. Isso resulta na geragao de GSSG, que é regenerada
em GSH pela GR (HASANUZZAMAN et al., 2012; LI; LIU; ZHANG,
2010; MA et al., 2019; SHARMA et al., 2012; TIWARI; YADAV, 2019).

Figura 26 - Estrutura tridimensional da catalase de Ricinus communis L.: A. CAT I; B. CAT II

Fonte: Programa para delineamento de estrutura tridimensional SWISS-MODEL?®. Sequéncias
da proteina obtida no NCBI*.

Ascorbato peroxidase (APX, EC 1.1.11.1)

A ascorbato peroxidase (APX, EC1.1.11.1) faz parte do primeiro
passo do ciclo do AsA-GSH para desintoxica¢ao do H,O, A APX desem-
penha papel essencial na elimina¢do de ERO e na prote¢do das células
das plantas (Tabela 4). Esta enzima estd envolvida na transformagao
de peréxido de hidrogénio em dgua no ciclo do ascorbato glutationa.
A APX usa duas moléculas de AsA para a redu¢ao de H,O, em dguaea
gera¢do concomitante de duas moléculas de MDHA (HASANUZZAMAN
etal., 2012; KARYOTOU; DONALDSON, 2004; SHARMA et al., 2012).

3 Disponivel em: https://swissmodel.expasy.org/. Acesso em: 20 mar. 2020.
4 Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Acesso em: 20 mar. 2020. NCBI Referéncia
das sequéncias: A. BAA04697.1; B. BAA04698.1.
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Tabela 4 - Reacdo catalisada pela Ascorbato peroxidase e locais de atua¢ao em plantas

Enzima | Reacao Locais de reagao

Cloroplasto, citosol, mitocéndria,
APX | H,0, + 2AsA > 2H,0 + 2MDHA | 00 S50 € oo o

A APX é membro da classe I de superfamilia de heme peroxidase.
Além de consistir em diferentes isoformas presentes em compartimentos
distintos, foram identificas cinco isoenzimas (Figura 27): mitocondrial
(mAPX), tilacoide (tAPX), membrana glioxissomos (gmAPX), estro-
ma cloroplasto (sAPX) e citosdlica (cAPX). A atividade da APX em
plantas é alterada em resposta para diferentes condi¢des de estresses
(HASANUZZAMAN et al., 2012; KARYOTOU; DONALDSON, 2004;
SHARMA et al., 2012).

Figura 27 - Estrutura tridimensional da ascorbato peroxidase de Ricinus communis L.:
A. APX citosolica; B. APX cloroplasto/mitocondria.

(B)

Fonte: Programa para delineamento de estrutura tridimensional SWISS-MODEL?®. Sequéncia da
proteina obtida no NCBI°.

Monodehidroascorbato redutase
(MDHAR, EC 1.6.5.4)

Monodehidroascorbato redutase (MDHAR, EC 1.6.5.4), no ciclo
AsA-GSH, a oxidagao do AsA leva a formag¢ao de monodehidroascorbato
(MDHA) se o MDHA nio for reduzido novamente para ascorbato pela
MDHAR, que serd espontaneamente transformado em AsA e DHA.

5  Disponivel em: https://swissmodel.expasy.org/, Acesso em: 20 mar. 2020.
6  Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Acesso em: 20 mar. 2020. NCBI Referéncia
das sequéncias: A. EEF31563.1; B. XP_015575410.
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Monodehidroascorbato redutase é uma enzima FAD dependente que
catalisa a regeneracao de AsA do radical MDHA usando NAD(P)H + H*
como doador de elétrons (Tabela 5). Atividade de MDHAR ¢ generali-
zada em plantas. As isoenzimas da MDHAR est3o presentes em varios
compartimentos celulares, como cloroplastos, citosol, mitocdndrias
e peroxissomo (Figura 28). Nos cloroplastos, a MDHAR possui duas
funcoes fisioldgicas: a regeneracdo de AsA por MDHA e a mediagao
da fotorredugao de oxigénio para O, ~ quando o substrato MDHA esta
ausente (HASANUZZAMAN et al., 2012; PARK et al., 2019; SHARMA
et al., 2012).

Tabela 5 - Reagdo catalisada pelo monodehidroascorbato redutase e locais de atuagao
em plantas

Enzima Reacao Locais de reagao

Cloroplasto, citosol,
MDHAR | NADPH + H* + 2MDHA — 2AsA + NADP* | mitocondria,
peroxissomo

Figura 28 - Estrutura tridimensional da Monodehidroascorbato redutase de Ricinus
communis L.: A. MDHAR peroxissomo; B. MDHAR cloroplasto/mitocdndria

Fonte: Programa para delineamento de estrutura tridimensional SWISS-MODEL’. Sequéncia da
proteina obtida no NCBI®.

7  Disponivel em: https://swissmoel.expasy.org/. Acesso em: 20 mar. 2020.
8  Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Acesso em: 20 mar. 2020. NCBI Referéncia
das sequéncias: A. XP_002521454.1; B. XP_002509856.
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Dehidroascorbato redutase (DHAR, EC 1.8.5.1)

A dehidroascorbato redutase (DHAR, EC 1.8.5.1) catalisa a redu-
¢ao de DHA para AsA usando como substrato redutor GSH; a DHAR
desempenha papel importante na regeneracao do AsA (Tabela 6). Apesar
da possibilidade da regeneracao de AsA diretamente do MDHA, alguns
DHA sao produzidos quando o AsA é oxidado em folhas e outros teci-
dos. O DHA ¢é um produto quimico de vida curta, pode ser hidrolisado
irreversivelmente em acido 2,3-dicetogulénico ou reciclado para AsA pela
DHAR. As DHAR (Figura 29) podem ser encontradas no cloroplasto,
citosol e mitocdndria de vegetais (Figura 29) (HASANUZZAMAN et
al., 2012; ROHMAN et al., 2019; SHARMA et al., 2012).

Tabela 6 - Reagao catalisada pela dehidroascorbato redutase e locais de atuagdo em
plantas

Enzima Principal rea¢ao catalisada Locais de reagio
DHAR DHA + 2GSH — AsA + GSSG | Cloroplasto, citosol, mitocondria

Figura 29 - Estrutura tridimensional da dehidroascorbato redutase de Ricinus communis L.

Fonte: Programa para delineamento de estrutura tridimensional SWISS-MODEL’. Sequéncia da
proteina obtida no NCBI'".

Glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2)

Glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2) é essencial na desintoxi-
cacao de ERO pelo ciclo do AsA-GSH. O aumento da atividade da GR
confere tolerancia ao estresse, e essa enzima reduz o GSH, envolvida em

9  Disponivel em: https://swissmodel.expasy.org/. Acesso em: 20 mar. 2020.
10 Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Acesso em: 20 mar. 2020. NCBI Referéncia
das sequéncias: QCQ84564.1.
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algumas regulagdes metabdlicas e processos antioxidantes de plantas.
A GR é uma enzima NAD(P)H dependente que catalisa a redugio de
glutationa oxidada (GSSG) para GSH (Tabela 7) (HASANUZZAMAN
et al., 2012; LOGAN et al., 2006; SHARMA et al., 2012).

Tabela 7 - Reagdo catalisada pela glutationa redutase e locais de atua¢ao em plantas

Enzima | Principal reagdo catalisada Locais de reagao
Cloroplasto, citosol,
GR NADPH + H* + H* + GSSG — 2GSH + NADP* | ©= & & o>

A GR também mantém a alta propor¢ao de GSH/GSSG nas células
vegetais, necessaria para acelerar a via de elimina¢ao do H,O,, parti-
cularmente em condic¢ao de estresse. A GR desempenha papel crucial
na determina¢do da tolerancia de uma planta sob varios estresses,
mantendo a maquinaria antioxidante da célula e conferindo tolerdncia
ao estresse. A glutationa redutase atua no cloroplasto, no citosol e na
mitocdndria, e pertence a um grupo de flavoenzimas, contendo um
grupo dissulfeto essencial, conforme se observa na Tabela 7 e na Figura
30 (HASANUZZAMAN et al., 2012; LOGAN et al., 2006; SHARMA
et al., 2012).

Figura 30 - Estrutura tridimensional da glutationa redutase de Ricinus communis L.: A.
GR cloroplasto; B. GR citosol.

