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RESUMO

Para avaliar o vigor das sementes, é possivel realizar o envelhecimento acelerado
(EA), que consiste em submeter as sementes a alta temperatura e umidade. Além
disso, esse teste permite avaliar o comportamento das sementes a nivel fisiologico,
bioguimico e molecular. Objetivou-se nesse estudo avaliar o comportamento de
sementes das cultivares BRS 188 Paraguacu e BRS 149 Nordestina de Ricinus
communis L. antes e apos serem submetidas ao EA quanto perfil metabolémico,
transcriptdbmico, enzimatico e fisiolégico. Foram realizadas as seguintes analises:
caracterizacao inicial das sementes, padronizacdo do EA, grau de umidade das
sementes, teste de germinacdo, determinacdo da condutividade elétrica e pH do
exsudato, teste de tetrazolio, peroxidacao lipidica (niveis de malonaldeido — MDA),
determinacdo das atividades das enzimas antioxidantes (superoxido dismutase —
SOD, catalase — CAT, ascorbato peroxidase — APX, monodehidroascorbato redutase
— MDHAR, dehidroascorbato redutase — DHAR, glutationa redutase — GR, glutationa
peroxidase — GPX e glutationa S-transferase — GST). Realizou-se a avaliacdo de
metabalitos primarios e secundarios por metabolémica, e a producdo dos transcritos
através do teste de RNA-seq para as sementes de BRS 188 Paraguacu. Nas
sementes BRS 188 Paraguacu apos o EA, ocorreu perda de vigor, aumento da
condutividade elétrica, alteracdo na producédo de metabdlitos primarios (galactinol,
mio-inossitol, melibiose, acido glioxilico, sorbitol, inositol, xilose, sacarose e ribitol) e
secundarios das classes dos terpenos, compostos fendélicos e alcaloides, e maior
expressao de genes, principalmente do metabolismo energético. Em resposta a EA, o
aumento da concentracdo de MDA e da atividade de APX e CAT s foi significativo na
semente inteira, enquanto a SOD e a DHAR foram enzimas que apresentaram
aumento significativo da atividade na semente inteira e no embrido. A alteragéo de
atividade de GST e GPX foi significativa apenas em amostras dos embrifes. Ja a
cultivar BRS 149 Nordestina, apresentou apés o EA reducdo significativa na
viabilidade, com danos de membrana e aumento da peroxidacéo lipidica. O aumento
da atividade de SOD, APX e DHAR foram significativos nas sementes inteiras e no
embrido, enquanto a atividade da CAT teve aumento na semente inteira. MDHAR, GR
e GPX, aumentou significativamente apenas no embrido. Ao analisar os mecanismos
fisioldgico, bioquimico e molecular das sementes apds o EA, MDA, SOD e DHAR, e o
aumento de eletrélitos no exsudado sdo biomarcadores bioquimicos para a avaliacao
da qualidade das sementes, assim como, 0S genes importantes para o0 metabolismo
energético sdo biomarcadores adequados para avaliacdo de qualidade de sementes
desta espécie.

Palavras-chaves: Cultivar BRS 188 Paraguacu, Cultivar 149 Nordestina; Viabilidade,
Vigor, Metabolismo energético.



ASTRACT

To assess seed vigor, it is possible to perform accelerated aging (AA), which consists
of submitting the seeds to high temperature and humidity. In addition, this test makes
it possible to evaluate the behavior of seeds at a physiological, biochemical and
molecular level. The objective of this study was to evaluate the behavior of seeds of
cultivars BRS 188 Paraguacu and BRS 149 Nordestina of Ricinus communis L. before
and after being submitted to AA regarding the metabolomic, transcriptomic, enzymatic
and physiological profile. The following analyzes were carried out: initial
characterization of seeds, AA standardization, seed moisture contente, germination
test, determination of electrical conductivity and pH exudate, tetrazolium test, lipid
peroxidation (malonaldehyde levels - MDA), determination of the activities of
antioxidant enzymes (superoxide dismutase — SOD, catalase — CAT, ascorbate
peroxidase — APX, monodehydroascorbate reductase — MDHAR, dehydroascorbate
reductase — DHAR, glutathione reductase — GR, glutathione peroxidase — GPX and
glutathione S-transferase — GST). The evaluation of primary and secondary
metabolites by metabolomics, and the production of transcripts through the RNA-seq
test for the seeds of BRS 188 Paraguacu. In the BRS 188 Paraguacu seeds after the
AA, there was a loss of vigor, increase in electrical conductivity, alteration in the
production of primary (galactinol, myo-inossitol, melibiose, glyoxylic acid, sorbitol,
inositol, xylose, sucrose and ribitol) and secondary metabolites of the terpene, phenolic
and alkaloid classes, and greater gene expression, especially energy metabolismo. In
response to AA, the increase in MDA concentration and APX and CAT activity was
only significant in the whole seed, while SOD and DHAR were enzymes that showed
a significant increase in activity in the whole seed and in the embryo. The change in
GST and GPX activity was significant only in embryo samples. The cultivar BRS 149
Nordestina, showed after AA a significant reduction in viability, with membrane
damage and increased lipid peroxidation. The increase in SOD activity, APX and
DHAR were significant in whole seeds and the embryo, while CAT activity in the whole
seed. MDHAR, GR and GPX, activity increased significantly only in the embryo. When
analyzing the physiological, biochemical and molecular mechanisms of seeds after AE,
that MDA, SOD and DHAR, and the increase of electrolytes in the exudate are
biochemical biomarkers for the evaluation of seed quality, even as, the genes
important for energy metabolism are suitable biomarkers for evaluating the quality of
seeds of this species.

Keywords: Cultivar BRS 188 Paraguacu, Cultivar 149 Nordestina; Viability, Stamina,
Energy metabolism.
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1. INTRODUCAO GERAL

Ricinus communis L., conhecida vulgarmente como mamona, € uma oleaginosa
pertencente a familia Euphorbiaceae. Esta espécie distribui-se pelos trépicos e
subtropicos, sendo bem adaptada as regifes tropicais. Seu 6leo tém uma vasta
aplicabilidade industrial, pode ser utilizado como insumo na fabricacdo de tintas e
vernizes, lubrificantes utilizados em aeronaves, fluidos hidraulicos, plasticos, préteses
0sseas e de vidro a prova de balas, producdo de cosméticos e produtos usados na
medicina, dentre outras aplicacdes (OGUNNIYI, 2006; SUJATHA et al., 2008;
HAJRAH et al., 2019).

R. communis, além de possuir uma grande importancia econémica, apresenta
relevancia social, principalmente para o semiarido nordestino, devido as suas
caracteristicas, por ser relativamente bem adaptada em condicbes de baixa
precipitacdo pluviométrica, apresentar baixo custo de producdo, facil manejo e
mercado consumidor. Também pode ser consorciada com outras culturas, tornando-
se assim uma excelente opcdo para a agricultura familiar desta regido brasileira
(BELTRAO et al., 2003; CESAR e BATALHA, 2010; VASCONCELLOS, 2012).

O ¢6leo de mamona é extraido de sementes, apresenta variabilidade em sua
cor, cheiro e sabor e é constituido em sua maioria (85-90%) de 6leo de ricino,
caracteristicamente constituido do acido ricinoleico (12-hidroxi-cis-9-octadecendico)
gue possui a presenca de hidroxila e insaturacdo. O grupo hidroxila confere
propriedades incomuns ao 6leo de mamona, como alta viscosidade, alta densidade e
solubilidade em &lcool. Estes indices fisicos e quimicos que caracterizam o Oleo
variam de acordo com a localizacéo, plantio, entre outros (MESSETTI et al., 2010;
RIOS et al., 2019; HAO et al., 2020; MISHRA et al., 2020; RAMAIAH et al., 2020).

Principalmente, por ser uma semente oleaginosa, a longevidade das suas
sementes é um fator chave, complexo, de importancia ecoldgica e agronémica. As
sementes passam por processos de envelhecimento que limitam sua viabilidade,
acabam causando danos ao DNA, acumulo de espécies reativas de oxigénio e
peroxidacdo lipidica. Estes, em geral, sdo considerados como 0s maiores
contribuidores para a deterioracdo de sementes, sendo capazes de causar perda da
propriedade basica da semente, ou seja, a capacidade de germinar. O

envelhecimento das sementes é uma questdo econdémica e cientifica vital, relacionada
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a resisténcia das sementes que depende de fatores internos (genéticos, estruturais e
fisiologicos) e externos (bidticos e abidticos) (BAILLY, 2004; HUANG et al., 2015;
KUREK et al., 2019; MIRA et al., 2020).

O desempenho de sementes de um determinado lote depende da qualidade
de suas sementes, que por sua vez esta relacionada a fatores intrinsecos como
genética, pureza, sanidade. Além de fatores extrinsecos, como condicBes de
armazenamento, temperatura, umidade, dentre outros (HUANG et al., 2015; RAHMAN
e CHO, 2016; MEDEIROS et al., 2020). A qualidade também pode ser influenciada
pelas condicBes da planta mae na formacao das sementes, colheita, beneficiamento,

bem como presenca de patdgenos.

A viabilidade da semente refere-se ao estagio em que uma semente é
metabolicamente ativa e contém enzimas capazes de catalisar as reacdes
necessarias para a germinacao e crescimento da plantula. O vigor é definido como a
propriedade da semente que determina o potencial para emergéncia uniforme, rapida
e o desenvolvimento de plantulas normais sob ampla gama de condi¢cdes de campo,
ou seja, a combinacdo de caracteristicas que determinam o potencial de alto
desempenho apds a semeadura (MARCOS-FILHO, 2015b; SINGH et al., 2015;
SINGH et al., 2017).

Fatores como o grau de umidade, danos mecanicos, pesticidas, embalagens,
envelhecimento, temperatura e umidade relativa (UR) séo responsaveis pelo declinio
da qualidade de sementes durante o armazenamento (TRZECIAK, 2012; SINGH et
al., 2015; CARVALHO et al., 2016; SINGH et al., 2017). Condi¢cdes adequadas de
armazenamento sdo importantes, para garantir a qualidade quanto aos aspectos
fisicos, fisioldgicos e sanitarios, que permitirdo manter a qualidade e a viabilidade da
semente por um maior periodo (MARCOS-FILHO, 2015b; SINGH et al., 2015; SINGH
et al., 2017; DRUMOND et al., 2020).

Altas temperaturas e elevada umidade relativa causam uma rapida
deterioragdo nas sementes, principalmente em sementes oleaginosas por
apresentarem altos teores de lipideos e serem mais susceptiveis a deterioracédo. Isto
porque estes fatores levam a alteragdes bioquimicas como o aumento da atividade
hidrolitica, aumento da respiracdo, danos a membrana celular, peroxidacgao lipidica e,

consequentemente, a geracdo de subprodutos téxicos, causando uma reducdo da
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viabilidade e do vigor. Acontecem também, alteracdes enzimaticas, como degradacéo
e inativacao de enzimas importantes para o desenvolvimento de diferentes processos
metabdlicos (SHARMA et al., 2012; TRZECIAK, 2012; ABREU et al., 2013; MARCOS-
FILHO, 2015b).

O envelhecimento das sementes pode ocorrer naturalmente ou artificialmente.
Visando avaliar o vigor podem ser realizados tratamentos, nos quais as sementes sao
submetidas a condi¢gbes adversas, com alta umidade e temperatura, artificialmente
obtidas. O envelhecimento acelerado (EA), € considerado um teste de vigor, simula
condicbes de estresse em sementes, que pode levar a0 aumento da taxa de
respiragao celular, aumentando o estresse oxidativo e acelerando 0s processos
metabdlicos que levam a deterioracdo. Como os testes de vigor sdo medidas relativas,
pode-se comparar o vigor de sementes com diferentes niveis de qualidade fisiolégica,
antes e apos serem submetidas a condi¢cdes que afetam processos metabdlicos e
levam a deterioragéo (TESNIER et al., 2002; PINA-RODRIGUES et al., 2004; RAJJOU
et al., 2008; LAKSHMI; JIJEESH; SEETHALAKSHMI, 2021; LOURENCO e DE SA,
2021).

Todos os organismos aerébicos produzem espécies reativas de oxigénio (ERO)
e nitrogénio (ERN), esta producéo pode ser natural da célula ou devido a desequilibrio
gue gera acumulo dessas moléculas. Em baixas concentracbes, ERO podem atuar
como sinalizador celular, na quebra da dorméncia e germinacao das sementes, bem
como nas defesas celulares contra estresses bidticos e abioticos. As ERO
desempenham papéis importantes em todas as fases da vida das sementes, desde
germinacao (embriogénese) até a morte celular (morte programada), com producéo
dependente do estado metabdlico e fisiolégico da semente (SOARES e MACHADO,
2007; AHMAD et al., 2008; SHABAN, 2013; RATAJCZAK et al., 2019).

Quando as ERO sao produzidas de forma exacerbada, geralmente devido a
estresse abidtico, bidtico e/ou envelhecimento celular, ocorrem danos as células
(VENKATESWARLU et al., 2013; SEWELAM et al., 2016; BAILLY, 2019). As ERO
podem iniciar e levar ao envelhecimento das sementes, com consequente degradacao
dos fosfolipidios de membrana celular e deterioracao estrutural e funcional de lipideos,
proteinas, carboidratos e acidos nucleicos, afetando consideravelmente a viabilidade
e o vigor (BAILLY, 2004; COSTA e HUANG, 2007; SHARMA et al., 2012; RATAJCZAK
et al.,, 2015; SINGH et al., 2015; SINGH et al., 2017; RATAJCZAK et al., 2019). A
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peroxidacao lipidica modifica a permeabilidade da membrana, sendo considerado
como o principal processo associado ao envelhecimento e diminuicdo da viabilidade
das sementes (RATAJCZAK et al., 2015).

A protecado contra as ERO, envolve mecanismo de acdo enzimatica e nao
enzimatica (RIBEIRO et al.,, 2005; VENKATESWARLU et al., 2013). Enzimas que
possuem papel fundamental durante o estresse oxidativo evidenciam a atuacao da
planta frente a um estresse. A resposta celular € iniciada através de um processo
multifatorial; e tem como funcado inibir e/ou reduzir os danos causados pela acao
deletéria dos radicais livres e/ou espécies reativas ndo radicais (BAILLY, 2004;
BARBOSA et al., 2010; BAILLY, 2019). O acumulo das ERO induzido por estresse &
combatido por um sistema antioxidante enzimético que inclui uma variedade de
enzimas, tais como: superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX), monodehidroascorbato redutase (MDHAR), dehidroascorbato
redutase (DHAR), glutationa peroxidase (GPX), glutationa redutase (GR), glutationa
S-transferase (GST) e metabdlitos ndo enzimaticos, tais como: ascorbato, glutationa,
tocoferol, compostos fendlicos, alcaldides, carotenoides, aminoacidos (GILL e
TUJETA, 2010; VENKATESWARLU et al., 2012; DAS et al., 2015).

A qualidade de sementes de mamona submetida ao envelhecimento acelerado
pode ser relacionada com dados fisiolégicos, bioquimicos, genéticos e moleculares,
gue permitem a identificacdo de marcadores de qualidade, importantes para conferir
a prevencao e/ou a identificacdo do estresse oxidativo e deterioracdo das sementes,
garantindo assim o uso de lotes de sementes com qualidade e vigor para o plantio,
evitando gastos na producdo com sementes inviaveis (SANTOS et al.,, 2016;
DRUMOND et al., 2020; ONDER et al., 2020; ZHANG et al., 2021).

A perda de viabilidade e vigor devido ao envelhecimento das sementes
representa um grande desafio para o armazenamento, principalmente quando envolve
bancos de sementes, visando protecdo da variabilidade do material genético.
Portanto, € preciso avaliar os mecanismos que regulam o envelhecimento das
sementes para identificar possiveis marcadores bioquimicos, fisiolégicos, moleculares
e genéticos associados a deterioracdo das sementes durante 0 armazenamento em
curto e longo prazos (WALTERS et al., 1998; CORBINEAU et al., 2002; KRANNER et
al., 2006; BIRTI et al., 2011; HU et al., 2012; YAO et al., 2012; NAGEL et al., 2014).