(A)

Fonte: Programa para delineamento de estrutura tridimensional SWISS-MODEL!. Sequéncia da
proteina obtida no NCBI™.

11 Disponivel em: https://swissmodel.expasy.org/. Acesso em 20 mar. 2020.
12 Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Acesso em: 20 mar. 2020. NCBI Referéncia
das sequéncias: A. XP_002520986.1; B. XP_00251818.1.
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Glutationa peroxidade
(GPX, EC 1.11.1.9)

Glutationa peroxidade (GPX, EC 1.11.1.9) faz parte de uma gran-
de familia com diversas isoformas envolvidas na eliminac¢iao de ERO, e
apenas recentemente essa enzima foi descrita em plantas. A GPX utiliza
o GSH para reduzir H,O,, hidroperéxidos organicos e lipideos (Tabela
8). Esta enzima é importante para combater a peroxidacao lipidica e
um importante protetor da membrana contra danos. Seus principais
locais de atuagao sdo citosol e mitocondria. Além de atuar na degrada-
¢ao de H,0,, a GPX funciona como um transdutor de sinal oxidativo
(ESHDAT et al., 1997; HUBER; ALMEIDA, 2008; GUPTA et al., 2010;
HASANUZZAMAN et al., 2012).

Tabela 8 - Reacio catalisada pela glutationa peroxidade e locais de atuagdo em plantas

Enzima | Reac¢do Locais de Reagao

GPX | 2GSH + ROOH (H,0,) - GSSG + ROH+ H,0 (H,0) | Sitosel

Glutationa S-transferase
(GST, EC 2.5.1.18)

A glutationa S-transferase (GST, EC 2.5.1.18) em plantas pertence
a superfamilia de enzimas multifuncionais, que catalisa a conjugacao
de GSH com centros eletrofilicos de diversos substratos exdgenos,
como xenobidticos. Atua principalmente no cloroplasto, no citosol e
na mitocondria (Tabela 9). Entre as enzimas relacionadas ao metabo-
lismo do GSH, as isoenzimas da GST representam aproximadamente
1% da proteina soluvel total da planta. A GST catalisa a ligacdo de
varios xenobidticos (incluindo numerosos pesticidas) e seus centros
eletrofilicos com a GSH para produzir conjugados menos téxicos e
mais soltveis em dgua. Além de catalisar a conjuga¢ao de compostos
eletrofilicos para GSH, as isoenzimas GST também exibem atividade
peroxidase (POX). Varios estresses abioticos sao poderosos indutores
da atividade GST nas plantas. Essas enzimas em plantas também estao
associadas a respostas de varias formas de estresses abidticos e conferem
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tolerancia as plantas (GALLE et al., 2019; HASANUZZAMAN et al.,
2012; SHARMA et al., 2012).

Tabela 9 - Reagdo catalisada pela glutationa S-transferase e locais de atua¢do em plantas

Enzima | Principal reacdo catalisada Locais de reagdo
cloroplasto,

GST | H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSGRX + GSH—> HX + GS-R | citosol,
mitocondria
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Thamires Soares Ricardo Jesus, Patricia Campos Santos,
Henk Hilhorst, Wilco Ligterink e Luzimar Gonzaga Fernandez

Na agricultura, os parametros de germinagao das sementes e a
emergéncia de plantulas sao influenciados por diferentes fatores am-
bientais (estresses bidtico e abidtico), deterioracao das sementes e pela
reducdo da qualidade das sementes. Estes fatores geram respostas nas
sementes que ocasionam o declinio na germinagio, no indice de vigor
e na qualidade das sementes, resultando no atraso da emergéncia das
plantulas, da floragao e da maturidade, seguido de um declinio da taxa
de crescimento (BAILLY, 2004; CHHABRA; SINGH, 2019; FU; AHMED;
DIEDERICHSEN, 2015; SANO et al., 2016).

O envelhecimento das sementes é uma caracteristica bioldgica
complexa que envolve uma rede de processos moleculares, bioquimicos,
fisioldgicos, metabdlicos e mitocondriais (Figura 31). Portanto entender
estes processos, aliados ao comportamento da semente, fornece dados
que serdo de grande utilidade para melhor entendimento sobre a qua-
lidade e viabilidade das sementes e sua futura aplicacdo na industria
ou no plantio (CAVERZAN et al., 2019; BAILLY, 2004; FU; AHMED;
DIEDERICHSEN, 2015; SANO et al., 2016).

Durante o processo de germinag¢ao das sementes, estao envolvidas
a atividade de varias enzimas e reagdes metabdlicas relacionadas a sintese
e a degradagao de moléculas, assim essas enzimas podem ser utilizadas
como marcadores moleculares para elucidar eventos que ocorrem du-
rante os processos da germinagao, mas nao apenas isso. Por exemplo, as
enzimas antioxidantes removedoras de ERO podem ser utilizadas como
biomarcadores para avaliar a qualidade de sementes, pois os radicais
livres também podem causar alteragdes na estrutura proteica. Proteinas
soltveis sdo mais suscetiveis a radicais do que proteinas da membrana.
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Certos aminodcidos, como cisteina, histidina, triptofano, metionina e
fenilalanina, sAo mais sensiveis e suscetiveis a dano oxidativo (BAILLY,
2004; CAVERZAN et al., 2019; FU; AHMED; DIEDERICHSEN, 2015;
SANO et al., 2016). Os sistemas antioxidantes n3o enzimatico e enzi-
matico apresentam grande importancia em sementes e plantas, pois tém
a fungio de inibir e/ou reduzir os danos causados pela a¢do deletéria
das ERO, portanto podem ser bons biomarcadores.

Figura 31 - Sinaliza¢bes envolvidas no processo de envelhecimento.

[ Sinalizag6es bioquimicas

—— \Y
[ Protecéo, reparo, sintese }/ \ Sistema antioxidante ]

ABA e GA

Alteragdes genéticas

Sinalizagdo metabdlica

\ | Germinagio l \

Metabolitos primérios
[ ERO ]l Estresse oxidativo I
| Metabdlitos secundarios I

Sinalizagao fisiolégica ]

Biomarcador de

Germinagao

£

N
Y Semente

Nota: Interconectadas por linhas vermelhas, em seu potencial uso como marcadores
de viabilidade para a previsdo precoce da perda de viabilidade de sementes
ao longo do tempo; linhas pretas continuas: conexdes entre as sinalizagoes e
acontecimentos relacionados; linhas pontilhadas laranjas: melhor local para a
predicao de biomarcadores; acido abscisico (ABA); 4cido giberélico (GA); espécies
reativas de oxigénio (ERO).

Fonte: adaptada de Fu, Ahmed e Diederichsen (2015).
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O sistema de defesa antioxidante trabalha em conjunto para con-
trolar as cascatas de oxidagio descontrolada e proteger a célula vegetal
dos danos oxidativos das ERO, além de permitir o desenvolvimento da
semente ou planta de forma adequada. Por muito tempo acreditava-se
que as ERO causavam apenas danos as células, no entanto, em baixas
concentragdes, as ERO fazem parte da sinalizagio celular. Elas estao
envolvidas no processo de crescimento que ocorre na embriogénese
inicial durante o desenvolvimento da semente e participam do meca-
nismo adjacente de protrusao de raiz durante a germina¢ao (BAILLY,
2004, 2019 CAVERZAN et al., 2019).

As ERO também podem ter fun¢io reguladora nas mudangas na
expressao génica durante o desenvolvimento, a dorméncia e a germi-
nacdo da semente. Por isso, sugere-se que as ERO sejam consideradas
como componentes-chave de uma rede de sinaliza¢ao integrada (Figura
32) em muitos aspectos da fisiologia da semente, sendo identificados
como biomarcadores (BAILLY, 2004, 2019; CAVERZAN et al., 2019).

Figura 32 - Espécies reativas de oxigénio e antioxidantes como biomarcadores de es-
tresses oxidativos e envelhecimento.

Danos oxidativos:

Compartimentos DNA, RNA, proteina,

Mitocondria
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danos a membrana,
baixo funcionamento

das organelas,
de
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do metabolismo,
rompimento das
cromatides, mutagao.