Neste contexto, este estudo visa avaliar o efeito de condi¢cdes de envelhecimento
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acelerado nas caracteristicas fisiologicas, bioquimicas e moleculares de sementes
das cultivares BRS 188 Paraguacu e BRS 149 Nordestina, visando identificar
marcadores bioquimicos, fisiolégicos, moleculares e genéticos informativos da

deterioragédo das sementes.
2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar marcadores fisiolégicos, bioquimicos e moleculares para avaliar a
gualidade de sementes para cultivares BRS 188 Paraguacu e BRS 149 Nordestina de

Ricinus communis L. quando submetidas ao envelhecimento acelerado (EA).
2. 2 Objetivos especificos

» Caracterizar a qualidade inicial das sementes das cultivares, através da
avaliacdo da biometria, peso de mil sementes, teste de germinacdo, curva de
embebicdo, umidade, tetrazdlio, condutividade elétrica e pH do exsudato das

sementes;

« Comparar o comportamento fisiologico das sementes das cultivares, antes e
apos a condicdo de envelhecimento acelerado, através dos testes de germinacao,

tetrazolio, condutividade elétrica e pH do exsudato das sementes;

+ Identificar a atividade das enzimas antioxidantes (superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), dehidroascorbato redutase
(DHAR), monodehidroascorbato redutase (MDHAR), glutationa redutase (GR),
glutationa peroxidase (GPX) e glutationa S-Transferase (GST)) nas sementes inteiras
e em embrido das cultivares;

» Verificar a peroxidagao lipidica nas sementes inteiras e no embrido das
cultivares;

* Avaliar o perfil de metabdlitos primarios (nos embrides) e secundarios (nos
embrides e tegumentos) das sementes submetidas a condicdo de envelhecimento
acelerado da cultivar BRS 188 Paraguacu, assim como os transcritos pela técnica de
RNA-seq;

* Identificar marcadores fisiolégicos, bioquimicos e moleculares de qualidade

em sementes de R. communis, quanto ao vigor, viabilidade e deterioragao.
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CAPITULO 02: Metddos e técnicas utilizadas para analise de sementes e

avaliacdo do perfil fisiolégico, bioquimico, metabolémico e transcriptémico.
1. Material bioldgico e conducdo do experimento

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bioquimica, Biotecnologia
e Bioprodutos-LBBB/ICS/UFBA, Departamento de Bioquimica e Biofisica, Instituto de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia e na Universidade de
Wageningen, no Radix no Laboratorio de Planta e Fisiologia em Wageningen,

Holanda.

Sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu, colhidas de plantas cultivadas em
propriedade particular, na localidade Fazenda Gameleirinha no Campo da Fazenda/
Unidade Experimental da Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA) no
municipio de Iraquara-BA (latitude: 12° 14’ 55”S e longitude: 41° 37’ 10”W), foram
utilizadas neste trabalho. O plantio das sementes foi realizado em dezembro de 2016
e a colheita entre julho e agosto de 2017. E sementes da cultivar BRS 149 Nordestina
foram obtidas do plantio realizado pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas
Gerais (EPAMIG), da safra de 15 de agosto de 2014. O plantio foi realizado no Campo
Experimental de Montes Claro (CEMC) da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerais (EPAMIG). O CEMC est4 localizado em Montes Claros em Minas
Gerais, com as seguintes caracteristicas fisiograficas: altitude de 602 m, paralelo de
16° 66, latitude sul de meridiano de 43° 73’, longitude oeste de Greenwich. Ambas as
sementes foram armazenadas no Brasil a 24,74 + 1,50 °C e 53,26 + 8,30 UR (%).

Inicialmente foram realizados experimentos de caracterizacdo das sementes
através das analises biométricas e peso de mil sementes de acordo como descrito na
Regra para andlise de sementes (Brasil, 2009). Em seguida foram realizadas as
seguintes analises (Figura 1 e 2): teste de germinacao, determinacdo do grau de
umidade, Monitoramento da umidade relativa (UR) e temperatura do ambiente (TA),
teste de tetrazdlio, teste de condutividade elétrica, determinacéo do pH do exsudato
das sementes, curva de embebicdo, padronizacdo do teste de envelhecimento
acelerado, de acordo com o descrito por Delouche (1965), Tesnier et al. (2002), Lima
et al. (2007), Brasil (2009), Gaspar-Oliveira et al. (2009), Souza et al. (2009), Braga
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Junior et al. (2011), Santos et al. (2011), Zuchi et al. (2012), David et al. (2013), Teles
(2013), Araldi e Coelho (2015), Fogaca et al. (2017), com adaptacdes.

Figura 1 — Fluxograma das analises iniciais realizadas com as sementes da cultivar BRS 188
Paraguacu e BRS 149 Nordestina (Ricinus communis L.).

Biometria

Peso de mil sementes Curva de embebicgao ]

Toor de Agua %)

& a8 @

Sementes
[

@ g:ﬁrgzlﬁﬁjoagg ] ‘ @ Teste de tetrazélio

Andlises iniciais
@ Monitoramento: UR e TA*]

Determinagéo da
condutividade elétrica e pH

Germinacéo: Sl, SST, SE*

*Determinacdo da biometria das sementes (1); peso de mil sementes (2); determinacdo do grau de
umidade das sementes (3); Monitoramento da umidade relativa (UR) e temperatura do ambiente (TA)
(4). Realizacdo da padronizacdo do teste de germinacdo (sementes sem carlnculas) (5): semente
inteira com tegumento (Sl), semente sem tegumento (SST), semente escarificada (SE). Determinacgéo
da condutividade elétrica e pH exsudado das sementes (6); teste de tetrazolio (7), curva de embebicéo

(sementes sem carlnculas) (8): Semente inteira com tegumento (SI), semente sem tegumento (SST),
semente escarificada (SE).
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As sementes foram submetidas a condicdo de envelhecimento acelerado de
acordo com Delouche (1965), Braga Junior et al. (2011) e David et al. (2013), com
adaptacdes. As sementes que nao foram submetidas ao EA, foram consideradas
como controle. ApGs o EA, as sementes foram submetidas a diversas analises, dentre
eles: teste de germinacdo; determinacdo do grau de umidade das sementes;
Monitoramento da UR e TA; de condutividade elétrica e pH do exsudato das sementes
e teste de tetrazodlio. Para realizar as analises bioquimicas, metabolémicas e
transcriptbmicas, as sementes foram colocadas para embeber em agua pelo periodo
de seis horas a 30°C. As analises metabolémicas e transcriptdmicas foram realizadas

apenas nas sementes da cultivar Paraguagu.

Figura 2 — Ajuste de protocolo para o tratamento de envelhecimento acelerado realizado com cinco,
dez e quinze dias. Uso de incubador (IK-7) com sal de sulfato de zinco, a 40°C e 85% UR.
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Apoés realizada a extracdo de RNA (do embrido das sementes) e analise por
RNA-Seq; Avaliacao do perfil dos metabdlitos primarios (dos embrides das sementes)
e secundarios (dos embrides e tegumento das sementes); peroxidacao lipidica das
sementes inteiras (com remocéao apenas do tegumento) e do embrido das sementes,
através da determinacédo de malonaldeido (MDA); quantificacdo de proteinas totais e

atividade enzimatica das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
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catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), monodehidroascorbato redutase
(MDHAR), glutationa redutase (GR), dehidroascorbato redutase (DHAR), glutationa
peroxidase (GPX), glutationa S-transferase (GST) das sementes inteiras (remoc¢ao
apenas do tegumento) e do embrido das sementes (Figura 3 e 4).

Figura 3 — Andlises das sementes submetidas ao EA e ndo envelhecidas da cultivar BRS 188
Paraguacu de Ricinus communis L..
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*Determinacdo da germinacéo (1), e grau de umidade (2), monitoramento da umidade relativa (UR) e temperatura do
ambiente (TA) (3), determinagdo da condutividade elétrica e pH do exsudato da semente (4), teste de tetrazélio (5).
Embebicdo das sementes em agua por seis horas (6), seguida da extracdo de RNA dos embriGes das sementes,
realizacdo da analise de RNA-seq (7); determinacdo dos metabolitos primarios dos embrides das sementes (8) e
secundarios dos embries e do tegumento das sementes (9); peroxidacgéo lipidica das sementes inteiras (sem tegumento
e carlincula) e do embrido através da determinacao de malonaldeido (MDA) (10); extracao e quantificacao das proteinas
totais (PT) das sementes inteiras (sem tegumento) e dos embriBes (11). Determinacdo 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).

\
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Figura 4 — Andlises das sementes submetidas ao EA e ndo envelhecidas da cultivar BRS 149
Nordestina de Ricinus communis L..

Sementes da cultivar BRS 149 Nordestina
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* Determinagdo da germinacéo (1), e grau de umidade (2), monitoramento da umidade relativa (UR) e
temperatura do ambiente (TA) (3), determinacdo da condutividade elétrica e pH do exsudato da
semente (4), teste de tetrazolio (5). Embebicdo das sementes em agua por seis horas (6); peroxidagao
lipidica das sementes inteiras (sem tegumento e cardcula) e do embrido através da determinagéo de
malonaldeido (MDA) (7); extrac&@o e quantificac@o das proteinas totais (PT) totais das sementes inteiras
(sem tegumento) e dos embrides (8). Determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes (9):
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), monodehidroascorbato
redutase (MDHAR), glutationa redutase (GR), dehidroascorbato redutase (DHAR), glutationa
peroxidase (GPX), glutationa S-transferase (GST).
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2. Biometria das sementes

A Biometria das sementes foi realizada de acordo com as recomendacdes da
Regra para analise de sementes (Brasil, 2009). As sementes foram coletadas
aleatoriamente para compor uma amostra de trabalho de 100 sementes (quatro
replicatas de 25 sementes) e medidas em milimetros, altura (medida do apice a base),
a largura e a espessura (regido mediana) de cada unidade de propagacdo, com o

auxilio de paquimetro digital (Miteetoyo absolute digimatic).
3. Peso de mil sementes

O peso de mil sementes foi realizado de acordo com as Regra para Analise de
Sementes (Brasil, 2009), empregando béquer previamente tarado, para as pesagens
na balanca analitica (Sartorius Basic). A amostra utilizada foi de 10 repeticdes de 100,
e o resultado foi expresso em gramas (g). A partir do peso médio, foi calculado o peso

de mil sementes, utilizando a seguinte formula: Peso de mil sementes (g) =Y x 10

Onde:
Y € a média das 10 repeticBes das 100 sementes.

4. Determinacao do grau de umidade

A avaliacdo da umidade por gravimetria foi realizada seguindo as
recomendacdes da Regra para Analise de Sementes (Brasil, 2009). Foram utilizados
recipientes de aluminio (com diametro de 5 cm) e tampas previamente pesados (t) em
balanca analitica (Mettler AE163). As sementes foram separadas em trés replicatas
de 25 sementes, as quais foram cortadas, com aproximadamente 5 g de sementes
cada, e colocadas em recipientes de aluminio a 105°C por 24 horas. O calculo foi

realizado com base em peso Umido (P) e peso seco (p) de acordo com a expressao:

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

P = Peso Inicial (Peso do recipiente e sua tampa adicionado ao peso da semente
fresca (9));

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

(9));
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t = Tara (peso inicial do recipiente com sua tampa (g)).

5. Monitoramento da umidade relativa (UR) e temperatura do ambiente (TA)

A determinacéo da UR (%) e TA (°C) foi realizada utilizando o datalogger (EL-
USB-2-LCD RH/TEMP DATALOGGER) com medi¢cdes a cada 30 minutos, fazendo
analises semanais dos dados. Os dados obtidos foram anotados e avaliados pelo

programa EasyLog USB.
6. Teste de germinacao

O experimento de germinacdo foi realizado com adaptacdes, segundo as
Regras de Andlise de Sementes (Brasil, 2009), utilizando trés replicatas de 25
sementes, que foram separadas aleatoriamente. Em seguida realizou-se
desinfestacdo com submersao em solucao de hipoclorito 0,5% e tween 20 (1%) sob
agitacao constante por 20 minutos. Em seguida, foram lavadas com agua destilada.

Em seguida foram secas sobre papel toalha.

Houve a germinacao de sementes sem cartnculas visando maior uniformidade
na embebicdo, sendo que, as cartnculas foram removidas apés a desinfestacdo das
sementes. Avaliou-se germinacdo com sementes inteiras nao escarificadas (Sl),
sementes sem tegumento (SST) e sementes escarificadas (SE). As escarificacdes das
sementes foram realizadas segundo as Regras de Analise de Sementes (BRASIL,
2009), foi realizada uma escarificagdo mecanica, realizando a remocao de uma lasca

do tegumento na parte oposta ao eixo do embrido, para evitar danos ao embrido.

Os ensaios foram realizados inicialmente em caixa gerbox e apds a germinacao
as sementes foram transferidas para rolos de papéis germitest (GE Healthcare Life
Science), umedecidos com agua destilada, na propor¢cdo 2,5 vezes do peso do
substrato seco e mantidas em incubadora BOD (Snijders Scientific Jumo DTRON
304), sem fotoperiodo, a uma temperatura de 30°C. Apds sete dias determinou-se
plantulas normais (%), plantulas anormais deformadas (%), plantulas anormais
deterioradas (%), sementes mortas (confirmadas pelo teste de tetrazdlio), sementes
nao germinadas, biometria e massa seca das plantulas normais na estufa (MMM

Medcenter Ecocell 55 Oven) a 80°C até peso constante.
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Na avaliacéo da viabilidade foi utilizado o software Germinator (JOOSEN et al.,
2010), por meio da determinacéao da germinacdo maxima (Gmax), do tempo maximo
para alcancar 50% de germinacao (T50), indice de uniformidade da germinacgéo
(UB416) e area abaixo da curva de germinagéo (AAC).

7. Condutividade elétrica e avaliacdo do pH do exsudato das sementes

O teste de condutividade elétrica foi realizado segundo Fogaca et al. (2017). O
teste foi realizado com trés repeticbes de 25 sementes, pesadas e embebidas em
recipiente plastico contendo 75 mL de agua ultrapura, recoberto com papel aluminio,
e mantidas em incubadora BOD (Snijders Scientific Jumo DTRON 304) a 25°C, por 3,
6, 12 e 24 horas. A leitura foi processada em condutivimetro (Cond 385L WTW),

expressos em uS.cm=t.g?.

Para a determinacgéo do pH do exsudado empregou-se o pHmetro de bancada
(Fisher Scientific CG 825), usando as mesmas amostras submetidas a condutividade
elétrica (SANTOS et al., 2011; ARALDI e COELHO, 2015).

8. Teste de tetrazolio

O teste de tetrazdlio foi realizado para avaliar a viabilidade das sementes como
lote, assim como, também as sementes que ndo germinaram no teste de germinagao.
Seguiu-se o protocolo descrito por Gaspar-Oliveira et al., (2009), com adaptagdes. As
sementes cortadas ao meio foram colocadas em recipiente e submersas em solucdo
de tetrazolio 0,2% e colocadas a 35°C em incubadora BOD (Snijders Scientific Jumo
DTRON 304) por duas horas (Figura 5).

Figura 5 - Teste de tetrazélio em sementes da cultivar 188 BRS Paraguagu de Ricinus communis. (A
e B) sementes inviaveis, (C) semente viavel.
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9. Curva de embebicao

As curvas de embebicédo foram realizadas com os tratamentos Sl, SST e SE,
segundo metodologia descrita nos trabalhos de Zuchi et al., (2012) e Teles (2013),
com adaptacdes. Foi utilizado quatro repeticées de 10 sementes para o periodo diurno
e para o periodo noturno, as sementes foram colocadas para embeber em substrato
de papel germitest (GE Healthcare life science) em caixas gerbox (DBP plastics 109)
umedecida com agua destilada, na proporcdo de 2,5 vezes a massa do papel seco
(BRASIL, 2009) e colocados em germinador tipo B.O.D. (Snijders Scientific Jumo
DTRON 304) a 30°C e com auséncia de luz. Foram realizadas pesagens individuais a
cada duas horas até a protusao radiculas com 1 mm de comprimento em pelo menos
50% das sementes de cada repeticdo. As andlises dos resultados foram realizadas
em programa Excel, com a geracado de um grafico para identificagdo de uma curva de
padrao trifasico (BEWLEY e BLACK, 1994).

10. Envelhecimento acelerado (EA)

O envelhecimento acelerado foi realizado de forma adaptada, considerando a
metodologia descrita por Delouche (1965), Braga Junior et al. (2011), David et al.
(2013). Neste trabalho utilizou-se como condi¢cdes de envelhecimento das sementes
a temperatura de 40 °C, umidade relativa de 85% e o periodo de 10 dias. Para definir
estas condicbes de envelhecimento acelerado, as sementes foram mantidas no
incubador (IK-7) com sal de sulfato de zinco com 40°C e 85% UR em diferentes
tempos de envelhecimento (5, 10 e 15 dias). As sementes foram colocadas em
recipientes abertos para facilitar a entrada da umidade e a acdo da temperatura.
Durante todo o experimento foram monitoradas as condi¢cdes do ambiente quanto a
UR (%) e TA (°C) com datalogger (EL-USB-2-LCD RH/TEMP DATALOGGER),
realizando-se afericbes a cada 30 minutos. Assim, neste trabalho, sera utilizado o
termo envelhecimento acelerado (EA), quando se tratar das condigbes de

envelhecimento acelerado utilizadas como tratamento (10 dias, 40°C e UR de 85%).
11. Embebic&o das sementes

Apés a submissédo a condi¢cdes de envelhecimento acelerado as sementes,
envelhecidas e nao envelhecidas (controle), foram submetidas a embebicao

monitorada para a elaboracao da curva de embebigcéo, como descrito por Mendes et
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al. (2009), com modificacGes. Todas as sementes tiveram as carinculas retiradas, as
sementes de BRS 188 Paraguacu permaneceram com seus tegumentos e as
sementes de BRS 149 Nordestina tiveram seu tegumento escarificado. Para inicio dos
processos as sementes foram mantidas em caixas gerbox (DBP plastics 109), em
incubadora BOD (Snijders Scientific Jumo DTRON 304), por seis horas a 30°C, e com
auséncia de luz. Em seguida as sementes tiveram seus tecidos separados em
embrido, tegumen e semente inteira sem tegumento, os quais foram congelados em
nitrogénio liquido e colocados para liofilizar (Labconco 4.5 Liter Freeze Dry System)

até peso constante.
12. Extracdo de RNA total

Para a realizagcéo da extracdo de RNA total foi utilizado o protocolo Hot Borate
(WAN e WILKINS, 1994), e as amostras obtidas em triplicata. Foram utilizados 100
mg de embrides liofilizados e macerados (com o auxilio de nitrogénio liquido). As
amostras foram transferidas para microtubos de 2,0 mL, de fundo redondo, aos quais
foram acrescidos 800 pL do tampao de extragao [(2,0 M de tetraborato de sédio deca-
hidratado (Borax), 30 mM de &cido tetra-acético etileno-glicol (EGTA), 1 % dodecil
sulfato de sédio (SDS), 1% de desoxicolato de sodio (Na-DOC) contendo 10,56 mg
de 1,4-ditiotreitol (DTT) e 316 mg de polivinilpirrolidona (PVP40)] previamente
aguecido a 80°C.

Apés a extracdo com borato cada amostra foi acrescida 4 pL de proteinase K
(solucdo com o uso de 8 mg proteinase K e 26,4uL de H20 ultrapura) (Sigma, cod.
P8044). Em seguida as amostras foram homogeneizadas e incubadas em banho-
maria (Grant, mod. TC120) a 42 °C por 12 min. Em seguida foram adicionados 64 pL
de cloreto de potassio 2M e as amostras foram incubadas em gelo durante 30 min e
centrifugadas durante 20 min a 12.000 x g a 4 °C em centrifuga refrigerada (Thermo
Scientific, mod. Fresco 17). O sobrenadante foi transferido para novos tubos,
acrescidos de 259 pL de cloreto de litio 8 M (LiCl) e incubados em gelo durante a noite
a 4°C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 20 min a 12.000 xg a 4 °C
e 0 sobrenadante descartado. O pellet foi lavado em 750 uL de LiCl 2M e centrifugado

novamente durante 10 min a 12.000 x g a 4 °C.
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Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em 80 uL de agua contendo dicarbonato de dietila (DEPC). Para o
tratamento com DNAse foram utilizados 40 yL de amostra, sendo adicionado 40 uL
de agua DEPC e 20 pL do mix contendo tampao e DNAse, e foram incubados em
banho-maria a 37 °C durante 30 min. A cada microtubo foram adicionados 100 pL de
uma mistura contendo fenol e cloroférmio na proporcéo 1:1 (v/v), homogeneizado em
agitador tipo Vortex (VELP Scientifica, mod. ZX4) e centrifugado durante 5 min a
12.000 x g (Thermo Scientific, mod. Fresco 17). O sobrenadante foi transferido para
um novo microtubo e acrescido de 9,0 yL de acetato de sédio 3M (NaAc) e 235 yL de
etanol 100 %, sendo incubado durante 2 h a -20 °C. As amostras foram centrifugadas
durante 20 min a 12.000 g a 4 °C, o sobrenadante descartado e o precipitado lavado
com 250 pL de etanol 70% (v/v) e centrifugado novamente durante 5 min a 12.000 x
g a 4 °C. Mais uma vez o sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi seco e
ressuspendido em 20 uL de agua DEPC.

A qualidade do RNA extraido foi avaliada por espectroftometria utilizando as
razbes de absorbancia A260/A280 e A260/A230 nm no Nanodrop (ND-1000 V 3.7.1).

A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose a 1%.

13. RNA-seq

Para a realizacdo da andlise do RNA-seq foi utilizado 1 pg de RNA total (WAN e
WILKINS, 1994; WANG et al., 2009; CARDOSO-SILVA et al., 2014; CONESA et al.,
2016). Antes do preparo da biblioteca de transcrito, o cDNA sintetizado foi preparado
e sequenciado usando o Illlumina Trusegq® (Hiseq 2500), foi utilizado o indice: IDT Kit
de indice duplo exclusivo, gerando aproximadamente 2x150 bases sequenciadas.
Apoés o sequenciamento, os dados foram processados. Inicialmente os dados foram
processados com o trimmomatic (versdo 0.32) para remover as leituras menores que
36, posteriormente as leituras foram filtradas quanto as contaminac¢des usando Phi-x
e Bowtie 2 (2.2.1). Por fim, os dados foram verificados de acordo com a qualidade
com FastQC (0.11.4). Os transcritos diferentemente expressos foram identificados
funcionalmente, analise consistiu em tratamento verso controle. Em seguida realizou-
se a analise de expressdo génica diferencial utilizando os algoritimos do pacote
DESeq? no programa estatistico R e a contagem de “reads” foi feita com o Salmon
(LOVE et al., 2014; SRIVASTAVA et al. 2019).
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Apés encontrar as 31.171 sequéncias que foram expressas, foram
selecionadas as sequéncias baseadas no padj no valor menor que 0.1. Considerando
este critério de corte avaliou-se 494 sequéncias para estas foi realizada a
caracterizagao funcional por homologia utilizando a plataforma Gene Ontology
Functional Enrichment Annotation Tool (Go FEAT)

(http://computationalbiology.ufpa.br/gofeat/). O Go FEAT agrega bases como

Universal Protein Knowledgebase (UniProt) (https://www.uniprot.org/), InterPro

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)

(https://www.genome.jp/keqga/), Protein Domain Families (Pfam)

(http://pfam.xfam.org/), National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e SEED

(https://www.theseed.org/wiki/Home of the SEED) para realizar a

anotacdo e curadoria dos alvos selecionados (OVERBEEK et al., 2014; FINN et al.,
2015; KANEHISA et al., 2016; FINN et al., 2017; The UniProt Consortium, 2017
ARAUJO et al., 2018). Foi necessario o uso de um arquivo multifasta de aminoacidos
como dados de entrada. As 494 sequéncias foram isoladas a partir da plataforma

Phytozome  (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) através do codigo

“Transcript Name” (Phytozome).
14. Analises metabolémicas
14.1 Metabdlitos primarios

As andlises foram realizadas segundo Prosba-Bialczyk et al. (2013) e Carvalho
et al. (2015), com modificacdes. Foi utilizado protocolo de extracéo (para a fase polar
e apolar) antes de submetido para analise de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS). Os padrbes internos utilizados foram o ribitol
(adonitol) na concentracdo de 1 mg mL* em agua (fase polar) e 1 mgmL™ do &cido
nonadecandico metil ester - CHCIs (fase organica).

Para a realizacdo da extragdo preparou-se trés tipos de mix de extragdo: mix
A, Metanol — MeOH 400 pL:CHCI3 300 pL padréo interno); mix B, agua 130 pL e 20
uL ribitol (1 mg/ml); e mix C, MeOH:CHClIs, 1:1 (v/v). E importante ressaltar que todos
0s passos da metodologia foram realizados com as amostras em gelo. Inicialmente
foram pesados 10 mg de embrido liofilizado e macerado em microtubo de 2 mL de
fundo redondo e colocado imediatamente em gelo. Foi adicionado ao tubo 350 pL mix
A e em seguida agitado em agitador tipo vortex (VELP Scientifica ZX4) por 15
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segundos, em seguida foi adicionado 75 pL mix B e o tubo agitado novamente até a
dissolucédo completa da solucdo. Posteriormente os tubos foram colocados em banho
com ultrasson durante 10 minutos.

A cada microtubo de amostras adicionou-se 100 pL H20 ultrapura e mais uma
vez foram misturados até homogeneizacdo completa para posteriormente realizar a
centrifugacédo (Thermo Scientific, mod. Fresco 17) por 5 minutos e 210 g. Apos a
centrifugagéo foi transferido cerca de 90% da fase superior para um novo tubo
previamente identificado de 2 mL e acrescido ao mesmo o mix C, e agitado até mistura
completa da solucédo, posteriormente o tubo foi colocado em recipiente com gelo e
deixado em descanso por 10 minutos. Apds o repouso foi adicionado 100 pL de agua
ultrapura e o recipiente foi agitado até mistura completa das solu¢des e centrifugado
por 5 minutos a 210 g.

Apos a centrifugacao foi realizada a coleta 90% da fase superior e colocada em
um novo recipiente (fase polar). Em seguida, pipetou-se 25 pL da fase polar e
colocados em tubos de vidro deixados no SpeedVac (ThermoSavant AES1010)
durante a noite para secar, antes da aplicacdo no cromatégrafo. As amostras foram
analisadas em cromatografo a gas com espectrometro de massa Thermo Scientific
Trace 300 triplo quadruplo integrado (GC-MS) (Thermo Scientific 3000) usando o
protocolo de derivatizacao on-line.

As amostras foram separadas por coluna DB5-ms ou equivalente funcional. Os
espectros de impacto de elétrons foram recolhidos de m/z 50 a 600). As amostras
foram derivatizadas imediatamente antes da injecdo em 20mgmL? de cloridrato de
metoxiamina em piridina (90 minutos, 30°C) e MSTFA (MSTFA - N-Metil-N-
(trimetilsilil) trifluoroacetamida) (30 minutos, 37°C). O padrdo interno utilizado no
equipamento foi o ribitol e o gas hélio foi usado como transportador e a ionizacéo de
efluentes da coluna (GC-MS) por ionizacao de elétrons, 70 volts.

Para a avaliacao dos resultados foram utilizados os programas RSTudio (verséo
1.1), MZmine (versao 2.3.5) e R (versédo 3.5.0). E a plataforma utilizada para a
identificacdo dos compostos foi a Golm Metabolome Database (GMD) e utilizacéo da
Plataforma Metaboanalyst versao 5.0 para a construcéo de heat map.

14.2 Metabdélitos secundarios

Para a avaliagdo dos metabdlitos secundarios foram utilizados 30 mg de

amostras de embrides e de tegumentos das sementes, liofilizados e macerados até
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po fino (com o auxilio de nitrogénio liquido). Apds, houve transferéncia destas
amostras para microtubos de 2 mL e de fundo redondo. E importante ressaltar que foi
utilizado os mesmos tegumentos das sementes que tiveram seus embrides removidos
para uso. Apds as amostras terem sido pesadas foram adicionados 1.200 pL (metanol
a 75% e acido formico 0,1%). Os tubos foram levados a agitacdo em vortex (VELP
Scientifica ZX4) até mistura total da solugcéo. Posteriormente os tubos foram levados
ao sonicador por 15 minutos, depois agitados por 15 segundos e levadas ao sonicador
novamente por 15 minutos. Em seguida os microtubos, foram novamente agitados por
mais 15 segundos, para posterior centrifugacdo (Thermo Scientific, mod. Fresco 17)
por 5 minutos e 210 x g, 180 uL do sobrenadante foram transferidos para frasco de
vidro para cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS). E todo

0 experimento foi realizado em triplicata.

Para andlise cromatografica injetou-se 5 pL do extrato no sistema LC-MS (MS:
Accurate Mass Orbitrap FTMS) em equipamento com uma coluna C18 de fase reversa
e um modo de ionizag&o negativa [M-H] -, com resolucéo de 60.000 e mz de 95 - 1300
D.

Os metabdlitos foram identificados pela plataforma METELIN

(https://metlin.scripps.edu/landing_page.php?pgcontent=mainPage) e os gréficos e a

estatistica foram criados na Plataforma Metaboanalyst versdo 5.0 para a construcao
de heat map.
15. Determinac&do de malonaldeido (MDA)

A andlise da peroxidacao lipidica foi realizada através da determinacdo do MDA
segundo Heath e Packer (1968), com modificacdes, e padronizada para realizacao da
analise em microplacas. Todas as amostras foram analisadas em triplicatas biol6gica
e guadruplicatas técnicas. Cada amostra foi composta por semente inteira sem
tegumento e embrido. Empregou-se 0,125g de material liofilizado, essas amostras
foram colocadas em microtubo de fundo redondo de 2mL acrescido de 1,0 mL de
acido tricloroacético (TCA) 0,1% as quais foram homogeneizadas e centrifugadas
durante 15 minutos a 210 x g, e a 25°C em centrifuga refrigerada (HETTICH, mod.320
R). Posteriormente, foram coletados 500 pL de sobrenadante e colocados em um novo
microtubo de fundo redondo de 2mL e adicionado 1.500uL de uma mistura de acido
tricloroacético (TCA) 5% e acido tiobarbiturico (TBA) 0,5%. Os tubos microtubos foram

aquecidos em banho-maria (Polyscience, mod. POL00010) a 95 °C por 35 min,
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posteriormente transferidos para gelo durante 10 minutos. Em seguida, os microtubos
foram centrifugados por 10 minutos a 4 °C a 210 x g em centrifuga refrigerada
(HETTICH, mod.320 R). Os sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos,
quatro replicatas técnicas foram colocadas em microplacas de 96 poc¢os (marca
Greiner, leitura em luz visivel). As leituras das absorbancias foram realizadas em
espectrofotometro (Varian Care 50) nos comprimentos 532 nm e 600 nm. A
quantidade de MDA foi calculada usando o coeficiente de extingdo molar 155 mM-tcm-

1, Os resultados foram expressos em uUMMDA g de massa seca.

16. Extracédo e quantificacdo de proteinas totais

Foram separadas trés replicatas biolégicas de sementes inteiras (sem
tegumento) e embrides (dez unidades) do tratamento controle e apds condicdo de
envelhecimento acelerado. As amostras foram maceradas até p6 fino com o uso de
nitrogénio liquido e empregados 200 mg de semente inteira e 20 mg de embrides. A
cada amostra adicionou-se tampao gelado de fosfato de potassio 100 mM em pH 7,4;
sendo 2 mL para semente inteira e 1 mL para embrides (SAMBROOK et al., 1989).
Em cada microtubo acrescentou-se trés esferas de emtal e em seguida as amostras
foram maceradas em desmebrador (Sartorius, Mod. Mikro-Dismembrator S) por 3
minutos (com intervalos de 1 minuto para resfriar os recipientes). Posteriormente, 0s
microtubos, sem as esferas de metal, foram centrifugadas a 4°C, 210 x g e 30 minutos.
Apos a centrifugacao os sobrenadantes (sem lipideos) foram transferidos para novos

tubos e colocados em gelo para a quantificacdo das proteinas totais.

A quantificac@o das proteinas totais foi realizada segundo o método proposto por
Bradford (1976), usando o padrédo de Albumina do soro bovino (BSA) (Molecular
Probes) para a construcdo da curva analitica (microplaca Greiner luz visivel). O teor
de proteinas totais foi determinado segundo o protocolo do reagente de cor Bradford
(B6916, Sigma-Aldrich) com leituras das absorbancias em comprimento de onda de
595 nm, utilizando espectrofotdmetro (Varian Care 50, com leitor de microplaca). Para
a construcdo da curva analitica padrdo e determinacdo da concentracdo de proteinas
totais utilizou-se a solugdo estoque BSA (1440 ug mL?), com diluicbes que variaram
entre 2,5 a 18 ugmL. A leitura das amostras foi feita empregando-se aliquotas de 5
ML do extrato bruto diluido em 250 uL de reagente de Bradford, sendo misturados e

totalizando um volume de 255 L, deixados reagir 5 minutos antes da leitura. A
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concentracdo das proteinas nas amostras foi calculada usando-se a equacao obtida

no calculo de regresséo linear da curva analitica com BSA.
17. Determinacgao da atividade das enzimas antioxidantes

Para realizacdo de todos os ensaios de atividade das enzimas antioxidantes
foram utilizadas amostras de extrato de proteina total de semente inteira (sem
tegumento) e extrato de proteina total de embrido. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata biolégica e quatro replicatas técnicas de cada repeticdo

bioldgica.
17.1 Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi realizada ajustando a metodologia para microanalise,
considerando o descrito em Omar et al., (2012), Beauchamp e Fridovich (1971),
Onahue et al., (1997), Silva et al., (2012), Carneiro (2011) e Gianopolitis e Ries (1977).
A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi determinada
espectrofotometricamente (Varian Carry 50, leitor de microplaca) utilizando microplaca
de 96 pocos (Greiner, luz visivel). Esta andlise € baseada na deteccéo
espectrofotométrica do formazan a 560 nm (produto de reducdo do azul de nitro-
tetrazolio — NBT), mediado pelos radicais superoxidos, que sdo formados quando a
riboflavina € submetida a luz (Figura 6). A luz causa uma fotélise na riboflavina, que
providencia um elétron para o oxigénio do ambiente (O2), resultando no ion superéxido
(O2*). O superoxido atua reduzindo o NBT a formazan, de coloracédo roxa (Figura 6 -
A). Na presenca de SOD, a reacéo € inibida e ndo ocorre producao de formazan. Esta
inibicao € utilizada para determinar atividade enzimatica da SOD (Figura 6 - B) como
descrito por Alfenas, 2006.