Estresse biético
Estresse abiético

0-»

Peroxissomo
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Sinalizagao molecular

DEFESA Proliferagao celular,
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diferenciagéo,
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Nzo enzimatico Enzimatico celular regulaggo.
Ascorbato, Superodxido dismutase, catalase,
glutationa, tocoferol, ascorbato peroxidase,
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compostos glutationa redutase,
fendlicos, dehidroascorbato redutase,
carotendides, glutationa peroxidase, glutationa S-
aminoacidos nédo transferase.
proteicos.

Nota: Fatores que podem levar ao aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio em
diferentes compartimentos celulares e as consequéncias biolégicas. A produgiao de ERO em alto
nivel resulta em estresse oxidativo, danos oxidativos e celulares e até morte celular, além, dos
principais antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos que atuam para eliminar as moléculas
téxicas e restaurar o equilibrio redox, identificados como biomarcadores.
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O estresse oxidativo causa um aumento da peroxidagao lipidica e
diminuicao das atividades de enzimas antioxidantes, sendo considerado
critico no envelhecimento de sementes em varias espécies de plantas.
Além disso, as novas metodologias utilizadas na genémica funcional
podem ser importantes no desenvolvimento de biomarcadores do vigor
das sementes e no desenvolvimento de muitos biomarcadores baseados
em sinais bioquimicos que podem ser desenvolvidos (BAILLY, 2004;
FU; AHMED; DIEDERICHSEN, 2015; MITTLER et al., 2004).

Identificar biomarcadores para a avaliagao da qualidade de semen-
tes é importante para avaliar e identificar componentes relacionados ao
envelhecimento, desenvolvimento, metabolismo e a resposta filoldgica.
Além da avaliagdo de alteracdes bioquimicas associadas ao envelheci-
mento das sementes, a busca de identificagdo de biomarcadores inclui
a avaliagdo do comprometimento da sintese e inativagio proteica, de
alteragOes nas atividades enzimadticas, hidrolise de proteinas e modifi-
cacdes pos-traducdo. Ademais, a identificagdo de como a inativacao de
proteinas diminui a capacidade metabdlica e reduz a capacidade dos
sistemas bioldgicos para reparar danos celulares (ALBUQUERQUE et
al., 2009; BAILLY, 2004, 2019; FU; AHMED; DIEDERICHSEN, 2015).

O desenvolvimento de marcadores moleculares é importante
para detectar a expressao de genes que codificam proteinas especificas,
transcricdo de mRNA, danos ao DNA, eventos de muta¢ao, mudangas
no material genético, alteragao no comprimento dos telémeros, meti-
lagao do DNA, aberragdes cromossdmicas, fragmentacdo do material
genético e outras, informac¢des importantes que podem ser utilizadas
para detectar envelhecimento e deterioracdo. Essas informacdes sao im-
portantes, pois podem ajudar a entender a longevidade e qualidade das
sementes (FU; AHMED; DIEDERICHSEN, 2015; SANO et al., 2016).

Sinais fisiolégicos sao importantes para entender o envelheci-
mento das sementes. Os processos fisioldgicos sao significativamente
influenciados nas sementes pelo teor de umidade, pela temperatura,
peroxidacao lipidica e ruptura de membranas celulares, pelo aumento
de ERO, desequilibrio na regula¢ao do crescimento, comprometimento
no metabolismo, desequilibrio hormonais e pela perda do estado vitreo
citoplasmatico. Os processos fisioldgicos sao interdependentes e, uma
vez iniciado o mau funcionamento de um processo, desencadeia outros
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eventos. O citoplasma de uma semente, por exemplo, entra em um
estado vitreo, como uma prote¢do. Durante este estado, o citoplasma
é tdo viscoso que o movimento difusional e muitas reagdes de deterio-
ragdo sao detidos. A aquisi¢ao de um estado vitreo depende de teor de
umidade, temperatura e quantidade de varios aglcares, como sacarose,
rafinose, estaquiose e verbascose, metabdlitos que podem funcionar
como biomarcadores. Qualquer mudanga fisioldgica que afete o estado
vitreo das sementes levara a deterioragdo das sementes (CHHABRA;
SINGH, 2019; FU; AHMED; DIEDERICHSEN, 2015; SANO et al., 2016;
HO; MURTHY; PARK, 2020).

Sinais metabdlicos sao importantes para determinar o papel do
metabolismo no desenvolvimento e na germinag¢ao das sementes. Analisar
alteragdes metabdlicas nas sementes € importante para desenvolver
biomarcadores, principalmente as alteracdes durante o envelhecimento
das sementes. O metabolismo € o conjunto de reagcdes quimicas que
continuamente ocorre nas células vegetais, sendo que no metabolismo
hé véarias rotas metabdlicas, com diversas enzimas. Sao basicamente
reagdes de catabolismo ou anabolismo que acontecem continuamente.
Os vegetais possuem o metabolismo primario, onde hd processos es-
senciais a vida e desenvolvimento; e o metabolismo secundario, que se
distingue pela biossintese de biomoléculas com diversidade e comple-
xidade estrutural, produ¢iao em pequena escala, distribuicao restrita e
especificidade, tendo papel adaptativo ao meio, defesa contra o estresse
ambiental bidtico e abidtico, atracao de polinizadores e atra¢ao de ani-
mais dispersores de sementes. E possivel caracterizar grandes mudancas
metabdlicas durante o desenvolvimento e nas sementes, que podem
identificar biomarcadores tteis (CAVERZAN et al., 2019; CHHABRA;
SINGH, 2019; FU; AHMED; DIEDERICHSEN, 2015).

As sementes permitem a sobrevivéncia das plantas em condi¢oes
ambientais adversas, e, via sementes, as informac¢des genéticas sao
transferidas para a nova geracao. Entretanto a viabilidade das sementes
diminui a longo prazo, devido as condi¢bes de armazenamento e ao
envelhecimento. Portanto é importante compreender as redugdes na
viabilidade das sementes nio apenas o processo de envelhecimento ini-
ciado nas sementes, mas também a sequéncia de eventos desse processo.
As mitocdndrias sao a principal fonte de produgao de espécies reativas
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de oxigénio (ERO) e esta organela é exposta mais rapida e fortemente
a agentes oxidativos e danos do que outras organelas. O sistema an-
tioxidante mitocondrial também é menos ativo que os antioxidantes
de outras organelas, portanto essas ‘deficiéncias’ mitocondriais podem
afetar fortemente varios processos celulares, incluindo o envelhecimento
das sementes (BAILLY, 2004; CAVERZAN et al., 2019; FU; AHMED;
DIEDERICHSEN, 2015).

Nas sementes, a mitocondria é a principal organela de supri-
mento de energia. Sua fun¢ao estd fortemente acoplada a muitos ou-
tros processos celulares associados a germinagao de sementes, como
sinalizagao, diferenciagdo celular, morte celular e proliferacdo celular.
As mitocondrias sio um dos principais alvos de danos gerados pelo
estresse oxidativo, portanto as espécies reativas de oxigénio tém muitos
efeitos deletérios nas membranas mitocondriais, levando a liberacao do
citocromo c no citosol para ativar a morte celular apoptética. O DNA
mitocondrial é mais suscetivel aos danos das ERO, porque carece de
membrana protetora e nao tem proteinas histonas associadas a ele. O
dano ao DNA mitocondrial pode levar a disfuncio das mitocéndrias,
que é considerado um componente importante do envelhecimento das
sementes (FU; AHMED; DIEDERICHSEN, 2015; KUREK; PLITTA-
MICHALAK; RATAJCZAK, 2019; SANO et al., 2016).