Inicialmente determinou-se o tempo de reagédo para fotorreducdo do NBT e
posteriormente realizada a inibicdo de formazan a partir do NBT utilizando o extrato
proteico em estudo (semente inteira e embrido), para determinar o volume de extrato
a ser utilizado, segundo a metodologia de GIANOPOLITIS e RIES (1977). Foram
utilizados diferentes volumes de amostra para determinacdo do volume necessario
para 50% da inibicdo na reacdo de reducédo do NBT, quando mantidos a exposi¢ao a

luz.
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Figura 6 — Representacdo da atividade da Superdxido dismutase (SOD). A luz causa fotélise na
riboflavina, que supre um elétron para o oxigénio do ambiente (O2), resultando no ion superoxido (O2*
). O superoxido atua reduzindo NBT a formazan (produto de coloragéo roxa) (A). Na presenga de SOD,
a reacao € inibida e ndo ocorre producdo de formazan. Esta inibicdo é utilizada para determinar
atividade enzimética da SOD (B).
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A analise foi realizada a 25 °C e o0 meio de reacédo foi composto por tampéo
fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, &cido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 yM. Para a determinacdo da
atividade da SOD em semente inteira (sem tegumento), utilizou-se 11 yL em meio de
reacao de 250 pL com exposicao sob iluminacéo (20 w) em caixa fechada recoberta
com papel aluminio, por 10 minutos. E para os extratos de proteinas totais de embrido
utilizou-se 10 pL, com exposi¢ao a luz por 10 minutos. O preparo e leitura do branco
foi feito da mesma forma, no entanto, sob o abrigo da luz. As leituras das absorbancias
foram realizadas a 560 nm em espectrofotdmetro (Varian Cary 50). A atividade da
SOD foi considerada como a quantidade de enzima (SOD) necessaria para inibir 50%
da fotorreducédo do NBT e foi calculada pela reacdo de atividade especifica descrita
abaixo:

Calculo para atividade da SOD

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

V corresponde a taxa de reacdo na auséncia da SOD;

v corresponde a taxa de reacéo na presenca da enzima;

F € o fator de diluicdo semente inteira (22,73), embrido (25);

PT corresponde & concentracdo de proteinas totais do extrato bruto.
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O resultado é expresso em Unidade SOD.ug'de Proteina.

17.2 Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da CAT foi determinada em microplacas, pelo método descrito por
Bergmeyer (1970) para leitura UV (greiner). A Atividade da CAT foi determinada pela
decomposicdo enzimatica do peroxido de hidrogénio (H202), sendo que este
decaimento foi medido em espectrofotometro (Varian Cary 50) a 240 nm durante 3
minutos. O ensaio consistiu no uso de tampéao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,4 e
EDTA a 0,1 mM, &gua ultrapura, amostra e peréxido de hidrogénio a 0,03% em um
volume de reacdo de 250 uL. Para a leitura em branco a solucdo nao teve a adigéao
de perdxido. O experimento foi realizado em triplicata bioldgica e quatro replicatas
técnicas para as amostras com extrato de proteinas total. A atividade da enzima foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar do peroxido de hidrogénio
0,0436 M cm-1. Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade
necessaria de enzima para converter 1 mmol de substrato em produto por minuto, por
uL, nas condicdes do ensaio. O resultado foi expresso em U CAT (H202 mint. pg?

proteina).

17.3 Ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.1)

A atividade da APX foi realizada pelo monitoramento da oxidagéo do ascorbato
(ASA) com a leitura da absorbancia a 290 nm, durante 7 minutos, de acordo com o
descrito por Nakato e Asada (1981). A atividade da APX foi realizada para um volume
de 250 pL, sendo utilizado tampédo fosfato de potassio pH 7,0 a 100mM, &cido
ascorbico 0,5 mM, EDTA 0,1 mM, agua ultrapura, peroxido de hidrogénio 1 mM. Para
leitura em branco ndo foi adicionado peréxido de hidrogénio e amostra. A taxa de
oxidacao do ascorbato foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 290 nm (2,8
mM.cm?). A atividade da APX foi expressa como mmol ASA consumido min-tug?

proteinas, ou seja, APX (mmol ASA min™ug™ proteina).

17.4 Monodehidroascorbato redutase (MDHAR, EC 1.6.5.4)

A MDHAR é uma enzima que faz parte do ciclo da ascorbato glutationa, a
MDHAR esta envolvida na regeneracdo do ascorbato, através do poder redutor do
NADPH + H*. A atividade foi realizada segundo Murshed et al., (2008) e Miyake e
Asada (1992), com adaptacdes para microplaca de 96 pocos. A atividade de MDHAR
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foi iniciada com a adicdo de 0,4 unidade de enzima ascorbato oxidase (SIGMA,
A0157-100UN) para a geracédo de monodehidroascorbato. A reacao para atividade da
MDHAR consistiu em utilizar um volume de 250 uL, de tampao fosfato de potassio 50
mM e pH 7,6; ascorbato 2,5 mM; NADH + H* 0,25 mM, ascorbato oxidase 0.4 U por
poco, agua ultrapura e amostra. A atividade foi determinada espectrofotometricamente
(Varian Carry 50, leitor de microplaca), através da reducdo a 340 nm por 5 min com
intervalos de 1 minuto. Para leitura em branco nédo se empregou ascorbato oxidase e
amostra. A atividade especifica foi calculada usando o coeficiente de extingdo molar

de 6.22 mM-cm. O resultado foi expresso em MDHAR (umol min-tug? proteina).

17.5 Glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2)

O método para a atividade da glutationa redutase foi realizado segundo a
metodologia proposta por Smith et al. (1998), com modificacfes. Baseado no aumento
na absorbancia a 412 nm quando o DTNB (acido L' 2,2'-dinitro-5,5'-ditiodibenzoico (ou
acido 5,5'-ditiobis (&cido 2-nitrobenzoico)) recebe um grupo tiol liberado pela
glutationa e se oxida formando o &nion colorido &cido tionitrobenzadico (TNB). A analise
foi realizada usando o volume de reacdo de 250 L, composta por tampéao fosfato de
potassio pH 7,5 100 mM e &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,5 mM, DTNB
0,75 mM, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH + H*) 0,1 mM,
glutationa oxidada (GSSG) 1 mM, agua ultrapura e amostra. Para o preparo do branco
ndo se adicionou DTNB e amostra na solucdo. A atividade foi determinada
considerando a formacéo de TNB que foi medida em espectrofotdmetro (Varian Carry
50, leitor de microplaca) em 412 nm, porque este € o comprimento de onda onde h&a
absorcdo maxima do TNB, produto colorimétrico gerado a partir da oxidacdo do DTNB
durante 10 minutos, com intervalos de 1 usando € = 13.600 M-lcm. O resultado foi

expresso em GR (umol min-iug? proteina).

17.6 Dehidroascorbato redutase (DHAR, EC 1.8.5.1)

A atividade da dehidroascorbato redutase foi mensurada segundo Murshed et
al. (2008), com modificacdes. A atividade foi determinada pelo monitoramento a 265
nm por 5 minutos de reacgéo. A atividade especifica foi calculada usando o coeficiente
de extingdo molar de 14mM-1cm™. A correcdo para a reducao ndo enzimatica do DHA

por GSH foi realizada na auséncia da amostra da enzima (branco). A analise foi
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realizada em um volume de 250 pL, com tampao fosfato de potassio 50 mM e pH 7,0,
glutationa reduzida (GSH) 2,5 mM, DHA 0,2 mM, EDTA 01 mM, agua ultrapura e
amostra. A leitura foi realizada em espectrofotometro (Varian Cary 50), realizada a
265 nm, de 15 em 15 segundos, durante 3 minutos, utilizando como branco todos os
reagentes exceto a amostra. Para realizacdo do calculo foi utilizado o coeficiente de
extingdo molar da glutationa oxidada 0,18 mM.cm™. Os resultados foram expressos

em DHAR (pmolmin-tug™ proteina).

17.7 Glutationa peroxidase (GPX, EC 1.11.1.9)

A atividade antioxidante foi determinada, segundo Lee et al. (2003) e Paglia e
Valentine (1967). A atividade da GPX foi mensurada através da oxidacdo do NADPH
+H* a 340 nm. Foi realizada para um volume de 250 UL, composta por tampéao fosfato
de potassio 100 mM pH 7, EDTA 1 mM, GSH 10 mM, glutationa redutase (SIGMA,
G3664-100 UN). O resultado foi expresso em GPX (umolmin-tug? proteina).

17.8 Glutationa S-transferase (GST, EC 2.5.1.18)

O ensaio da glutationa transferase foi realizado segundo Drotar et al. (1985),
este é realizado usando o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato e
mensurando o aumento da absorbéncia a 340 nm até a formacdo de glutationa
conjugada. Foi realizada uma reacao de 250 pL com tampéao fosfato de potassio 250
mM e pH 6,5, glutationa reduzida 2 mM &gua ultrapura, CDNB diluido em etanol 2

mM. O resultado foi expresso em GST (umol min-1 ug-* proteina).

18. Anélise dos dados

A conducgao dos ensaios para obtencdo dos dados foi feita em delineamento
inteiramente casualizado (DIC). E foi utilizado o teste Tukey, e teste t de student a 5%
de probabilidade, através do processamento de dados do programa SISVAR versao
5.0 (FERREIRA, 2000) para os dados fisiolégicos e bioquimicos. Utilizou-se o teste
de Dunnet, usando o Graph Pad Prism versao 9.0 para avalicao do teste de tetrazolio
com dados da germinacdo. Para a correlacdo entre as enzimas antioxidantes foi
utilizado a correlacdo de Pearson, usando o programa online MetaboAnalyst versao
5.0.
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CAPITULO 03: Efeito do envelhecimento acelerado no perfil fisiol6gico,
bioguimico e molecular em sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu de Ricinus

communis L.
RESUMO

O processo de envelhecimento da semente é iniciado a partir da maturidade fisiologica
e envolve uma reducao progressiva na viabilidade e vigor da semente. S&o0 varios 0s
processos de deterioracdo que levam ao desequilibrio na producdo de ERO e os
danos causados podem ser irreversiveis e até ocorrer morte celular. Nesse contexto,
este trabalho teve como objetivo investigar marcadores fisiol6gicos, metabdlitos e
moleculares para avaliar a deterioracdo de sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu,
submetidas ao envelhecimento acelerado (EA). Caracterizacdo inicial do lote foi
realizada, além das andlises de germinacao, grau de umidade, condutividade elétrica,
pH do exsudato, teste de tetrazélio, curva de embebicao, dos transcritos (RNA-seq),
do perfil metablémico, da peroxidacao lipidica, do malonaldeido (MDA), da atividade
da superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX),
monodehidroascorbato redutase (MDHA), dehidroascorbato redutase (DHAR),
glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPX), glutationa S-transferase (GST)
e quando submetidas ao EA (10 dias a 40°C e 85% UR). Apo6s o EA ndo houve
alteracdo significativa para o Gmax, T50 e AAC. No entanto, ocorreu reducao
significativa na uniformidade, aumento significativo na quantidade de plantulas
deterioradas e as normais apresentaram uma reducdo significativa na biometria e
massa seca. A condutividade elétrica aumentou significativamente com o tempo,
enquanto o pH ndo apresentou alteracéo. A viabilidade e o vigor reduziram em 50%
(teste de tetrazdlio). Quanto ao perfil metaboldmico e transcriptbmico foram
identificados metabdlitos em resposta ao estresse submetido, a exemplo de acucares
redutores, responsaveis pela protecdo através da formacdo do estado vitreo nas
sementes e maior expressdo de genes do metabolismo energético nas sementes
necessarios a respiracdo celular. Dentre os metabdlitos secundarios produzidos ha
diferenca entre os tecidos analisados no embrido e no tegumento. Apos o EA as
sementes inteiras apresentaram uma reducéo significativa no resultado de MDA, CAT
e APX, enquanto a atividade da SOD e DHAR aumentou significativamente em
semente inteira e embrido. Nos embriées houve reducéo significativa de MDHAR,
GST e GPX, apés o EA. No entanto, a atividade de GR ndo apresentou diferenca
significativa entre as sementes em nenhuma das condi¢cdes analisadas. A condi¢céo
de EA realizada foi suficiente para reduzir a qualidade e o vigor inicial das sementes
e verificar a presenca e biomarcadores.

Palavras-chaves: Mamona. Qualidade. Marcador de envelhecimento.
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1. INTRODUCAO

A mamoneira (Ricinus communis L.) é uma das principais oleaginosas
produzidas pelo pequeno agricultor, no semiarido nordestino, seu 0leo apresenta uma
grande aplicabilidade industrial (BELTRAO et al., 2003; CHAVES et al., 2009;
SANTOS et al., 2019). A cultivar 188 BRS Paraguacu apresenta um potencial genético
para uma produtividade satisfatéria em condi¢cdes climéaticas do semiarido, se
tornando uma boa opg¢do para o pequeno agricultor do semiarido Nordestino, devido

as suas caracteristicas.

Preservar e garantir a qualidade das sementes é de grande importancia,
principalmente quando se busca o sucesso da lavoura, além dos beneficios de
aumento do rendimento do produto econdémico. Entre os principais atributos da
qualidade fisiologica, esta o vigor das sementes. O uso de sementes de alto vigor é
justificado em todas as culturas com o objetivo de assegurar o desenvolvimento das
sementes, em uma ampla variagdo de condi¢cdes ambientais de campo encontradas,
durante a emergéncia de plantulas (TEKRONY e EGLI,1991; SCHUCH et al., 2009;
SCHEEREN et al., 2010).

A capacidade de desempenhar funcdes vitais, caracterizada pela germinacéao,
vigor e longevidade, que afeta diretamente a implantacao da cultura em condi¢des de
campo, pode definir a qualidade fisiolégica das sementes. Assim, a reducdo na
qualidade da semente, é em geral, caracterizada pelo decréscimo na percentagem de
germinacdo, aumento de plantulas anormais e reducdo no vigor das plantulas
(SCHUCH et al., 2009; TOLEDO et al., 2009; SMANIOTTO et al., 2014).

Em virtude de uma reducédo financeira em relagdo aos gastos com plantios
utilizando sementes que ndo germinam ou que possuem baixa qualidade (possuem
baixa germinacdo ou uma germinacdo ndo uniforme), € preciso pesquisas
direcionadas a analise do vigor e a viabilidade das sementes de diferentes culturas de
R. communis. Portanto, ha a necessidade de utilizacdo de meétodos rapidos e
confidveis para a avaliagdo segura do potencial fisiolégico destas sementes, ja que 0
objetivo basico dos testes de vigor € a identificacdo de diferencas importantes no
potencial fisiolégico de diferentes lotes de sementes (MARCOS FILHO, 1999;
MARCOS FILHO, 2005; DAVID et al., 2013).
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Dentre os testes existentes e utilizados para a avaliacdo do potencial fisiolégico
das sementes, deve-se considerar testes que permitam os resultados de acordo com
potencial fisiolégico e que possam ser comparados com o desempenho das sementes
em condi¢Bes de campo. Em meio aos varios procedimentos usados para avaliar o
vigor das sementes, o envelhecimento acelerado (EA) é um dos mais empregados,
pois € considerado um dos mais sensiveis e eficientes para avaliacdo do vigor de
sementes de diversas espécies. O EA simula as condi¢Bes de estresse ambientais
nas sementes, gerando uma taxa de respiragéo e consumo de reservas. Desta forma,
acelera os processos metabdlicos que levam a deterioracdo das sementes. Este é
utilizado para comparar os lotes e permite a identificacdo daqueles lotes que
apresentam sementes de melhor comportamento germinativo apos serem submetidas
ao EA, além de permitir um aprofundamento nos estudos sob a resposta das sementes
ao EA (MARCOS FILHO, 1999; PINA-RODRIGUES et al., 2004; MARCOS FILHO,
2005; DAVID et al., 2013; CHAN e LASSIM, 2019).

Processos metabdlicos complexos ocorrem durante a deterioragdo, interferindo
diretamente no potencial fisiologico da semente. A velocidade da deterioracdo nas
sementes € caracterizada principalmente pela genética da cultivar, teor de agua e
temperatura do ambiente. S&o varias as alteracfes resultantes da deterioracdo das
sementes, tais como: modificacdes fisiolégicas, bioquimicas e genéticas (MARCOS
FILHO, 1999; SILVA et al., 2008; CHAN e LASSIM, 2019; NAZAR et al., 2020). A
deterioracéo ocasiona maior producao de espécies reativas de oxigénio (ERO), danos
nos cromossomos, degradacdo e modificacbes enzimaticas, degradacdo de
biomoléculas importante do sistema respiratorio, reducdo na sintese de adenosina
trifosfato (ATP), desorganizacdo e danos nas membranas celulares, peroxidacéo
lipidica, descontrole do metabolismo e das trocas de agua e solutos entre célula e
meio externo, redugcdo na viabilidade das sementes, dentre outros danos. Desta
forma, o teste de envelhecimento acelerado é considerado como um dos mais
sensiveis para avaliagdo de vigor (MARCOS FILHO, 1999; SILVA et al., 2008; CHAN
e LASSIM, 2019; NAZAR et al., 2020).

O EA tem como principio a submissédo de sementes a alta temperatura e
umidade, e com isso, a deterioracdo é aumentada, resultando na perda de sua
gualidade. Portanto, o estudo dos mecanismos de envelhecimento de sementes e a

determinacao de indicadores de qualidade das sementes sdo importantes e resultam
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como um avanco e um beneficio na pesquisa. O processo de germinacdo das
sementes envolve uma sequéncia de reacdes bioquimicas onde as substancias de
reserva das sementes, sao utilizadas, transportadas ou ressintetizadas no eixo
embrionério, sendo iniciado, com a absor¢cdo de &gua pelas sementes. Apls a
hidratacdo das sementes ocorre aumento do metabolismo, acompanhado pelo
aumento da taxa respiratoria, ativacdo de enzimas, sintese de RNA e proteina,
ativagéo e desativacao de genes. Outro fator importante, sdo os metabdlitos primarios,
que estao relacionados com a sintese de compostos essenciais para a sobrevivéncia
da semente, além dos compostos do metabolismo secundarios, que podem ser
produzidos ou ter sua producdo natural intensificada devido ao estresse do EA (HOFS
et al., 2004; SILVA et al., 2008; ATAIDE et al., 2012; PEREIRA e CARDOSO, 2012).

Avaliar e comparar as sementes que nao foram expostas com as que foram
expostas ao EA é importante para estudar todas as modificacbes que ocorrem nas
sementes antes e apos o envelhecimento. E a partir dessas informagdes potencializar
os estudos e definir biomarcadores que sejam capazes de identificar o estado das
sementes, através da avaliacdo da qualidade e a possibilidade do uso no plantio.
Esses dados podem ser obtidos através de estudos na fisiologia, bioquimica e dos
mecanismos moleculares das sementes. A identificacdo de marcadores podera ser
utilizada na producao de kits e/ou métodos rapidos para avaliar lotes de sementes, e
assim facilitar o processo de escolha das sementes. Portanto, podera ajudar em novos
estudos cientificos, e principalmente ao pequeno agricultor, através de conhecimento
e protocolos que fornecam subsidios para o esclarecimento e utilizacdo de sementes

viaveis para uma melhor producdo.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo investigar marcadores
fisiol6gicos, bioguimicos (enzimas antioxidantes, metabdlitos primarios e secundarios)
e moleculares para avaliar a deterioracdo de sementes da cultivar BRS 188

Paraguacu, submetidas ao envelhecimento acelerado (EA).
2. MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos foram realizados como descrito no Capitulo Il.
Realizou-se: determinacao da qualidade inicial das sementes de mamona da cultivar
BRS 188 Paraguacu, o teste de germinacao, a curva de embebicao, a determinacao
da condutividade elétrica e pH do exsudato, o teste de tetrazoélio, o envelhecimento



72

acelerado e caracterizacdo das sementes apos o EA, RNA-seq, Analise
Metabolbmicas (determinacdo dos metabdlitos primarios por GC-MS e dos
metabdlitos secundarios por LC-MS, peroxidacdo lipidica e andlise de enzimas

antioxidantes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacao da qualidade inicial das sementes de mamona da cultivar BRS
188 Paraguacu

3.1.1 Biometria, peso de mil sementes, determinacdo do grau de umidade das

sementes, determinacdo da umidade relativa e temperatura do ambiente

A caracterizacdo das sementes permite um conhecimento prévio sobre como
esta o lote adquirido, as informacdes obtidas da morfologia das sementes sdo pode
auxiliar na avaliacdo da qualidade das sementes em algumas espécies, pois algumas
espécies podem ter o seu tamanho associado ao vigor, mas néo € regra. Estes dados
associados a germinacdo sdo parametros importantes para a identificacdo e
diferenciacao lotes, gendtipos e identificacéo da variabilidade genética dentro de uma
populacdo de uma mesma espécie. Além de fornecer elementos que podem auxiliar
no entendimento sobre vigor, armazenamento, viabilidade e métodos de propagacao
da espécie (BORGES e RENA, 1993; MATHEUS e LOPES, 2007; AQUINO et al.,
2009; SCHULZ et al., 2014; SOUZA et al., 2018).

Inicialmente foi realizada uma caracteriza¢éo do lote das sementes da cultivar
BRS 188 Paraguacu. Para avaliacdo biométrica (mm) foram determinados o tamanho
comprimento 17,08, largura 12,90 e espessura 7,39. O volume foi de 1628,25 (mm3),
peso de mil sementes 715 + 1,28 (g), grau de umidade 5 £ 0,14 (%), umidade relativa
55 + 3,2 (%) e temperatura do ambiente 21 + 0,9 (°C).

Jesus Filho (2014) obteve resultados semelhantes na avaliagcdo biométrica
(mm) das sementes BRS 188 Paraguacu, comprimento 17,35, largura 12,92 e
espessura 7,15. No entanto, Gomes Neto (2016) teve um resultado (mm) diferente em
relacdo ao comprimento 16, 44. Mas com valores de largura 12,63 e espessura 7,09

muito proximos aos obtidos nesta pesquisa.

As diferencas nos resultados podem ser justificadas porque ha variacdes

individuais devidas as influéncias de fatores bibticos e abibticos, durante o
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desenvolvimento das sementes e a variabilidade genética caracteristica da mamona,
além, da variabilidade das condi¢cbes do plantio. Assim, o tamanho e a massa de
sementes podem variar entre plantas da mesma espécie, de ano para ano e, também,
dentro de uma mesma planta (PINA-RODRIGUES e AGUIAR, 1993).

O valor encontrado para o peso de mil sementes foi muito proximo ao
encontrado nos trabalhos descrito por Zuchi (2008) e Jesus Filho (2014), que
registraram os valores de 711g e 738,1qg, respectivamente. A variacdo no peso das
sementes pode ser justificada pela localizac&o do plantio, condi¢des do cultivo, forma
de armazenamento, diferencas genéticas, efeitos do ambiente durante a sua
formacdo. Contudo, um menor valor no peso de mil sementes, ndo indica que as
sementes da cultivar serd& menos produtiva do que um cultivar com peso de mil
sementes maior (BEZERRA et al., 2012; JESUS FILHO, 2014; JESUS, 2016;
ARAUJO NETO et al., 2018).

As sementes apresentaram grau de umidade de 5 + 0,14 (%), este é um fator
de grande importancia para a qualidade da semente. As sementes tendem a entrar
em equilibrio higroscépico com o ambiente, e quanto maior a umidade do ambiente,
maior a umidade das sementes. O aumento da umidade e da temperatura gera um
aumento da taxa de respiracdo e da atividade metabdlica da semente. Além de
desencadear outros processos, como 0 aumento das atividades enzimaticas,
metabdlicas, acidos graxos livres, ainda € capaz de originar a aceleracdo da
velocidade de deterioracdo das sementes (SMANIOTTO, 2013; MOROZESK et al.,
2014; JUVINO et al., 2014; SANTOSO et al., 2015). Estes distarbios no equilibrio
levam ao aumento subito de niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio,
gue podem causar danos significativos ao DNA, peroxidacédo lipidica, oxidacdo de
proteinas e morte celular (GILL e TUJETA, 2010; ROCHA, 2014; BAILLY, 2019).

O grau de umidade encontrado para as sementes em andlise é considerado um
bom valor para sementes oleaginosas. Segundo as RAS (BRASIL, 2009) a umidade
maxima para sementes oleaginosas é de no maximo 10%. Além disso, o valor da
temperatura do ambiente também foi adequado, j4 que a acdo simultanea de alta
umidade relativa e alta temperatura do ambiente aceleram o processo de deterioragao

das sementes ortodoxas como a mamona (MACOS FILHO, 2005).
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3.1.2 Procedimentos pré-germinativos em sementes empregadas no teste de
germinacdo: sementes inteiras com tegumento (Sl), sementes sem tegumento

(SST) e sementes escarificadas (SE)

A germinacao das sementes € um processo critico de desenvolvimento do ciclo
de vida de espermatofitos. Uma germinacado bem-sucedida e o desenvolvimento de
plantulas normais, sao fatores decisivos para o desenvolvimento da planta e boa
producdo. As atividades metabdlicas do eixo embrionario sdo retomadas durante a
germinacdo, ap0s a embebicdo de agua. No entanto, quando estimulado por
condicbes ambientais, desenvolve-se, ocorrendo entdo, o rompimento do tegumento
pela radicula. Essa € 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
fatores bioticos) e intrinseca, ou seja, a processos fisiometabdlicos (SANTOS, 1999;
NERY et al., 2007; FAGUNDES et al., 2011; BARBOSA, 2020).

Parametros da germinacdo de sementes sdo de grande importancia para
avaliar a qualidade das sementes e assim determinar o vigor do lote. A germinacao
maxima (Gmax) serve para avaliar a qualidade das sementes quanto a germinacao;
através do T50 (tempo para alcancar 50% da germinacéo) se analisa a viabilidade e
vigor das sementes; o indice de uniformidade (U8416) corresponde ao tempo que as
sementes de um determinado lote germinam dentro do espaco de tempo especifico,
permitindo avaliar o quanto uniforme € a germinacado; a area abaixo da curva de
germinacao (AAC) € um parametro que permite avaliar o vigor das sementes a partir
do Gmax e T50 (JOOSEN et al, 2010).

Inicialmente foi determinado qual a melhor forma de germinar as sementes da
cultivar BRS 188 Paraguacu, submetendo as suas sementes a tratamentos pré-

germinativos e avaliando a germinagéo das Sl, SST e SE (Figura 7).

O valor de Gmax apresentou diferenca significativa apenas entre as condicdes
SST e SE, o mesmo aconteceu para T50 e U8416. No entanto, a AAC teve uma
diferenca significativa para as trés condi¢gdes. Diante dos resultados, a condic¢ao Sl foi
a mais interessante para dar continuidade aos experimentos, ja que apresentou bons
resultados e menor discrepancia ao se avaliar os parametros da germinacao e vigor,
tais como: plantulas normais (%), plantulas anormais deformadas (%), plantulas

anormais deterioradas (%), sementes mortas (%) (confirmada pelo teste de tetrazélio),
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sementes ndo germinadas (determinadas pelo teste de tetrazolio), biometria das
plantulas normais (mm) e massa seca das plantulas normais (g). A germinacéo das
sementes inteiras promoveu melhores resultados, e n&o diferiu significativamente
guanto as sementes que foram escarificadas em relagéo a quatro parametros dos sete

analisados (Tabela 1).

Figura 7 - Procedimentos pré-germinativos para sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu de Ricinus
communis. Sementes inteiras com tegumento (SlI), sementes sem tegumento (SST) e sementes
escarificadas (SE), germinacao maxima — Gmax (%), tempo para alcancar 50% da germinacéo - T50
(horas), indice de uniformidade da germinacgéo - U8416 (horas), area abaixo da curva de germinagao —
AAC (adimensional).
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Letras iguais mailsculas ndo representam diferenca de acordo com o teste Tukey a 5% de
probabilidade.

A embebicéo das sementes constitui um importante procedimento técnico para
auxiliar na identificacédo da especificidade de dorméncia, sobretudo quando associado
a dureza e a impermeabilidade de tegumento. Além disso, a velocidade de absorcao
da agua pelas sementes ¢ influenciada pelas condicdes ambientais e pelo tegumento
(CARVALHO e NAKAGAWA, 2000; SANTOS et al.,, 2007; MORAIS, 2007;
CAVARIANI et al., 2009). Ao se avaliar os resultados da Figura 7, os maiores desvios
estatisticos ocorreram em sementes sem tegumento. Isto quer dizer que a semente
embebeu intensamente, uma vez que o tegumento também € um regulador na entrada
de agua nas sementes. Sementes que embebem muito rapidamente ndo tem uma
organizacdo equilibrada, inicialmente, dos arranjos lipoproteicos da bicamada das
membranas celulares (MARCOS FILHO, 2005; GALINDO, 2006; SILVA et al., 2020).
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Tabela 1 - Avaliacdo do numero de plantas normais (%), nimero de plantulas anormais deformadas
(%), nimero de plantulas anormais deterioradas (%), nimero de sementes mortas (%), nUmero de
sementes ndo germinadas (%), biometria das plantulas normais (mm), massa seca das plantulas
normais (g) de sementes da cultivar BRS 188 Paraguacgu de Ricinus communis, em sementes inteiras
com tegumento (Sl), sementes sem tegumento (SST), sementes escarificadas (SE).

Sl SST SE
Plantulas normais (%) 76 A 28C 48 B
Plantulas anormais deformadas (%) 5C 21B 36 A
Plantulas anormais deteriorada (%) 11C 36 A 15B
Sementes mortas (%) 0B 15A 0B
Sementes nao germinadas (%) 8A 0B 1B
Biometria plantulas normais (mm) 66 A 50 B 65 A
Massa seca plantulas normais (g) 0,570 A 0,195C 0,298 B

Letras iguais mailsculas nas linhas nao representam diferenga de acordo com o teste Tukey a 5% de

probabilidade.

A agua é um fator imprescindivel, pois o processo germinativo se inicia com a
absorcdo de &gua pelo processo de embebicdo, ocorrendo a reativacdo do
metabolismo e promovendo o amolecimento do tegumento, favorecendo a entrada do
oxigénio, e aumento do volume do embrido e uso dos tecidos de reserva, estimula as
atividades metabolicas bésicas, favorecendo o crescimento do eixo embrionéario
(MARCOS FILHO, 1986; CARVALHO e NAKAGAWA, 2000; FONSECA e PEREZ,
2003; DRUMOND et al., 2020). A velocidade na qual a &gua é absorvida pela semente
é influenciada quando ha modificacdo das condicfes do ambiente, mas a quantidade
maxima de agua absorvida ndo se altera, pois € uma propriedade dos coloides
hidrofilicos da semente, condicionada pela maturacdo e/ou pelas condi¢cdes de
armazenamento (LABOURIAU, 1983; CAVARIANI et al., 2009; SILVA et al., 2020).

O tegumento funciona como um protetor das sementes, a sua remocao facilita
0 processo de penetracdo da agua e nutrientes para dentro da semente. Além do fato
de acelerar a embebicdo, pode existir alguma substancia quimica, presente no
tegumento, que iniba a germinacdo. No entanto, a sua parcial ou total auséncia faz
com gue 0s processos metabodlitos das sementes aumente de forma muito rapida.
Fatores ambientais tais como temperatura e umidade relativa podem afetar
diretamente o estado das sementes, gerando alteracdes metabdlicas e danos nas
sementes. A remocdo do tegumento pode facilitar a contaminagao por fungos e
bactérias, e a ocorréncia de danos ao embrido (SOETISNA et al., 1985; FOGACA,
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2000; OLIVEIRA et al., 2006; MORAES, 2007). Em virtude destes acontecimentos, e
de acordo com os resultados obtidos, a germinacdo de sementes com tegumento
demostrou ser a melhor opcao para ter uma boa germinacdo e obter plantulas com
maior vigor e qualidade. A partir destes parametros, os demais experimentos foram

realizados com as sementes com tegumento.

3.1.3 - Curva de embebicdo para sementes inteiras com tegumento (Sl),
sementes sem tegumento (SST) e sementes escarificadas (SE)

A embebicédo é uma etapa importante para a germinacdo das sementes, ja que
a absorcdo de agua, € necessdria para a ativacdo dos processos metabdlicos. A
embebicdo é composta por trés fase, na fase | ha a rapida absorcado da agua, que
ocorre tanto nas sementes viaveis como nas inviaveis, em consequéncia do potencial
hidrico existente entre a semente e o substrato. Além disso, ocorre também o aumento
da atividade respiratéria, ativacdo de enzimas e a sintese de proteinas a partir do RNA
mensageiro (RNAm) armazenado nas sementes durante o final do processo de
maturacdo. A fase Il é considerada como a mais longa do processo e praticamente
nao ha absorcédo de agua, nesta fase acontece a preparacdo para a germinacao por
meio de degradacdo das substancias de reservas para gerar compostos ricos em
energia para o crescimento do embrido. E a fase lll é caracterizada pela protusdo
radicular e crescimento da plantula (BEWLEY e BLACK, 1994; MARCOS FILHO,
2005; TELES, 2013).

De acordo com os dados obtidos na curva de embebicao (Figura 8), entre os
periodos de 0 a 16 horas para Sl, SST e SE ocorreu aumento do peso fresco das
sementes, caracterizando rapida embebicdo de agua, indicando que as sementes se
encontravam na Fase | de embebicdo de agua, como descrito por Bewley e Black
(1994).

Entre os periodos de 18 até 32 horas para Sl e SE (Figura 8) e de 18 até 28
horas para SST (FIGURA 8), houve menor aumento no peso fresco das sementes,
caracterizando uma fase estacionaria e de menor intensidade de embebigéo,
indicando que as sementes neste periodo estavam na fase Il do processo de
embebic&o. Apos o periodo da fase Il verificou-se um novo aumento no peso fresco,

sendo a partir das 36 h de embebicgéo para Sl e SE; e de 32 h para SST, representativo
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de uma embebicdo mais intensa, quando também se deu inicio a protrusdo da radicula
de algumas sementes, caracterizando a Fase Ill do processo de embebicdo de agua
das sementes (BEWLEY e BLACK, 1994; TELES, 2013).