Com base nesses sinais, muitos biomarcadores podem ser de-
senvolvidos para avaliar o desenvolvimento, o vigor, a viabilidade e a
germinacao das sementes. Contudo poucos estudos foram realizados
para avaliar e comparar a eficicia desses biomarcadores na detecgao
de sinais de envelhecimento em espécies diferentes e, por conseguin-
te, raramente s3o aplicadas a avaliar o envelhecimento das sementes.
Muitas ferramentas estdo disponiveis para avaliar a deterioragdo das
sementes, no entanto é necessario realizar uma pesquisa abrangente
para avaliar a eficacia e aplicabilidade dos sistemas existentes. Ha varios
sinais interessantes de envelhecimento: sao as mudancas refletidas nas
ERO, morte celular programada, mitocondriais, expressiao de genes,
antioxidantes, reparo de DNA, proteinas e comprimento dos telomeros.
Embora existam desafios e os sinais do envelhecimento nao tenham
sido totalmente elucidados, héd informagbes importantes que podem
ser exploradas e usadas como biomarcadores para desempenhar um
papel no monitoramento da viabilidade e na conservacao de sementes.
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Caracterizacao inicial de sementes

A caracteriza¢ao das sementes permite um conhecimento prévio
sobre como estd o lote adquirido. Estes dados associados a germinagao
sdo parametros importantes para a identificacao e diferenciacao de espé-
cies, lotes, variedades, genétipos e identificagdo da variabilidade genética
dentro de uma populagao de uma mesma espécie, além de fornecer
elementos que podem auxiliar no entendimento sobre vigor, armaze-
namento, viabilidade e métodos de propagacao da espécie (AQUINO;
BARNOSA, 2009; BORGES; RENA, 1993; MATHEUS; LOPES, 2007;
SCHULZ et al., 2014; SOUZA; SOUZA; PANOBIANCO, 2018).

As sementes a serem utilizadas devem ser coletadas de acordo
com as Regras de Andlise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009). O lo-
cal de coleta deve ser georreferenciado e caracterizado, as amostras
devidamente identificadas e transportadas ao laboratério, seguindo
protocolos especificos para as andlises posteriores a serem realizadas.
A caracterizagdo inicial das sementes pode ser realizada através das
andlises morfométricas, massa de mil sementes, determinagao do grau
de umidade das sementes, andlises de germinagio, curva de embebicio,
teste de tetrazélio, dentre outras andlises, considerando os experimentos
a serem conduzidos (Figura 33).
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Figura 33 - Fluxograma de andlises iniciais com as sementes da cultivar Paraguacu de
Ricinus communis.
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Nota: 1. Determinagio da morfometria das sementes; 2. massa de mil sementes; 3. do grau de
umidade das sementes; 4. da umidade relativa (UR) e temperatura do ambiente (TA); 5. realizagdo
da padronizagdo do teste de germinag¢io: semente inteira com tegumento, mas sem cardncula (SI),
semente sem tegumento (SST), semente escarificada (SE); 6. determinag¢ao da condutividade elétrica
e pH exsudado; 7. teste de tetrazdlio; 8. curva de embebigdo: semente inteira com tegumento (SI),
semente sem tegumento (SST), semente escarificada (SE).

Andlises morfométricas

As analises morfométricas consistem na determinacao da altura,
largura e espessura com o auxilio de paquimetro, de acordo com a
RAS (BRASIL, 2009). Em geral, sio selecionadas aleatoriamente cem
sementes para constituir quatro grupos de 25 sementes (replicatas).

Determinacao do peso de mil sementes

O peso de mil sementes é importante para calcular a densidade
de semeadura, o nimero de sementes por embalagem e o peso da
amostra de trabalho para andlise de pureza quando nio especificado
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nas RAS (BRASIL, 2009). E uma informacio que d4 ideia do tamanho
das sementes, assim como do estado de maturidade e de sanidade. O
peso de mil sementes normalmente ¢ realizado utilizando dez repeti-
¢Oes de cem sementes, para determinar a massa média, que pode ser
expresso em gramas (g) ou outras unidades. A partir do peso médio, é
calculado o peso de mil sementes utilizando a seguinte férmula: Peso
de mil sementes (g) =Y X 10, em que Y é a média das dez repeti¢oes
das cem sementes. O valor de Y é multiplicado por 10, obtendo-se o
resultado do teste (BRASIL, 2009).

Gravu de umidade das sementes

A umidade da semente é um fator de grande importancia para a
qualidade da semente, assim como a varia¢ao da temperatura e a umi-
dade relativa do ambiente. As sementes tendem a entrar em equilibrio
higroscépico com o ambiente, e quanto maior a umidade do ambiente,
maior a umidade das sementes. A determinac¢ao do grau de umidade
das sementes pode ser realizada por gravimetria (BRASIL, 2009). As
sementes sao colocadas em recipientes de aluminio, por exemplo, e cor-
tadas antes da pesagem (sementes frescas e recipientes juntos (P)). Os
recipientes com sementes sao colocados na estufa de secagem a 105°C
por 24 horas. Apods as 24 horas, os recipientes com as sementes sao
colocados em dessecador por tempo necessario para esfriar os recipien-
tes. Posteriormente, realiza-se a pesagem final e a anota¢ao dos valores
obtidos (sementes secas juntamente com os recipientes (p)). Por fim,
a porcentagem de umidade é calculada utilizando a seguinte formula:

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

Onde:

P = Peso Inicial (Peso do recipiente e sua tampa adicionado ao
peso da semente

fresca (g));

p = Peso Final (Peso do recipiente e sua tampa adicionado ao
peso da semente seca (g));

t = Tara (peso inicial do recipiente com sua tampa (g)).
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Teste de germinacgéo

A germinacio das sementes é um processo critico de desenvolvi-
mento do ciclo de vida de espermatéfitos. Uma germinagao bem-sucedida
e o desenvolvimento de plantulas normais sao fatores decisivos para o
desenvolvimento da planta e boa produgao. As atividades metabdlicas do
eixo embriondrio s3o retomadas durante a germinac¢io, apds a embebicao
de 4gua. Essa é uma etapa critica para o biociclo vegetal pelo fato de o
processo estar associado a varios fatores de natureza extrinseca (fatores
do ambiente fisico) e intrinseca, ou seja, a processos fisiometabdlicos
(BARBOSA, 2020; FAGUNDES; CAMARGOS; COSTA, 2011; NERY
et al., 2007; SANTOS, 1999), que devem ser considerados durante a
realizacao do experimento.

Parametros da germinagao de sementes sao de grande importancia
para avaliar a qualidade das sementes e assim determinar o vigor do
lote. A germina¢ao maxima (Gmax) serve para avaliar a qualidade das
sementes quanto a germinacio; através do T50 (tempo para alcancar
50% da germinagio), analisa-se a viabilidade e o vigor das sementes; o
indice de uniformidade (U8416) corresponde ao tempo que as sementes
de determinado lote germinam dentro do espago de tempo especifico,
permitindo avaliar o quanto uniforme é a germinac¢ao; a drea abaixo da
curva de germinagao (AAC) é um parametro que permite avaliar o vigor
das sementes a partir do Gmax e T50. Para a avalia¢do da germinabilidade
e dos parametros de germinagio (Gmax, T50, U8416, AAC), pode ser
utilizado o software Germinator (JOOSEN et al., 2010).

O teste de germinagio deve ser realizado com sementes desin-
festadas utilizando, por exemplo, solucao de hipoclorito 0,5% e tween
20. Para isso, as sementes sao submersas na solug¢do de hipoclorito por
vinte minutos sob agitacdo constante. Em seguida, as sementes sio
lavadas com agua destilada para a remogao do hipoclorito e do tween
20. Posteriormente, as sementes sao colocadas para secar em cima de
papel toalha. Incialmente, é necessario realizar diferentes testes de ger-
minac¢ao para verificar a melhor forma, considerando o tipo de semente,
para continuidade dos experimentos.

O tegumento funciona como um protetor das sementes e sua
remocao facilita o processo de penetragdo da dgua e nutrientes para
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dentro da semente. Além do fato de acelerar a embebicao, pode existir
alguma substancia quimica presente no tegumento que iniba a germi-
nagdo. No entanto sua parcial ou total auséncia faz que os processos
metabolitos das sementes aumente de forma muito rapida. Para facilitar
o0 processo e garantir maior uniformidade da embebicao, sao removidas
as carunculas das sementes ou realiza-se teste com sementes inteiras
(incluindo o tegumento), com sementes sem tegumento e sementes
escarificadas. Entretanto a remogao do tegumento pode facilitar a con-
taminagao por fungos e bactérias, e a ocorréncia de danos ao embriao
(FOGACA, 2000; MORAES, 2007; OLIVEIRA; SCHLEDER; FAVERO,
2006; SOETISNA et al., 1985).

Apbs a germinacao e producio de plantulas, os seguintes pa-
rametros sao avaliados: plantulas normais (%), plantulas anormais
deformadas (%), plantulas anormais deterioradas (%), sementes mor-
tas (confirmadas pelo teste de tetrazélio), sementes nao germinadas,
biometria das plantulas normais (mm) e massa seca das plantulas
normais (g). Importante salientar que, apds a contagem e medigao das
plantulas normais, estas sdo colocadas para secar na estufa a 80°C até
peso constante, para se obter o valor da massa seca.