Figura 8 - Curvas de embebicao de sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu de Ricinus communis.
Sementes inteiras (Sl), sementes sem tegumentos (SST) e sementes escarificadas (SE).
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As condicdes de embebicdo das sementes na sua primeira fase foram
semelhantes em valores, provavelmente por se tratar do mesmo lote de semente e
por estas possuirem boa qualidade (DE CASTRO e HILHORST, 2004; PINHO et al,
2004; LUZ, 2012; TELES, 2013). As diferencas passaram a ser encontradas na
segunda e terceira fase, e estas podem ser justificadas pelo potencial hidrico e pela
auséncia do tegumento. O tegumento funciona como uma barreira fisica que dificulta
a absorcdo de agua, retardando a ocorréncia das reac¢des quimicas que
desencadeiam o0 processo germinativo (OLIVEIRA e SCIVITTARO, 2007,
RODRIGUES et al., 2010).

O estudo da embebicdo de 4gua nas sementes, mesmo sendo da mesma
espécie e cultivar, é importante em pesquisas cientificas, pois o conhecimento deste
processo permite o entendimento das etapas iniciais do processo germinativo e
possibilita 0 desenvolvimento de técnicas que visem avaliar e melhorar a qualidade

das sementes, utilizando diferentes tratamentos. Além disso, saber como as sementes
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se comportam durante a embebicdo, a depender de cada condicdo estudada é

importante para continuidade de futuros experimentos.

Neste trabalho, as primeiras horas de embebi¢cao sdo muito proximos, verificou-
se o tempo de seis horas como um tempo suficiente para embeber as sementes e
reativar o metabolismo celular, permitindo assim, avaliar metabdlitos, genes e
enzimas, produzidos e armazenados durante o desenvolvimento das sementes e que
ndo estdo relacionados com a germinacdo. Além disso, ao observar as sementes
durante a embebicéo, percebeu-se que as sementes sem tegumento foram as mais
afetadas, por estarem mais susceptiveis a microrganismos e ao estresse do ambiente,
assim como, algumas sementes escarificadas. Diante dos resultados obtidos durante
a germinacgao (Figura 7 e Tabela 1), foi decidido que todos os experimentos com as
sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu de Ricinus communis seriam realizados
usando sementes na condi¢cdo de semente inteira. Além disso, em experimentos que
foram necessarios embeber as sementes, estas foram embebidas por 6 horas a 30°C,
temperatura adequada para a espécie R. communis.

3.1.4 Determinacéo da condutividade elétrica e pH do exsudato

E possivel verificar um resultado significativo no aumento da condutividade
elétrica em relacdo ao aumento do tempo de embebicédo, este resultado demonstra
gue ha alteracdo na membrana e liberacdo de exsudatos (Figura 9). No entanto, os
danos nao séo suficientes para liberar exsudatos que alterem o pH do meio de forma
significativa. Isso pode ser justificado por se tratar do uso de sementes com qualidade,
como verificado através dos parametros de germinacéo. Pois, para a maioria das
espécies o padrao de germinacéo € igual ou superior a 80% (Instrucdo Normativa
MAPA 45/2013 para mamona; BARROS NETO et al., 2014; MENDES de PAULA,
2020). Além disso, nos estudos de David et al. (2013) considera sementes de R.
communis IAC-226 com germinacao de 80, 76 e 76 (%) e com plantulas normais 76,
66 e 72 (%) como sementes com vigor. Resultados semelhantes foram encontrados
no estudo de Braga Junior et al. (2011) com sementes de R. communis BRS Energia,
considera uma semente de alta qualidade a germinacéo de 89 % e plantulas normais
79%.
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Figura 9 — (A) Condutividade elétrica (uS.cm1.g1) e (B) pH de exsudato das sementes da cultivar BRS
188 Paraguacu de Ricinus communis, durante o periodo de trés, seis, doze e vinte e quatro horas.
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Letras iguais mailsculas representa que ndo héa diferenca significativa, de acordo com o teste Tukey
5% de probabilidade.

Segundo Souza et al., (2009) as sementes sem qualidade ou com qualidade
inferior, liberam maior quantidade de eletrdlitos em consequéncias de uma menor
permeabilidade seletiva da membrana, pois a perda do potencial fisiolégico da
semente esta ligada diretamente as maiores quantidades de solutos lixiviados,
resultante de uma perda da integridade da membrana (HEPBURN et al., 1984; LIMA
etal., 2007; MENDES de PAULA, 2020). Portanto, € possivel afirmar que as sementes
utilizadas estdo com boa qualidade, sem perda da integridade de membrana,
demonstrado pelos valores maximos de condutividade elétrica obtidos, e a néo

ocorréncia de alteracdo do pH, independentemente do tempo de analise, confirmando
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gque nao houve perda eletrolitos de forma a causar diminuicAo do processo

germinativo.

3.1.5 Teste de tetrazélio

O teste de tetrazolio € utilizado para avaliar o vigor e a viabilidade das
sementes. Este, baseia-se na atividade das desidrogenases nos tecidos vivos, estas
enzimas catalisam reacdes nas mitocéndrias durante a glicdlise e o ciclo de Krebs. A
liberacdo de ions de hidrogénio ocorre durante o processo de respiracdo celular. Em
especial os ions de H* liberados durante a respiracdo dos tecidos vivos sao
transferidos por um grupo de enzimas desidrogenases, particularmente, a
desidrogenase do acido malico, e reage com o sal 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio,
substancia de coloracao incolor e soltvel, que se difunde pelo tecido da semente. Ao
reagir com os ions de hidrogénio, o tetrazdlio forma uma substancia estavel, de
coloracdo vermelha e insolivel denominada de formazam, sendo, portanto, utilizado
para avaliar a viabilidade da semente (MORAES, 2007; GASPAR-OLIVEIRA et al.,
2009). Esta reacdo se processa no interior das células vivas e o composto se difunde,
e, portanto, ha nitida separacao dos tecidos vivos e coloridos que respiram, daqueles
mortos e que ndo colorem (DELOUCHE et al., 1976; GASPAR-OLIVEIRA et al., 2009;
RODRIGUES, 2019). Os resultados do teste de tetrazdlio nas sementes de BRS 188

Paraguacu visando verificar o vigor e a viabilidade das sementes estdo na Figura 10

(A).

Verificou-se que o lote da cultivar BRS 188 Paraguacu possui uma quantidade
maior de sementes viaveis, resultando em um lote viavel para o uso de sementes
(Figura 10 - A). A viabilidade das sementes foi avaliada individualmente, verificando-
se a estrutura da semente pelo teste de tetrazolio e os danos ocorridos, no embrido e
no endosperma. Dando-se énfase a coloracdo vermelha, localizagcdo das manchas,
presenca de lesfes e turgescéncia dos tecidos, especialmente na regido do embrido.

Principalmente porque os tecidos vigorosos tendem a se colorir de forma uniforme.

Ao avaliar a porcentagem de viabilidade das sementes com os resultados de

germinacao (%) e plantulas normais (%), houve diferenca significativa para todas as
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condi¢cbes analisadas, com excec¢ao da germinacao das sementes inteiras e sementes

escarificadas (Figura 10 - B).

Figura 10 — Resultados do teste de tetrazolio em lote de sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu de
Ricinus communis. (A). Comparacao entre a porcentagem de Sementes Viaveis (SV) com Germinagéo
Sementes Inteiras (GSl), Germinacdo Sementes Sem Tegumentos (GSST), Germinacdo Sementes
Escarificadas (GSE), Plantulas Normais Sementes Inteiras (PNSI), Plantulas Normais Sementes Sem
Tegumentos (PNSST) e Plantulas Normais Sementes Escarificadas (PNSE).
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Letras iguais mailsculas nas barras Valores seguidos de asterisco (*) diferem
representam que ndo ha diferenca  significativamente do grupo controle (SV) pelo teste de
significativa de acordo com o teste t de  Dunnet a 5% de significancia.

Student a 5% de probabilidade.

O teste de tetrazolio pode ser relacionado com a viabilidade, no caso, pode ser
comparado com as altas germinacdes das condicbes Sl e SE (Figura 10 — B).
Provavelmente, ndo ha uma correlacdo direta com as sementes que tiveram total
remocao do tegumento, pois, pode ter ocorrido algum dano mecanico nas sementes
durante a execucao do teste, ou danos causados por embebicéo rapida e aumento da
ocorréncia de microorganismos. Segundo Mendes et al. (2009) quando se remove
totalmente o tegumento, a velocidade de germinacdo é aumentada pelo fato de nao
haver barreira para a hidratacéo dos tecidos da semente, nem para o crescimento do

embrido.

O teste de tetrazoélio permite identificar o vigor e viabilidade da semente, no
entanto, ndo ha garantias sobre o desenvolvimento das plantulas. Pois pode ocorrer
interferéncias durante o desenvolvimento daquela semente, como acgdo de
microorganismo, sendo uma limitacdo do teste (KRZYZANOWSKI et al., 1999; LUZ,
2012). Além disso, os resultados obtidos no teste de tetrazoélio, tendem a ser maiores
gue os obtidos no teste de germinacdo, em funcdo de néo se verificar pelo teste a
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presenca de fungos e a ocorréncia de sementes dormentes (PINA-RODRIGUES e
SANTOS, 1988; MORAES, 2007; GASPAR-OLIVEIRA 2009; GASPAR-OLIVEIRA,
2011). Outro fator importante é sobre os valores adquiridos pelo teste de tetrazdlio
poderem variar em 10 pontos percentuais em relacdo a média de germinacao
(FOGACA, 2000; MORAES, 2007). Entéo, é justificavel os resultados da Figura 10-B,
principalmente em relacdo ao fato das germinacfes de todas as condi¢cdes serem
superiores a 80% e existir uma discrepancia em relagao a porcentagem de plantulas

normais serem inferiores a porcentagem de germinacao.
3.2 Sementes submetidas a tratamento de envelhecimento acelerado

O EA consiste em submeter as sementes a altas condicbes de umidade e
temperatura. Este baseia-se no fato de que a taxa de deterioracdo das sementes é
aumentada consideravelmente através de sua exposicdo a niveis elevados de
temperatura e umidade relativa. Devido a isso, sementes de menor qualidade
deterioram-se mais rapidamente do que as mais vigorosas, com reflexos na
germinacao apos o EA. Assim, o EA além de ser reconhecido na avaliacédo de vigor,
€ capaz de proporcionar informacgdes com alto grau de consisténcia (TESNIER, 2002;
MORAES, 2007).

Para realizar o melhor ajuste de protocolo para 0 EA em sementes de R.
communis foi realizado um teste piloto para avaliar qual o melhor tempo de submissao
das sementes com tegumento ao EA. Foram estabelecidas a temperatura de 40°C e
85% UR, baseando-se nos estudos, Delouche (1965), Braga Junior et al. (2011) e
David et al. (2013), com adaptacoes.

Durante todo o experimento de EA foi monitorado a umidade nas sementes, a

temperatura e umidade relativa do ambiente, como exposto na Tabela 2.

A umidade das sementes variou significativamente ao longo dos 15 dias ao se
comparar com o grupo de sementes controle (sementes que nao foram submetidas
ao EA). Isso foi verificado com o aumento significativo da temperatura e a umidade
relativa do ambiente. Estes fatores sdo de grande importancia para a qualidade da
semente, pois estes alteram facilmente a qualidade fisiolégica das sementes,
acelerando a deterioragao das sementes e reduzindo o vigor e a viabilidade, que pode

ser confirmado facilmente pelos resultados de germinacgéo (Figura 11).
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Tabela 2 — Grau de umidade da semente (%), temperatura (°C) e umidade relativa (UR) do ambiente
(%), antes (controle) e ap6s as sementes da cultivar BRS 188 Paraguagu de Ricinus communis serem
submetidas ao teste envelhecimento acelerado (TEA) a 40 °C e 85% de umidade, durante o periodo
de 5, 10 e 15 dias.

Sementes Ambiente
Umidade (%) Temperatura (°C) UR (%)
Controle 5+0,14 A 21+0,9A 55+3,2A
EA S 7+0,14C 40+0,8B 78+538B
EA 10 6+0,08B 40+0,8B 78+53B
EA 15 7+0,12C 40+0,8B 78+53B

Letras iguais mailsculas na coluna nao representam diferenca significativa de acordo com o teste
Tukey a 5% de probabilidade.

A germinacgéo apresentou reducao significativa ao longo dos diferentes tempos
de EA, quinze dias apresentou os piores valores em relagdo a germinacdo. Além
disso, aos quinze dias de EA houve um aumento na quantidade de sementes mortas
e com maiores danos (Tabela 3), 0 que ndo seria interessante e viavel para as analises
de RNA-seq e analises metaboldomicas (GC-MS e LC-MS) a serem realizadas, visando
estudar o metabolismo e mecanismos moleculares durante o envelhecimento das
sementes. A partir dos valores da germinacao (Figura 11) e os valores dos parametros
da germinabilidade (Tabela 3), optou-se entdo por continuar o experimento do EA com
sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu com 10 dias de submissao das sementes a
40°C e 85% UR.

Figura 11 - Germinagédo das sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu de Ricinus communis antes
(controle) e ap6s a submisséo ao teste de envelhecimento acelerado (EA) durante o periodo de 5, 10
e 15 dias a 40°C e 85% UR.

100, AB

=T C
80 -

@ Controle
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A A A C B OEA_5
40 1 D BWEA 10
BB
20 A I.I.I I A C WEA_15
O T T T
Gmax (%) T50 (h) U8416 (h) AUC

Letras iguais maiusculas representam que nao ha diferenca significativa, de acordo com o teste Tukey
a 5% de probabilidade.
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Tabela 3 - Germinacdo das sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu de Ricinus communis antes
(controle) e apés a submissdo ao envelhecimento acelerado durante o periodo de 5, 10 e 15 dias a
40°C e 85% UR. Avaliagdo do numero de plantas normais (%), numero de plantulas anormais
deformadas (%), nimero de plantulas anormais deterioradas (%), nimero de sementes mortas
determinadas pelo teste de tetrazoélio (%), nimero de sementes ndo germinadas (%), biometria das
plantulas normais (mm), massa seca das plantulas normais (g).

Germinacao cultivar Paraguacu

Teste de envelhecimento acelerado

Controle 5 dias 10 dias 15 dias
Plantulas normal (%) 76 A 61C 68 B 23D
Plantulas anormais deformadas (%) 5B 13C 4B 1A
Plantulas anormais deteriorada (%) 11C 8B 12C 5A
Sementes mortas (%) 0A 0A 0A 10B
Sementes ndo germinadas (%) 8A 17B 16 B 61C
Biometria plantulas normais (mm) 66 B 60 C 68 A 33D
Massa seca plantulas normais (g) 0,4336 A 0,3713C 0,4197B 0,0685D

Letras mailsculas iguais entre linhas representam que n&o ha diferenca significativa de acordo com o
teste Tukey a 5% de probabilidade.

Houve uma reducdo nos valores de germinacdo em funcdo da umidade,
temperatura e tempo aos quais as sementes foram submetidas. Resultados
semelhantes foram descritos no estudo de Braz et al. (2008), em que foi verificada
uma reducdo da germinacao apos o teste de EA em funcao do aumento da umidade
e temperatura com o tempo nas sementes de girassol. Bittencourt e Vieira (2006) em
estudo com semente de milho, observou que a alta temperatura e umidade durante o
envelhecimento, promovem efeitos drasticos sobre a germinacgéo, prolongando o
periodo de estresse. ZUCARELI et al. (2011) avaliaram sementes de milho, sob
deterioragdo controlada, com submissdo das sementes a temperatura e umidades
relativas alta, e verificaram que o prolongamento do tempo afeta drasticamente as
sementes de milho. Através dos resultados obtidos e dos dados disponiveis na
literatura, fica evidente que altas temperaturas e altas umidades relativas causam
danos nas sementes ao longo do tempo, tornando do EA eficiente para avaliacdo do
vigor em sementes de Ricinus communis (DAVID et al., 2013).
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Outro fator relevante visualizado durante a execucdo dos experimentos foi a
mudanca da coloracdo do tegumento das sementes apds dez e quinze dias de EA.
Os tegumentos antes do teste estavam pretos e ap0s o EA ocorreu uma mudanca na
coloracdo que variava de preto para marrom e essa coloracéo se intensificou quando
as sementes foram colocadas para germinar, chegando em maior intensidade de
mudanca de coloracdo apds os sete dias de germinacdo (Figura 12). O tegumento
possui a funcdo de protecdo da semente e principalmente das estruturas internas,
portanto, esta mudanca de coloracdo pode estar relacionada com a degradacgao de
biomoléculas produzidas durante a maturacdo da semente e que sdo responsaveis

pela protecdo e manutencao da viabilidade e vigor.