Curva de embebicéao

As células dos tecidos embrionarios e demais tecidos das sementes
apresentam potencial hidrico que pode ser especifico a cada tecido, cé-
lula ou até mesmo a cada compartimento celular e espécie analisada. A
embebicio das sementes constitui um importante procedimento técnico
para auxiliar na identifica¢do da especificidade de dorméncia, sobretudo
quando associado a dureza e a impermeabilidade de tegumento. Ocorrem
diferencas no padrio de absor¢ao de 4gua na mesma cultivar em fun¢ao
da presenca ou nao do tegumento, do teor de dgua inicial dos tecidos e
do lote de sementes avaliado. Assim, o processo e curva de embebic3o,
além de ser uma caracteristica do genétipo/lote avaliado, também ¢é
influenciado por varidveis ambientais. Portanto o estudo da embebi¢ao
de 4gua nas sementes, mesmo sendo da mesma espécie e cultivar, é im-
portante em pesquisas cientificas, pois o conhecimento desse processo
permite o entendimento das etapas iniciais do processo germinativo e
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possibilita o desenvolvimento de técnicas que visam avaliar e melhorar
a qualidade das sementes, utilizando diferentes tratamentos (CASTRO;
HILHORST, 2004; LUZ, 2012; PINHO; CARVALHO; DELACHIAVE,
2004; TELES, 2013). O procedimento para determinagio da curva de
embebicao de sementes é padronizado em fungio da espécie, e varias
adaptagOes sdo realizadas a partir do método-padrao.

Condutividade elétrica e pH do
exsudado de sementes

O teste de condutividade elétrica é uma forma simples de avaliar o
vigor das sementes, baseando-se na integridade das membranas celulares,
possibilitando que o processo de deterioragao seja detectado. Tem como
principio o aumento da permeabilidade da membrana, a medida que
a semente se deteriora e causa desorganizac¢ao na estrutura das mem-
branas, proporcionando aumento na quantidade de lixiviados que sio
exsudados pelas células, resultando em uma maior perda biomoléculas
e, principalmente, ions inorganicos, tais como K*, Ca**, Mg+* e Na*
(ASSOCIATION OF OFFICIAL SEED ANALYSTS, 1983; DOIJODE,
1988; MORAES 2007). Para a determinac¢ao da condutividade elétrica
do exsudado das sementes, hd varias indicagdes a partir do método
basico (FOGACA et al., 2017; LIMA; ABDALLA, 2001; ZUCHI et al.,
2012). Os resultados sao expressos em uS.cm~L.g™L.

A avaliagio do pH do exsudato da d4gua, durante o mesmo periodo
de andlise da condutividade elétrica, é realizada para avaliar se ocorreu
alteracdes no pH (ARALDI; COELHO, 2015; SANTOS et al., 2011). O
teste é baseado na permeabilidade de membranas, envolvendo a lixi-
viagdo de solutos e a integridade do tegumento. O método se baseia no
mesmo principio da condutividade elétrica. Durante a embebicao das
sementes em agua, ocorre a liberagdo de metabdlitos como agtcares,
acidos organicos e ions H*, os quais acidificam o meio e provocam a
diminui¢ao do pH do exsudato das sementes. Isso ocorre com as se-
mentes com danos de membrana, principalmente as deterioradas, que
liberam maior quantidade de ions, resultando em menores valores de
pH (ARALDI; COELHO, 2015; CARVALHO; SILVA; DAVIDE, 2006;
SANTOS et al., 2011).
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Teste de tetrazédlio

O teste de tetrazolio é utilizado para avaliar o vigor e a viabilidade
das sementes. Baseia-se na atividade das desidrogenases nos tecidos
vivos, enzimas que catalisam rea¢des nas mitocondrias durante a glicélise
e o ciclo de Krebs. A liberagao de ions de hidrogénio (H*) ocorre durante
o processo de respiracao celular dos tecidos vivos e sdo transferidos por
um grupo de enzimas desidrogenases, particularmente a desidrogenase
do acido malico. Nesse teste, os ions de hidrogénio sio transferidos
para o sal 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazélio, substincia de coloragao
incolor, soluvel e difusivel que atua como receptor. Ao reagir com os ions
de hidrogénio, o tetrazélio forma uma substancia estavel, de coloragao
vermelha e insoltvel, denominada de trifenilformazam nao difusivel.
A formacao de produto indica que as desidrogenases estdo ativas e,
consequentemente, que ha atividade respiratéria nas mitocondrias,
portanto ha viabilidade celular e do tecido. Esta reagao se processa no
interior das células vivas e o composto se difunde, portanto ha nitida
separacao dos tecidos vivos e coloridos que respiram daqueles mortos
e que nio colorem (DELOUCHE; BASKIN, 1973; GARLET, SOUZA;
DELAZERI, 2015; GASPAR-OLIVEIRA; MARTINS; NAKAGAWA, 2009,
2010, 2011; MORAES, 2007).

Nas sementes deterioradas ou danificadas mecanicamente, as
enzimas desidrogenases estao inativadas e por isso nao ocorre a reagao
com o sal de tetrazdlio, consequentemente, nao desenvolvem uma co-
lora¢do, enquanto as vigorosas apresentam coloragao résea a vermelha
brilhante. Segundo Gaspar-Oliveira, Martins e Nakagawa (2010) e as
RAS (BRASIL, 2009), um fator de extrema importancia é a identificacao
de alteracOes nos tecidos das sementes e a identificacao das sementes
viaveis ou invidveis pelo manipulador do teste, considerando o padrao
de coloragao para a sele¢cdo das sementes. Sementes com 50% do en-
dosperma e 100% do embrido corado de vermelho s3o consideradas
vidveis e sementes com menor propor¢ao de colorac¢ao sao consideradas
invidveis (Figura 34).
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Figura 34 - Teste de tetrazdlio em sementes da cultivar 188 BRS Paraguacu de Ricinus
communis L., padrdes de sementes invidveis (com menos de 50% do endosperma corado
e menos de 100% do embrido corado) e vidveis (com mais de 50% do endosperma
corado e 100% do embrido corado). A e B. sementes inviaveis; C. semente viavel.

Envelhecimento acelerado

Existem alguns testes para andlise do envelhecimento de sementes.
Aqui sera tratado sobre o teste de envelhecimento acelerado (TEA). Esse
teste consiste em submeter as sementes a altas condi¢oes de umidade
e temperatura, e baseia-se no fato de que a taxa de deterioracao das
sementes é aumentada consideravelmente através de sua exposicao a
niveis elevados de temperatura e umidade relativa. Devido a isso, se-
mentes de menor qualidade deterioram-se mais rapidamente do que as
mais vigorosas, com reflexos na germinagio apds o TEA. Além disso,
é reconhecido como um teste para a avaliacdo de vigor que é capaz de
proporcionar informagdes com alto grau de consisténcia (MORAES,
2007; SILVEIRA, 2006; TESNIER, 2002).

E importante ressaltar que, ao realizar o TEA, h4 dois estresses
submetidos sob a semente, que é o térmico e o outro por umidade,
levando em consideragdo a umidade da semente e a alta UR a qual foi
submetida durante o TEA. A umidade desencadeia deterioragao causando
alteragoes fisicas, por exemplo, sucessivas expansoes e contra¢des do
volume das sementes ocasionam a formac¢ao de enrugamento. Além de
acontecer o cansago fisico dos tecidos, que pode resultar em ruptura
do tegumento e dos tecidos embriondrios, comprometendo o desem-
penho das membranas aos niveis celular e subcelular. A deterioragdo
causada por umidade também ¢é capaz de deixar a semente vulneravel
a impacto mecénico e contamina¢do por microorganismo (FRANCA
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NETO; HENNING, 1984; FRANCA NETO; KRYZANOWSKI; SILVA,
2005; HUTH, 2015).

O estresse térmico causa grandes lesdes na semente devido a
submissdo a altas temperaturas, gerando agregacao e desnaturagao de
proteinas, aumento na fluidez dos lipideos de membrana, indiretas
ou baixas lesdes que incluem a inativa¢do de enzimas no cloroplasto
e mitocondrias, inibi¢do da sintese proteica, degradacao e perda da
integridade da membrana, afeta na organiza¢ao de microtibulos e na
divisao e/ou alongamento do eixo e formacao de microttibulos. Essas
lesdes acabam levando a inibi¢do no crescimento, reduc¢ao do fluxo
ionico, produgao de compostos téxicos e sintese de erro (HOWARTH,
2005; SMERTENKO et al., 1997; WAHID et al., 2007).

A deficiéncia de agua impede a ativagao de processos bioquimicos,
fisicos e fisioldgicos, que define a retomada do crescimento do embrido.
Contudo a umidade da semente nao pode ser demasiada, porque pode
limitar a aeragdo e prejudicar a germinagdo. Ao longo da realizag¢ao do
teste de germinacgao, restri¢des de oxigénio podem provocar atraso
ou paralisa¢gao no desenvolvimento das plantulas, ou a ocorréncia de
anormalidades, como a presenca de plantulas anormais deformadas
e deterioradas, associadas a acontecimentos citados anteriormente e
que também normalmente sdo avaliados. O estresse térmico também
afeta diretamente o tamanho e desenvolvimento da plantula, redu-
zindo significativamente a massa seca das plantulas (COIMBRA et
al., 2007; INTERNATIONAL SEED TESTING ASSOCIATION, 2004;
PHANEENDRANATH, 1980), por isso esses parametros devem ser
analisados.

Para padronizac¢ao do teste de envelhecimento acelerado as semen-
tes devem ser submetidas a diversas andlises, dentre elas: teste de ger-
minagao; determinag¢ao do grau de umidade das sementes; determinagao
UR e TA; condutividade elétrica e pH do exsudato das sementes; teste
de tetrazoélio, entre outras. Apds a padronizagao e realizagdo do TEA,
é necessario verificar como o estrese ao qual a semente foi submetida
afeta as sementes e plantulas produzidas. Ha uma série de analises que
podem ser realizadas, entre elas indicamos andlises morfofisioldgicas,
avaliar os pardmetros de germinag¢do, determinar o grau de umidade
das sementes, a condutividade elétrica e pH do exsudato das sementes,
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e realizar o teste de tetrazélio. Também, a andlise de RNA-seq, da
peroxidacao lipidica, determinagao da atividade antioxidante e de en-
zimas antioxidantes, determinac¢ao dos metabdlitos e identificacao de
biomarcadores de envelhecimento, como representado na Figura 35.

Para a realizacdo dessas andlises, deve-se determinar o tecido
a ser analisado, as condi¢des experimentais, a exemplo do tempo de
embebicao e fase do crescimento a ser verificado. Os estudos realizados
por Jianhua e Mcdonald (1997), Marcos Filho e demais autores (2000),
Braga Junior (2009) e Garza-Caligaris e demais autores (2012) demons-
tram diferentes adapta¢des que devem ser feitas para condu¢ao do TEA,
considerando a espécie estudada. Durante o experimento de TEA, é
muito importante monitorar a umidade nas sementes, da temperatura
e umidade relativa do ambiente.

Andlises transcriptomicas

As tecnologias dmicas, como a gendmica, protedmica, transcrip-
tomica, fendmica e metabolémica, proporcionaram grande progresso
na andlise e compreensao dos mecanismos bioquimicos e moleculares
dos processos bioldgicos e de respostas a estresses bidticos e abidticos
que os organismos, em especial as plantas, sdo submetidas ao longo
do ciclo de vida. As plataformas dmicas permitem a andlise completa
de sistemas bioldgicos, caracterizando, identificando e quantificando
produtos de determinada classe, como os genes (genoma), mRNA
(transcriptoma), proteinas (proteoma) e metabdlitos (metaboloma).

Quando as sementes sio expostas a diferentes fatores estressores,
ocorre percep¢ao dos sinais e mudancas no nivel molecular, alterando
a expressao de genes e acumulo de transcritos. Assim, ha aumento
ou diminui¢io da sintese de proteinas relacionadas ao estresse e a
tolerancia. A percepc¢do do estresse e transmissao de sinais associados
a uma resposta adaptativa desencadeiam mecanismos-chaves para a
tolerdncia ao estresse que podem ser avaliados e correlacionados com
outras andlises complementares. Geralmente, a resposta ao estresse
envolve sinalizacio via sistema redox, sinalizacao através de ERO, calcio
(Ca?*), ativagao de horménios e reprogramacgio gendmica via cascata
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de sinalizagao envolvendo vias metabdlicas que afetam a fisiologia da
semente e da planta.

Figura 35 - Analises das sementes da cultivar 188 BRS Paraguacu de Ricinus communis
L. Sementes do teste controle e submetidas ao TEA

| Sementes cultivar 188 BRS Paraguagu |
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Nota: Determinagdo do grau de umidade, umidade relativa (UR) e temperatura do ambiente
(TA); teste de germinagdo, determinag¢ao da condutividade elétrica e pH do exsudato da semente;
teste de tetrazdlio. Embebi¢ao das sementes em agua, seguida da extragdo de RNA das sementes;
realizagdo da analise de RNA-seq; determina¢ido dos metabdlitos primdrios (8) e secundarios
das sementes (9); peroxidagdo lipidica (10) através da determinagdo de malonaldeido (MDA);
extragdo e quantificagdo (11) de proteinas totais (PT); determinagdo da atividade das enzimas
antioxidantes (12): superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX),
monodehidroascorbato redutase (MDHAR), glutationa redutase (GR), dehidroascorbato redutase
(DHAR), glutationa peroxidase (GPX), glutationa S-transferase (GST).

O transcriptoma é considerado como o conjunto completo de
transcritos em uma célula. Entender o transcriptoma é essencial para
interpretar os elementos funcionais do genoma e revelar os constituintes
moleculares de células e tecidos, e para entender o desenvolvimento e a
resposta a diversos fatores. Os principais objetivos de transcriptomica
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sdo: catalogar todas as espécies de transcritos, incluindo os mRNA
(RNA mensageiro), ncRNA (RNA nio codificante), miRNA (RNA de
interferéncia). Além de determinar a estrutura transcricional dos genes,
em termo de seus locais de partida (extremidade 5’-3’), avaliam-se
padrdes de splicing e outras modificagdes pds-transcricionais; mudancga
nos niveis de expressio de cada transcri¢ao durante o desenvolvimen-
to e sob diferentes condicbes (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).
Estudos utilizando esta abordagem alteraram a visao sobre a extensao
e complexidade de transcriptomas.

O sequenciamento é a principal ferramenta nas avalia¢Oes trans-
criptdmicas, sendo necessario para, por exemplo, a andlise de RNA-Seq,
técnica desenvolvida para perfis de transcriptoma. O RNA-Seq é uma
ferramenta poderosa, com variedade notavelmente diversificada de
aplicagdes em estudos de plantas, que utiliza tecnologia de sequencia-
mento de segunda geragdo para formar o perfil de RNA mensageiro,
originando milhdes de fragmentos de sequéncias curtas. E indicada
para a analise quantitativa de niveis de expressao de transcritos, forne-
cendo uma medi¢ao muito mais precisa, em uma ou mais condi¢es, e
de suas isoformas, em comparagao a outros métodos, além de possuir
elevada sensibilidade, que permite a detec¢io em mais de determina-
do tipo celular (FAGUNDES; CAGLIARI, 2019; GONCALVES, 2015;
MARGUERAT, BAHLER, 2010; TRAPNELL; PACHTER; SALZBERG,
2009; WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).

Andlises metabolomicas

A andlise dos metabdlitos tem sido parte da ciéncia da vida por
varias décadas, constituindo um papel muito importante no desenvol-
vimento dos métodos para diagndsticos de doengas, de caracterizaciao
fenotipica, linhagens e cultivares, controle de qualidade de produtos
alimentares e para estudar o estado fisioldgico de diferentes organismos
(HALL, 2006).

As plantas s3o organismos que apresentam grande disseminagao,
além de rotas metabdlicas com produc¢iao de uma variedade de meta-
bélitos primdrios e secunddrios. Portanto o estudo desses organismos
proporciona uma importancia significativa para o avango tecnoldgico
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através da elucidagdo de seus metabdlitos, principalmente quando
relacionados a respostas das plantas a diferentes estresses bidticos e
abidticos, como também para a identificagdo e o isolamento de biomo-
léculas importantes para o desenvolvimento humano, podendo ser a
base para novas descobertas (ABDELNUR, 2011).