A qualidade e a composicdo das sementes estdo relacionadas a fatores
genéticos. Mas sofre influéncia direta do ambiente. Além disso, o ponto de colheita é
de grande importancia, pois a maturidade da semente corresponde ao momento em
gque nao ocorrem alteragbes significativas da massa seca. As modificacdes na
composicdo das sementes, podem ser refletidas diretamente no produto final ou
comportamento das plantas, pois se a colheita for tardia pode haver perdas
significativas de sementes, se for precoce, pode prejudicar a qualidade da semente
(MARCOS FILHO, 2005; SANTOS et al., 2007). Todos estes problemas que
comprometem a qualidade fisiologica das sementes podem ser relacionados as
caracteristicas do tegumento das sementes (SOUZA e MARCOS-FILHO, 2001;
MERTZ et al., 2009).

Figura 12 - Sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu de Ricinus communis apresentaram mudanca
na coloracdo no tegumento das sementes submetidas ao EA durante dez e quinze dias de EA. (A)
Semente da cultivar Paraguacu antes do EA; (B) Tegumento das sementes submetidas ao EA por dez
dias; (C) Sementes de dez dias de TEA, submetidas a germinacgéo, coloracdo do papel germitest apés

7 dias de germinacao.
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A mudanca na coloracdo do tegumento das sementes pode estar relacionada
a semi-permeabilidade do tegumento que proporciona o0 extravasamento de
substéancia para o substrato (papel). Esta semi-permeabilidade reduz as flutuacoes de
umidade que ocorrem nas sementes devido as variagfes das condigdes no campo,
como umidade, tornando as sementes menos susceptiveis a deterioracdo. Sementes
com tegumento semipermedavel possui maior potencial de armazenamento e € menos
susceptivel a contaminacdo por microrganismos (MERTZ et al., 2009). Asiedu e
Powell (1998), verificaram em seus estudos que sementes que ndo apresentam
acumulo de pigmentos, apresentaram maior taxa de embebicdo em relacdo as
sementes pigmentadas, corroborando que a cor do tegumento das sementes € uma

caracteristica associada com a permeabilidade de agua.

Sementes de amendoim possuem diferentes coloracbes que estdo
relacionadas com a sua qualidade. Attree et al. (2015) em seus estudos avaliaram se
a coloracao e a qualidade das sementes estdo diretamente relacionadas a quantidade
de compostos fendlicos, flavonoides, antocianina, taninos. Concluiram que ha um
aumento das antocianinas nas sementes pretas de amendoim em relacdo as
vermelhas. No entanto, nenhum estudo descreveu quais compostos estdo sendo
produzidos durante o envelhecimento das sementes e o que se acumula no
tegumento, ocasionando a mudanca na coloracdo dele. Devido a isso, no presente
estudo, foi avaliado o tegumento quanto a presenca de metabdlitos secundarios,

utilizando uma abordagem metabolomica.

3.3 Analises das sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu de Ricinus communis

L. submetidas ao EA

3.3.1 Determinacéo do grau de umidade da semente, UR (%) e TA (°C)

Levando em consideracéo o teste piloto, foi definido o periodo de dez dias para
a duracdo do envelhecimento acelerado com as sementes da cultivar BRS 188
Paraguagu. Entdo as sementes foram colocadas no incubador para envelhecer por
dez dias a 40°C e 85% UR, enquanto as semestre controle foram mantidas na
temperatura ambiente. As condicbes de EA e do ambiente foram monitoradas e os
valores médios estao descritos na Tabela 4. ApGs este tempo, as sementes foram

separadas para as analises posteriores. Durante todo o experimento foi monitorado
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a umidade relativa do ambiente e a temperatura, assim como a umidade interna das

sementes.

Os processos naturais de degeneracgao dos sistemas bioldgicos sédo acelerados
por altas umidades e altas temperaturas, essas variaveis aumentam a respiracao da
semente e 0s processos de deterioracdo dos tecidos internos as sementes, fazendo
com que esta perca sua qualidade (AZEVEDO et al., 2003). Todos os resultados foram
significativos no aumento no grau de umidade da semente, temperatura e umidade
relativa do ambiente apos os dez dias do EA (Tabela 13).

Tabela 4 — Comparacéo entre as condi¢des controle e apés EA das sementes da cultivar BRS 188

Paraguacu de Ricinus communis, durante o periodo de dez dias, nas condi¢des: umidade interna das
sementes e do ambiente (temperatura e umidade relativa).

Semente Ambiente
Umidade (%) Temperatura (°C) Umidade relativa (%)
Controle 5+0,14 A 21+0,9A 55+3,2A
EA 10 8+0,15B 40+0,28B 78+7,4B

Letras iguais mailsculas na coluna representam que nado ha diferenca significativa, de acordo com o
teste t de student a 5% de probabilidade.

A temperatura e a umidade, sdo fatores que afetam diretamente a qualidade da
semente. Temperaturas e umidades altas aumentam a velocidade de deterioracao da
semente juntamente com 0 aumento da taxa de respiracdo. Ja que, o teor de umidade
das sementes depende da umidade relativa do ar no ambiente que por sua vez, é
influenciado pela temperatura. O tempo necessario para que a umidade das sementes
entre em equilibrio com a umidade relativa do ambiente (ponto de equilibrio
higroscopico) depende da espécie e principalmente da temperatura ao qual a semente
esta submetida (SANTOS, 2010; ABREU et al., 2013).

VariacOes extremas na temperatura e umidade podem influenciar os processos
fisiol6gicos e bioquimicos nas sementes, afetando diretamente o crescimento inicial.
Em condicdes de altas temperaturas, esta condigdo causa um estresse abibtico nas
sementes, gerando um desequilibrio na producdo de ERO. As ERO séo
extremamente reativas e podem causar danos oxidativos a diversos componentes
celulares, incluindo cloroplastos, mitocéndrias, membrana plasmaética, peroxissomos,

parede celular e apoplasto. Além disso, as ERO podem atacar o sistema de
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membranas celulares, desestruturando-o mais ainda, indicado pelo aumento dos
lixiviados, levando a reducéo gradativa da viabilidade das sementes (MITTLER, 2002;
MARINI et al., 2012; MATOS et al., 2015).

3.3.2 Teste de germinacéao

O teste de germinacdo € um teste fisiolégico que avalia o vigor e viabilidade
das sementes e determina a taxa de semeadura. E utilizado como parametro de
avaliacdo de sementes para comercializacdo. Este teste quando realizado em
laboratorio, sob condicdes de ambiente controlado e favoravel, visa a obtencdo da
mais completa e rapida germinacdo dos lotes de sementes. A temperatura e a
umidade relativa do ambiente sdo de extrema importancia, pois o excesso de umidade
e temperatura pode ser prejudicial & germinagdo, provocando atraso ou paralizacéo
do desenvolvimento das plantulas (MOREIRA-SOUZA e CARDOSO, 2003; COIMBRA
et al., 2007).

A germinacdo das sementes controle e das sementes apdés o EA néo
apresentaram diferenca significativa em relagcdo aos parametros de germinacao
(germinacdo maxima — Gmax, tempo para alcanca 50% de germinacéo — T50% e area
abaixo da curva - AAC). No entanto, ao se avaliar a uniformidade das sementes -
U8416 foi possivel verificar que as sementes do controle foram mais uniformes
durante a germinacdo, quando se comparou com as sementes submetidas ao EA
(Figura 13).

O tempo gque as sementes levaram para que houvesse a germinacao refletiu a
variacdo da qualidade da germinacéo das sementes controle e submetidas ao EA. A
variacdo de germinacdo pode ocorrer devido a varios fatores, dentre eles ha: a
condicdo ambiental (temperatura e umidade) que a semente foi exposta, a maturagao
das sementes e tempo de colheita (FANAN et al., 2009). Além, das caracteristicas das
sementes e a sua umidade a germinacéao € influenciada diretamente pelo ambiente,
porque as sementes tendem ao equilibrio higroscépico. Deste modo o teor de umidade
da semente é diretamente proporcional a umidade relativa do ambiente (OLIVEIRA,

2011; GREGGIO e BONINI, 2014).
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Figura 13 - Germinacédo de sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu de R. communis ndo submetidas
e submetidas ao teste envelhecimento acelerado, durante dez dias a 40°C e 85% UR. (A) Germinagéo
méaxima — Gmax, (B) Tempo para alcancar 50% de germinagéo — T50, (C) Area abaixo da curva de
germinacdo — AAC, (D) Uniformidade de germinagéo (medindo-se o intervalo de tempo em horas entre
84% e 16% de germinacdo de sementes - U8416).
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Letras iguais mailsculas entre barras representam que nao ha diferenca significativa de acordo com o
teste t de student a 5% de probabilidade.

No EA a alta Umida e alta temperatura do teste, gera um estresse na semente
que ocasiona a liberacdo de espécies reativas de oxigénio proveniente do
metabolismo, pois todos 0s organismos aerdbicos estdo susceptiveis aos danos
oxidativos. As células tém que lidar com o estresse oxidativo, cuja intensidade
depende diretamente das condi¢cdes ao qual as sementes foram submetidas. Na
condicdo do EA o atraso na germinacdo de sementes envelhecidas, pode estar
relacionado ao tempo necessario para que as células reiniciem a magquinaria
antioxidante para reduzir o estresse oxidativo (BAILLY, 2004; BAILLY et al., 2008).

Vérios estudos demonstraram que durante o envelhecimento ha o acimulo de
espécies reativas de oxigénio e radicais livres na semente, que estdo associados com
a perda da atividade das enzimas antioxidantes e degradacéo de outras biomoléculas.

Condicdes inadequadas de temperatura, umidade relativa e o envelhecimento,
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ampliam os danos oxidativos, gerando disfun¢des celulares devido ao acumulo de
espécies reativas de oxigénio (BAILLY, 2004). Outro fator importante € que as
sementes de R. communis s&0 sementes oleaginosas e estas apresentam, um menor
potencial de armazenamento, porque sdo mais sensiveis ao ambiente do que as
sementes amilaceas, devido a menor estabilidade quimica dos lipidios em relacdo ao
amido. Temperaturas elevadas aumentam o0 processo respiratorio, tendo como
consequéncia a decomposi¢cdo dos lipidios, reducdo da atividade enzimatica,
peroxidagdo lipidica, baixa integridade das membranas, e a elevacdo da taxa de
deterioracdo (MARCOS FILHO, 2005; FANAN et al., 2009; SANTOS et al., 2016).
Devido a todos esses fatores realizamos o EA para avaliar como alteracées na
umidade e na temperatura podem gerar danos diretos na semente e na sua qualidade
visando avaliar os mecanismos fisiol6gicos, bioquimicos e moleculares envolvidos,
como também identificar marcadores bioquimicos e moleculares de envelhecimento

em sementes de R. communis.

Ao se avaliar todos os parametros da germinacao (Tabela 5), verifica-se que as
sementes que foram submetidas ao EA tiveram uma reducao significativa no vigor
guando comparadas as sementes controle. Além disso, apesar das sementes que
foram submetidas ao EA germinarem elas deram origem a muitas plantulas anormais,
isso significa que as sementes que foram deterioradas podem germinar, mas nao
garante o desenvolvimento de plantulas normais e vigorosa. Segundo Toledo (2011),
os efeitos na qualidade fisiol6gica das sementes sdo geralmente traduzidos pelo
decréscimo da germinacao em decorréncia da reducdo de plantulas normais, pois as
porcentagens das plantulas normais variam em funcdo do vigor das sementes. Além
disso, ao avaliar as plantulas identificando se sédo plantulas normais ou anormais,
verificar massa seca das plantulas normais e sua biometria foram parametros
importantes, considerando que este tipo de andlise € um método que possui como
principais vantagens: o baixo custo, a eficiéncia e a rapidez para obtenc¢ao de dados
(VANZOLINI et al., 2007).

A reducdo do vigor esta relacionada a mudancas degenerativas de origem
bioquimica, fisioldgica e molecular, essas mudancas afetam diretamente a qualidade
das sementes (vigor e viabilidade) (CORTE et al., 2010). A reducéo significativa nos
parametros da germinacao significa reducao do vigor, estando de acordo com alguns

estudos que avaliam qualidade das sementes, como Oliveira (2011) e Santos (2016),
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verificaram em seus estudos a influéncia da temperatura e umidade sob sementes
oleaginosas, assim como Jesus (2016). Ambos verificaram que tanto a temperatura

guanto a umidade afetam diretamente a qualidade das sementes oleaginosas.

Tabela 5 - Germinacdo das sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu de R. communis ndo submetidas
e submetidas ao envelhecimento acelerado, durante dez dias a 40°C e 85% UR. Avaliagédo do nimero
de plantas normais (%), nimero de plantulas anormais deformadas (%), niUmero de plantulas anormais
deterioradas (%), nUmero de sementes mortas determinadas pelo teste de tetrazdlio (%), numero de
sementes ndo germinadas determinadas pelo teste de tetrazélio (%), biometria das plantulas normais
(mm), massa seca das plantulas normais (g).

Germinacao cultivar Paraguacu

Controle TEA 10 dias
Plantulas normais (%) 76 A 43 B
Plantulas anormais deformadas (%) 5A 5A
Plantulas anormais deterioradas (%) 11A 44 B
Sementes mortas (%) 0A 4B
Sementes ndo germinadas (%) 8B 4A
Biometria das plantulas normais (mm) 49 A 34B

Massa seca das plantulas normais (g) 0,4336 A 0,2276 B

Letras iguais mailsculas entre coluna nao representam diferenca significativa de acordo com o teste T
a 5% de probabilidade.

Sendo importante ressaltar que ao realizar o EA ha dois estresses submetidos
sob a semente que é o térmico e o outro por umidade, levando em consideracéo a
umidade da semente e a alta UR ao qual foi submetida durante o EA. A umidade
desencadeia uma deterioracdo causando alteracdes fisicas, por exemplo, sucessivas
expansdes e contragcdes do volume das sementes ocasionam a formacgédo de
enrugamento. Além, de acontecer o cansaco fisico dos tecidos que pode resultar em
ruptura do tegumento e dos tecidos embrionarios, comprometendo o desempenho das
membranas aos niveis celular e subcelular. A deterioracdo causada por umidade
também é capaz de deixar a semente vulneravel a impacto mecéanico e contaminacéo
por microorganismo (FRANCA NETO e HENNING, et al., 1984; FRANCA NETO et al.,
2005; HUTH, 2015).

O estresse térmico causa grandes lesdes na semente devido a submisséao a
altas temperaturas, gerando agregacao e desnaturacdo de proteinas, aumento na
fluidez dos lipideos de membrana, indiretas ou baixas lesdes que incluem a inativagéo
de enzimas no cloroplasto e mitocondrias, inibicdo da sintese proteica, degradacao e
perda da integridade da membrana, afeta na organizacéao de microtubulos e na divisao

e/ou alongamento do eixo, formacgéo de microtubulos. Essas lesdes acabam levando
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a inibicdo no crescimento, reducéo do fluxo ibnico, producdo de compostos toxicos,
sintese de ERO (SMERTENKO et al., 1997; WAHID et al., 2007).

A deficiéncia de agua impedi a ativacdo de processos bioquimicos, fisicos e
fisiolégicos, que define a retomada do crescimento do embrido. Contudo, a umidade
da semente ndo pode ser demasiada, porque pode limitar a aeracdo e prejudicar a
germinacao. Ao longo da realizacdo do teste de germinacao, restricdes de oxigénio
podem provocar atraso ou paralisacdo no desenvolvimento das plantulas, ou a
ocorréncia de anormalidades, como a presenca de plantulas anormais deformadas e
deterioradas, o que justificaria os valores na Tabela 5, associados, a acontecimentos
citados anteriormente. Além do estresse térmico afetar diretamente o tamanho e
desenvolvimento da plantula reduzindo significativamente a massa seca das plantulas
(PHANEENDRANATH, 1980; ISTA, 2004, COIMBRA et al., 2007).

3.3.3 Determinacéo da condutividade elétrica e pH exsudado das sementes

O teste de condutividade elétrica é um teste rapido para avaliar o vigor das
sementes, e tem sido utilizado com sucesso (SOUZA, 2009). O método consiste na
avaliacdo da condutividade elétrica do meio, que aumenta quando os eletrdlitos sdo
lixiviados pela semente na &gua de embebicdo. As sementes liberam maior
quantidade de eletrdlitos em consequéncia da diminuicdo da permeabilidade seletiva
de membrana, em funcao de danos na semente com consequente perda de qualidade.
A perda do potencial fisiolégico da semente esta ligada diretamente as maiores
guantidades de solutos lixiviados, resultantes de uma perda da integridade da
membrana (SOUZA, 2007; SOUZA et al., 2009).

Um fator importante na padronizacdo do teste de condutividade elétrica é o
tempo de embebicdo das sementes, pois este fator influéncia de forma direta na
guantidade de eletrdlitos liberados. Entretanto, o tempo varia de acordo com a espécie
e lote, por isso a necessidade de padronizacdo do método, para se ter maior
sensibilidade na avaliacdo do vigor (SOUZA et al., 2009). Ao se avaliar os resultados
(Figura 14 - A), é possivel notar que ha uma diferenca estatistica significativa entre as
duas condicfes (controle e EA) nas sementes apds serem submetidas ao teste de
condutividade elétrica. A quantidade de eletrolitos lixiviados aumenta com o tempo de
experimento, chegando ao valor maximo de 60 (uS.cm™.g') para as sementes do

controle e 90 (uS.cm™.g?!) para as sementes ap6s serem ser submetidas a EA. Além
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disso, ao se verificar as analises estatisticas para as mesmas condi¢des ao longo do
tempo é possivel notar que existe uma diferenca estatistica significativa para o

aumento da condutividade elétrica ao longo do tempo de analise.