Os metabdlitos apresentam um conjunto de diversos arranjos
atémicos, proporcionando uma ampla varia¢ao nas propriedades fisicas
e quimicas. As andlises de metabdlitos primdrios e secundarios com
baixo peso molecular, polares, nao polares e volateis é indicado por grau
de diversidade (ABDELNUR, 2011; DUNN; ELLIS, 2005). Os metabo-
litos primarios sao produzidos pelos processos essenciais a vida, que
se caracterizam por grande producio e distribui¢cdo universal, e com
func¢des essenciais, sendo comum a todos os organismos (LEHNINGER;
COX; NELSON, 2011).

O metabolismo secunddrio caracteriza-se pela biossintese de bio-
moléculas com grande diversidade e complexidade estrutural, producao
de pequena escala, distribuico restrita e especificidade, tendo papel
adaptativo ao meio, defesa contra herbivoro e microrganismos, prote¢ao
contra raios UV, atragdes de polinizadores e atra¢gdes de animais disper-
sores de sementes (TAIZ; ZEIGER, 2004). Os metabolitos secundarios
tém sido alvo de interesse de muitos estudos por apresentar atividade
bioldgica interessantes, sendo de grande interesse principalmente para
as areas farmacéutica, alimenticia, agronémica e na industria de cosmé-
ticos. Para realizar a caracteriza¢ao e quantificagao destes compostos, é
necessario utilizar metodologias e equipamentos especificos, de acordo
com os metabdlitos e a via metabdlica de interesse ou a pergunta bio-
logica que se tem (ABDELNUR, 2011).

A tecnologia voltada para fornecimento de uma visao geral com-
preensiva qualitativa e quantitativa dos metabolitos presentes em um
organismo é chamada de metabolémica Rolim et al., (2015). A metabo-
l6mica pode ser definida como uma plataforma de analise orientada de
forma nao imparcial de metabolitos celulares em amostras bioldgicas,
e pode ser considerada um paradigma no campo da bioquimica anali-
tica, que teve seu inicio na era gendémica. E utilizada para identificar
origem de graos de diferentes espécies, identificagao de populagoes de
determinadas plantas, de diferentes gendtipos e cultivares, para avaliar
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variagdo de metabdlitos de uma mesma espécie em diferentes regides,
para avaliar resisténcia de plantas a herbicidas e tolerancia a seca, entre
outras avaliacdes (BRUNETTI et al., 2013).

Abordagens metaboldmicas oferecem oportunidades tnicas para
examinar o fenétipo funcional dos organismos, por fazer uma percep-
¢ao tdo poderosa em respostas das plantas a variagdes abidticas ou
bidticas, a nivel individual ou na populagdo e, portanto, contribuir sig-
nificativamente para avaliagao de questdes ecoldgicas, principalmente
relacionadas ao habitat ambiental. Isso é possivel através do estudo
do metaboloma e multivariadas, e subsequentes andlises estatisticas
de espécies dentro de um género, distribuidos em muitas populagdes
locais. O uso de perfis metabdlitos em diagndsticos é uma ferramenta
fundamental quando aliada a estatistica, para esclarecer as principais
alteracbes metabdlicas causadas por qualquer perturbacao (BRUNETTI
et al., 2013; SCHAUER; FERNIE, 2006).

A metabolomica tem sido muito utilizada, no entanto ainda é
algo complexo que apresenta muitas limita¢gdes. Contudo, com os
avancos de tecnologias aplicadas a andlise quimica, combinada com a
revolu¢do gendmica e identificacdo do genoma de diferentes sistemas
biolégicos, ficou muito mais facil a identificagdo e quantificacao dos
metabdlitos e o estudo do metaboloma (VILLAS-BOAS et al., 2005).
A andlise de metabdlitos pode ser realizada por meio de varios méto-
dos usados para detecgo, tais como a espectrometria de massa (MS),
ressonancia magnética nuclear (RMN), interferometria de polarizagao
dupla (IPD), espectroscopia de fluorescéncia, entre outras técnicas
analiticas (GIOVANE; BALESTRIERI; NAPOLI, 2008; HAM, 2009; LI
et al., 2014; VIANT, SOMMER, 2013). A espectrometria de massas e
NMR sao métodos poderosos para a identificagao de diferentes classes
de metabdlitos, com alta sensibilidade e abordagens de alto rendimento.
Contudo é necessario o uso de métodos de separagio antes da detec-
¢ao, assim varias técnicas cromatograficas sao utilizadas, tais como
cromatografia gasosa (GC) e cromatografia liquida (LC) (GIOVANE;
BALESTRIERI; NAPOLI, 2008; HAM, 2009; LI; YANG; BAI, 2014;
VIANT, SOMMER, 2013).

As cromatografias CG e LC acopladas a espectrometria de mas-
sa sdo bastante utilizadas em estudos metaboldémicos por apresentar
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robustez, alta sensibilidade, seletividade e repetibilidade (GIOVANE;
BALESTRIERI; NAPOLI, 2008; GOODACRE et al., 2004; NAVAS-
IGLESIAS et al., 2009; VAN DER GREEEF et al., 2004). A associacao
de vérias plataformas analiticas é necessaria para aumentar a cobertura
do metaboloma e frequentemente usada na analise dos subconjuntos
de classes quimicas para caracterizar, identificar e quantificar muitos
compostos em uma mesma amostra biolégica (FIEHN, 2008; GIOVANE;
BALESTRIERI; NAPOLI, 2008; KADDURAH-DAOUK; KRISHNAN,
2009; KATAJAMAA; ORESIC, 2005).

O uso de GC-MS apresenta grande vantagem e resulta da cons-
trugdo de bibliotecas de espectros, conferindo alta confiabilidade na
identificagdo dos metabdlitos, que acorda a informac¢ao de tempo de
retencao e o padrao de fragmentacio obtido, em decorréncia da ionizagao
por elétrons. Grande parte dos metabdlitos requer derivatizagao, para
que se tornem volateis a baixas temperaturas para serem analisados
por CG. A derivatizagio é um procedimento que pode introduzir erros
por perdas por volatiza¢ao durante o processo e limita o numero de
amostras a serem trabalhadas em conjunto (CANUTO et al., 2018).
Outro fator importante é a escolha do gas de arraste ao usar o GC-MS.
Isso acontece porque o MS é muito sensivel a impurezas. Devido a
isso, podem ocorrer danos significativos e eleva¢ao dos ruidos, além
de reduzir a sensibilidade da técnica (CANUTO et al., 2018, ROLIM
et al., 2015; VILLAS-BOAS; GOMBERT, 2006).

Cada vez mais o uso da cromatografia liquida acoplada a espectro-
metria de massa (LC-MS) vem sendo aplicada nos estudos envolvendo
andlises metabolomicas. Esta é uma técnica analitica que apresenta alta
robustez, sensibilidade e seletividade, além de ser de facil operagao. A
LC-MS é considerada uma técnica abrangente no que se refere a classe
de compostos a ser analisada, devido a grande variedade de fases esta-
ciondrias disponiveis, além dos diferentes modos de separagio, como
a eluicao em fase reversa (fundamentalmente parti¢ao), com ou sem
pareamento idnico, intera¢do hidrofilica e troca idnica. Através dos
dados de LC-MS, é possivel compreender os processos metabdlicos
que promovem danos em diferentes tecidos nas sementes (CANUTO
et al., 2018; ROLIM et al., 2015).
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Peroxidacéo lipidica

Quando os niveis de ERO aumentam e ficam acima do limite
considerado adequado, ocorre um aumento da peroxidagio lipidica
tanto nas membranas das células quanto nas membranas das organe-
las, que afeta o funcionamento normal da célula. Quando a semente
é envelhecida, ocorre maior peroxidacao dos lipideos e, a depender o
nivel de dano, ha uma diminuicao na atividade enzimatica removedora
de peréxidos, contribuindo para a perda da viabilidade (ATAIDE et
al., 2012; JOOSEN et al., 2010; SHARMA et al., 2012). A peroxida¢io
lipidica agrava a oxidagao e o estresse através do aumento de radicais
derivados dos lipideos que podem agir danificando proteinas, acidos
nucleicos e lipideos (CORTE et al., 2010; SHARMA; DUBEY, 2005;
SHARMA et al., 2012).

A andlise da peroxidagdo lipidica tem sido utilizada como mar-
cador para lesdes em membranas ocasionadas por ERO sob condigoes
estressantes. O aumento da peroxidac¢ao lipidica aumenta a producao de
malonaldeido (MDA). Este é um dos produtos da peroxida¢ao de acidos
graxos insaturados e poli-insaturados de fosfolipidios, e é responsavel
pelos danos de membrana, sendo utilizado como indicativo de estres-
se oxidativo (ATAiDE et al., 2012; BAILLY, 2004; LIMA; ABDALLA,
2001). Um dos métodos mais utilizados para a avaliacao da peroxidagao
lipidica através da andlise do MDA é o método descrito por Heath e
Packer (1968). A quantidade de MDA é calculada usando o coeficiente
de extingao molar 155 mM~'cm™! e os resultados sdo expressos em uM
MDA g~! de massa seca.

Avaliacdo de enzimas antioxidantes

A manutengao do sistema enzimadtico é importante para remover
ou reduzir a agdo das ERO que causam danos e afetam negativamente
o potencial da semente. Ha enzimas que agem diretamente na remo¢ao
das ERO, no entanto ha outras que agem conjuntamente com outras
enzimas, a exemplo da glutationa redutase (ROVER JUNIOR et al.,
2001). Ha varios métodos para avaliagao da atividade das enzimas,
sendo a espectrofotometria a técnica mais utilizada para esta analise.
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Os métodos sao especificos para cada enzima e serdo indicados os
espectrofotométricos UV/V para andlise de algumas dessas enzimas.

Superoéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da enzima superéxido dismutase pode ser determi-
nada através da detec¢ao espectrofotométrica do formazan (produto
de reducao do azul de nitrotetrazélio - NBT) a 560 nm, mediado pelos
radicais superdxidos, que sao formados quando a riboflavina é subme-
tida a luz (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971; GIANOPOLITIS; RIES,
1977; OMAR et al., 2012; DONAHUE et al.,1997; SILVA et al., 2012).
A luz causa uma fotélise na riboflavina, que providencia um elétron
para o oxigénio do ambiente (O,), resultando no ion superéxido (O,57).
O superdxido atua reduzindo o NBT a formazan (produto de colora¢ao
roxa). Na presenca de SOD (Figura 36), a reagio é inibida e nao ocor-
re producio de formazan, e esta inibi¢do é utilizada para determinar
atividade enzimatica da SOD (ALFENAS, 2006), considerada como a
quantidade de enzima (SOD) necessaria para inibir em 50% a fotorre-
ducdo do NBT. A atividade é calculada pela reagao especifica e expressa
em Unidade SOD.ug 'de Proteina. O célculo é realizado segundo a
férmula a seguir:

SOD (Unidade /uL) = [(V/v) - 1] x F /[PT], onde:

V corresponde a taxa de reacao na auséncia da SOD;

v corresponde a taxa de reacao na presenca da enzima;

F é o fator de dilui¢ao da amostra;

PT corresponde a concentragio de proteinas totais do extrato bruto.

Catalase (CAT, EC 1.11.7.6)

A atividade da CAT ¢ determinada pela decomposi¢do enzimati-
ca do peréxido de hidrogénio (H,0,), sendo esse decaimento medido
através da leitura da absorbancia em espectrofotometro a 240 nm
(BERGMEYER,1970). A atividade da enzima é calculada com base
no coeficiente de extingao molar do peréxido de hidrogénio (0,0436
Mcm™1). Uma unidade de atividade (U) é definida como a quantidade
necessdria de enzima para converter 1 mmol de substrato em produto
por minuto, por uL, nas condi¢des do ensaio. O resultado é expresso
em UCAT (H,O,min"!. ug! proteina).
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Figura 36 - Esquema da determinagao da atividade da SOD.
A) o

2

02 Ambiente
o

2
‘ 0,+e—0," # Reduz o NBT
o

NBT ™% FORMAZAN

L
uz o
2
Riboflavina

B) SOD EC1I5.1.1 20, +2H' - H,0,+0,

02 'rh
02 Ambien "i ¢

o o, sop \ssasesas
# 0,+¢c —0- W) rNaffxer ([roeeco

o 2 e N

Riboflavina »  FORMAZAN

Nota: A luz causa fotdlise na riboflavina, que transfere um elétron para o oxigénio do ambiente
(02), resultando no ion superéxido (O,[]—). A. O superéxido atua reduzindo o NBT (cloreto de
tetrazolio-nitroazul) a formazan, de coloragao roxa; B. na presenc¢a de SOD, a rea¢ao é inibida e
nao ocorre produ¢ao de formazan. Esta inibi¢do é utilizada para determinar atividade enzimatica
da SOD.

Ascorbato peroxidase (APX, EC 1.1.11.1)

A atividade da APX normalmente ¢ realizada pelo monitoramento
da oxida¢do do ascorbato (ASA), sendo acompanhada pela leitura da
absorbancia a 290 nm durante certo periodo, segundo Nakano e Asada
(1981). A taxa de oxidagio do ascorbato é determinada pelo decrés-
cimo na absorbancia, e a atividade da APX expressa como mmol ASA
consumido min~'ug-'proteinas.

Monodehidroascorbato redutase
(MDHAR, EC 1.6.5.4)

Esta enzima faz parte do ciclo da ascorbato glutationa. A MDHAR
estd envolvida na regeneraciao do ascorbato, através do poder redutor
do NADPH + H*, com gera¢ao de monodehidroascorbato e monito-
ramento através da reducao da absorbincia a 340 nm durante certo
intervalo de tempo (MIYAKE; ASADA, 1992; MURSHED et al., 2008).
A atividade especifica deve ser calculada usando o coeficiente de extingao
molar de 6.22 mM~'cm™}, e o resultado expresso em MDHAR (umol
min~'ug !proteina).
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Glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2)

O método para determinar a atividade da glutationa redutase pode
ser baseado no aumento na absorbancia quando ocorre a oxidagio do
5,5’ditiobis (acido 2-nitrobenzdico) (DTNB) ao receber um grupo tiol
liberado pela glutationa liberando o anion colorido denominado 4cido
tionitrobenzéico (TNB). A formagao de TNB é medida espectrofoto-
metricamente em 412 nm. Neste comprimento de onda ha absorc¢io
maxima do TNB e o resultado da GR ¢é expresso em umol minlug?!
proteina usando o coeficiente de extingao molar (¢ = 13.600 M-'cm™)
(SMITH, et al., 1998).

Dehidroascorbato redutase (DHAR, EC 1.8.5.1)

A dehidroascorbato redutase faz parte do conjunto de enzimas que
compdem o ciclo da glutationa. A DHAR regenera o dehidroascorbato
(DHA) a ascorbato e sua atividade é determinada pelo monitoramento
da reducao do dehidroascorbato dependente de glutationa a 265 nm
(MURSHED et al., 2008). A atividade especifica é calculada usando o
coeficiente de extingao molar de 14 mM~'cm~'. O célculo pode ser rea-
lizado utilizando o coeficiente de extingao molar da glutationa oxidada
(0,18 mM.cm™!) e os resultados expressos em DHAR (umol min~lug™!
proteina).

Glutationa peroxidase (GPX, EC 1.11.1.9)

Faz parte de uma grande familia de enzimas com vdrias isoenzimas
que utilizam o GSH para reduzir o peréxido de hidrogénio (H,0O,), hidro-
peréxidos organicos e lipidicos (LOOH), e mensurada através da oxidagao
do NADPH +H*a 340 nm (LEE et al., 2003; PAGLIA; VALENTINE, 1967).
O resultado é expresso em GPX (umolmin~'ug~!proteina).

Glutationa S-transferase (GST, EC 2.5.1.18)

O ensaio da glutationa transferase pode ser realizado usando o
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato e mensurando o
aumento da absorbancia no comprimento de onda de 340 nm, até a
formagao de glutationa conjugada (DROTAR; PHELPS; FALL,1985). O
resultado é expresso em GST (umolmin~lug~! proteina).
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