Outro teste rapido, associado a determinacdo da condutividade elétrica, para
avaliar a qualidade fisiologica das sementes que vem sendo aplicado com eficiéncia
e a determinacdo do pH do exsudato. Este teste possui baixo custo e rapidez na
obtencao de resultados, facilitando sua execucao para a avaliacdo da viabilidade de
sementes. A avaliacdo do pH do exsudato também é baseado na permeabilidade das
membranas, envolvendo a lixiviacdo de solutos e a integridade do tegumento das
sementes. Durante a embebicdo das sementes em agua, pode ocorrer a liberacdo de
metabdlitos como acgucares, acidos organicos e ions H*, os quais acidificam o meio e
provocam a reducdo do pH do exsudato das sementes. Enquanto as sementes com
elevada qualidade fisiol6gica apresentam baixa lixiviacdo de solutos e ndo promovem
grandes alteragcbes no pH do meio, as sementes deterioradas liberam maior
quantidade de ions, resultando em diminuicdo do pH (PESKE e AMARAL, 1994;
RECH et al., 1999; AMARAL e PESKE, 2000; CABRERA e PESKE, 2002; SANTOS
et al., 2011; RAMOS et al., 2012; ARALDI e COELHO, 2015).

Os resultados da condutividade elétrica dos exsudados obtidos com as
sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu (Figura 14 - A), sao diferentes dos
resultados obtidos no trabalho de Silva e Marthis (2009), que avaliou cinco lotes da
cultivar AL Guarany 2002 de Ricinus communis a (45 °C por 24h a 100%UR). Os
valores de condutividade elétrica dos exsudados dessas sementes foram inferiores
aos encontrados neste estudo, para os tempos de seis e vinte e quatro horas de

embebicéo.

Mendes et al. (2010) em seu estudo, onde realizou envelhecimento acelerado
(41°C e 45°C e 100% UR, por 48, 72 e 96 horas) em sete lotes de sementes da cultivar
AL-Guarany de R. communis, também obtiveram resultados inferiores aos
encontrados (Figura 14 - A) para os tempos de 6 e 24 horas de embebicdo. Os
resultados encontrados no presente estudo (Figura 14 — A), sdo maiores e pode ser
justificado pelo maior tempo de exposicdo as sementes a altas umidade e altas
temperaturas, dez dias a 40°C e 85% UR. A temperatura e a umidade tém um papel
fundamental na deterioragcao e na longevidade das sementes, pois ambas combinadas

e quando elevadas aceleram o processo de deterioracdo. Normalmente, nessas
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condicbes ocorre a producédo de ERO, em especial Hidroperoxila (HOz2") e peréxido de
hidrogénio (H202). Ambas as espécies sdo capazes de destruir a membrana e o
peroxido € capaz de gerar peroxidagdo na membrana. Danos na membrana causam
uma desorganizagdo e a sementes tendem a reduzir o vigor em consequéncia disso,
podendo ser verificado pelo aumento da quantidade de lixiviados durante o processo
de embebicio (ABBA e LOVATO,1999; FERREIRA e MATSUBARA, 1997; ARAGAO,
2007).

Figura 14 - (A) Condutividade elétrica (uS.cm-1.g1) e (B) pH do exsudado & das sementes do cultivar
BRS Paraguacu de R. communis controle e sementes ap6s serem submetidas ao EA. As sementes
foram imersas em 75 mL de agua ultrapura durante diferentes periodos de embebicdo (3, 6, 12 e 24
horas).

(A) Condutividade elétrica (uS.cm-t.g-t) (®) PH exsudato
8
100 - Bd ; Aa Aa 'ﬁ Aa Aa Aa Aa Aa
80 - 6
Bc Ad 5
60 4 Bb A 4
Ba <
Ab
40 4 pa 3
20 A :
1
0 - - - 0
3 6 12 24 3 6 12 24
Tempo (h) Tempo (h)
|:|C0ntrole - EA

Letras iguais mailsculas nas colunas controle e EA representa que ndo ha diferenca estatistica entre os
tratamentos; letras iguais minusculas nas barras controle e EA, representam que ndo ha diferenca significativa na
mesma condi¢éo de acordo com o teste Tukey a 5% de probabilidade.

Levando em consideracdo o aumento significativo da condutividade elétrica
para ambos os tratamentos (controle e EA), concluisse que para a andlise em questéao
vinte e quatro horas € o melhor tempo para a avaliacdo da condutividade elétrica
destas sementes. Um outro fator importante, estd no resultado do aumento da
condutividade, principalmente para as sementes apés EA, que apresentaram valores
significativamente superior a condutividade do exsudado das sementes controle.
Estes dados, corroboram com os resultados anteriores da perda de vigor e viabilidade
das sementes apés serem submetidas a 40°C e 85% UR, visto que sementes mais
deterioradas absorvem maior quantidade de agua e tém como consequéncia uma
perda maior de eletrélitos em virtude do maior dano de membrana e ao maior tempo
requerido para reparacao da capacidade seletiva do sistema de membranas (SOUZA,

2009). No entanto, os danos nao foram suficientes para liberar componentes que
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reduzam o pH das amostras nos diferentes tempos (Figura 14 - B), isto pode ser
justificado por se tratar de uma semente que tém um bom mecanismo de protecao
contra as acdes deletérias externas. Esta deve ter sofrido danos por causa no
aumento na quantidade de lixiviado na Figura 14 — A. Mas, ndo houve perda da
integridade ou descontinuidade das membranas suficiente com a liberagcdo de
acucares, acidos organicos e ions que contribuem na acidificacdo do meio e
consequente reducdo do pH do meio (PINA-RODRIGUES et al., 2004; SANTOS et al.,
2011; GOMES, 2013; ARALDI e COELHO, 2015).

3.3.4 Teste de tetrazélio

A viabilidade e vigor das sementes pode ser determinada também pelo teste
de tetrazolio, este € um teste rapido que fornece resultados confiaveis. O teste leva
em consideracdo a atividade das enzimas desidrogenases e estdo presentes nas
mitocondrias. Durante as reacdes da respiracdo celular ha liberacdo de ions de H*
que reagem com o sal de 2,3,5-trifenil tetrazolio (incolor e difusivel), formando uma
substancia de cor vermelha e insoltuvel, denominada formazam, delimitando os tecidos
vivos da semente (GASPAR-OLIVEIRA et al., 2010; GASPAR-OLIVEIRA et al., 2011,
GARLET et al., 2015).

Segundo Gaspar-Oliveira (2010) e as Regras para Andlise de Sementes
(BRASIL, 2009), um fator de estrema importancia € a identificacdo de alteracdes nos
tecidos das sementes e a identificacdo das sementes viaveis ou inviaveis pelo
manipulador do teste, considerando o padrédo de coloracdo para a selecdo das
sementes. Sementes com 50% do endosperma e 100% do embrido corado de
vermelho sédo consideradas viaveis e sementes com menor proporcado de coloracéo
séo consideradas como inviaveis. De acordo com os resultados da demonstrado na
Figura 15 e os padrdes de viabilidade (Figura 15 - A) e inviabilidade (Figura 15 - B)
das sementes analisadas é possivel notar que as sementes que nado foram
submetidas ao EA apresentam um maior nimero de sementes viaveis em relacdo as
sementes apO0s EA. Cerca de 96% das sementes, da condicdo controle, estavam
viaveis e apenas 4% dessas sementes estavam inviaveis. Considerando entdo o lote
e possivel afirmar que possivelmente 4% das sementes nédo irdo germinar e/ou dar
origem a plantulas vigorosas. No entanto, ao se avaliar as sementes ap0s EA cerca

de 48% das sementes apresentaram viabilidade e 52% foram consideradas como
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inviaveis, isto significa, que os danos apos o EA foram suficientes para reduzir a

qualidade.

Figura 15 - Teste de Tetrazolio do lote das sementes da cultivar BRS 188 Paraguagu de R. communis
controle e sementes apés serem submetidas ao EA, valor de semente viavel e inviavel.
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Letras iguais mailsculas nas colunas controle e EA representa que ndo ha diferenca estatistica entre
o0s tratamentos; letras iguais mindsculas nas barras controle e EA, representam que néo ha diferenca
significativa na mesma condi¢&o de acordo com o teste Tukey a 5% de probabilidade.

Levando em consideracao os dados posteriores de germinacgéo e condutividade
€ possivel correlacionar os dados e confirmar a perda de viabilidade e vigor das
sementes apés a submissdo das sementes ao EA. Essas diferencas podem ser
explicadas pelo fato de que as alteragdes iniciais nos processos bioquimicos
associados a deterioracéo, geralmente ocorrem antes que seja verificado declinio na
capacidade germinativa (DELOUCHE e BASKIN, 1973; PANOBIANCO e MARCOS
FILHO, 2001). Devido a isso, o uso de testes de vigor & de extrema importancia e

utilidade para o monitoramento da qualidade das sementes.

O EA tem como principio o aumento consideravel da taxa de deterioragéo das
sementes, atraves da exposi¢cdo desta a altas umidade e temperaturas, considerados
fatores de extrema influéncia no processo de deterioracdo. Além disso, ha a influéncia

da qualidade das sementes, sementes de baixa qualidade se deterioram mais
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rapidamente que as mais vigorosas, apresentando reducao acentuada na viabilidade
da semente apos o0 EA (SANTOS et al., 2004).

Segundo Santos et al. (2004), qualquer mudanca degenerativa na semente,
apos esta ter atingido sua maxima qualidade é considerada como deterioracdo. A
sensibilidade das sementes ao processo de deterioracdo, esta relacionada a sua
genética e a influéncia direta do ambiente (alta temperaturas e alta umidades relativa).
A deterioracdo nas sementes pode ser evidenciada por varios fatores tais como:
danos no material genéticos, danos na integridade das membranas, reducdo da
capacidade seletiva, peroxidacao lipidica, lixiviacdo de solutos, mudancas na
atividade respiratoria das sementes modificagdes na atividade de enzimas, alteracfes
na sintese de proteinas, imcapacidade de manutencdo do gradiente eletroquimico,

perda de compartimentalizacdo celular e o acumulo de substancias toxicas.

Quando ha deterioracdo nas sementes, ha também uma resposta fisiolégica
indicando as alteragbes ocorridas, tais como: atraso na germinacdo, reducdo na
germinacao, a germinacao passa a ser desuniforme, reducdo ou auséncia no vigor
das plantulas, aumento no niumero de plantulas anormais, maior suscetibilidade a
ataques de microorganismos, reducdo da produtividade dessas sementes,
modificacdo na coloracdo das sementes, reducéo do potencial de armazenamento,
completa perda da capacidade germinativa e morte das sementes (SANTOS et al.,
2004; SANTOS, et al., 2005).

O armazenamento de sementes da cultivar Paraguacu de Ricinus communis,
durante doze meses, na condicdo de umidade relativa e temperatura do ambiente de
laboratério — URTAL, mostrou a variacdo na viabilidade das sementes pelo teste
tetrazdlio ao longo dos doze meses (Jesus, 2016). Nos seus resultado, Jesus
demonstrou que as sementes armazenadas nesta condi¢do, a qual sofreu acao da
temperatura e umidade do ambiente teve as maiores variagfes, j4 que esta era uma
condicdo sem controle. Deixando claro e corroborando com os dados dos teste de
tetrazolio apos o EA, que demonstrou que as sementes que sofreram acao pela
umidade e temperatura tiveram uma reducao na sua viabilidade, devido as diferentes
acado danosas que o altas temperaturas e umidades podem causar nas sementes.
Durante esse processo, corre aumento das ERO e todos os danos gerados, que
variam desde a reducdo do vigor até a morte celular programada das sementes
(GASPAR-OLIVEIRA et al., 2009; GASPAR-OLIVEIRA, 2011; JESUS, 2016).
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Ao correlacionar estes resultados com os descritos anteriormente no presente
estudo, é possivel concluir que as sementes apdés o teste de envelhecimento
acelerado tiveram reducdo na viabilidade e no vigor. A partir disso, analises mais
especificas como RNA-seq e metabolémica foram realizadas a fim de identificar genes
ou moleculas que sejam produzidos ou expressas nas sementes e que possam ser
usados como marcadores de qualidade das sementes. Para tanto, e estes dados
foram correlaciondados com os resultados fisiolégicos e posteriomente com os dados
de atividade de enzimas antioxidantes. Essas analises e correlagdes poderdo permitir
maior esclarecimento do processo de deterioracdo nas sementes, além da idetificacao
de macadores bioquimicos e moleculares, que poderdo servir como parametros para
futuras producdes de protocolos rapidos para a analise da qualidade de sementes

oleaginosas, ampliando assim, os conhecimentos cientificos nesta area.
3.3.5 RNA-seq

A analise do RNA-seq de R. communis consistiu ha comparacdo entre o
tratamento de EA versos o controle. Portanto, os valores de fold-change foram
interpretados em relacdo a inducé@o ou repressao da expressao dos transcritos em
resposta ao envelhecimento acelerado. Os valores sdo positivos quando a expressao
dos genes foi induzida e negativo quando foi reprimida pelo EA (Figura 16).

Resultados das andlises do RNA-seq estdo representados na Figura 16, que
representa o resultado global, considerando o MxA plot. Integra a variacdo de
expressdo e a média de expressdo para todas as 31.171 sequéncias expressas
identificados nos experimentos. A Figura 16 (A) esta demonstrado que foi encontrado
um total de 31.171 sequéncias expressas durante todo o experimento incluindo as
amostras controle e as amostras apos EA. A Figura 16 (B) representa as mesmas
sequéncias da Figura A, ap0s a realizacdo do tratamento estatistico para remover
todas as sequéncias sem significancia estatistica, enquanto a Figura 16 C representa
0 contraste das bibliotecas, correspondendo a um plot de Log2 de transcritos por
milh&o (TPM) médio de sementes submetidas ao EA versos controle. Foi possivel
verificar que a maioria das sequéncias expressas sao induzidas pelo EA (Figura 16
Q).
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Figura 16 - Representacao dos resultados das andlises do RNA-seq das sementes submetidas ao EA
versos o controle utilizando figuras de Mxa plot. (A) representa o resultado global, integrando a variacéo
de expressédo e a média de expressao para todas as 31.171 sequéncias. (B) representa as mesmas
sequéncias da figura A, ap6s a remover o ruido da andlise; (C) representa o contraste das bibliotecas,
correspondendo a um plot de Log2 de transcritos por milhdo (TPM). Os pontos em vermelho
correspondem as sequéncias significativas que tém um padj menor que 0.1.
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AplOs a analise estatistica do total de 31.171 de sequencias que foram
expressas, considerando o critério de corte utlizado, foram identificados 494
sequéncias diferencialmente expressas. A partir dessas sequéncias foram
identificadas as principais relacionadas a funcdo molecular, processos biolégicos e

componentes celulares. Dentre estas, 360 sequéncias (73%) apresentaram a
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expressdo induzida pelo EA e 134 sequéncias (27%) tiveram as suas expressoes
reprimidas (Figura 17). Além disso, das 494 sequéncias, 285 codificam proteinas nao
hipotéticas e 209 das sequéncias expressas estdo anotados como codificadoras de
proteinas hipotéticas. As proteinas hipotéticas sdo aquelas preditas por ferramentas
de bioinformatica (Figura 17), mas que nado tém ainda suas fun¢fes caracterizadas
(MAIA, 2019; SOUZA, 2019).

Figura 17 — Total de sequéncias expressas (31.171), total de sequéncias significativas (494) que
codificam para proteinas hipotéticas ou nao.

=
=

1,60%

- Proteinas ndo

Diferentemente expresso de forma I:l Expresséo reprimida pelo I:l Proteinas hipotéticas
sianificativa

- Total de genes transcritos - Expresséo induzida

A identificacdo global dos 494 sequéncias dos transcritos diferentemente
expressos de forma significativa entre o controle e o EA realizado, através do GO
FEAT possibilitou a definicho da funcdo molecular, de processos biologicos e
componentes celulares, como representado na Figura 18 (ARAUJO et al., 2018).

O termo func&o molecular descreve atividades que ocorrem no nivel molecular,
gue geralmente correspondem a atividades que podem ser realizadas por produtos
génicos individuais. No entanto, algumas atividades séo realizadas por complexos
moleculares compostos de varios produtos génicos. Foram verificados, de acordo com

os graficos de nuvens, que os transcritos relacionados a fungdo molecular sédo: de
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Ligacédo de ATP, de ligacdo de RNA, constituinte estrutural do ribossomo, de ligagcéo

de ion metalico.

Figura 18 — Identificagdo das sequencias (494) de acordo com a sua funcdo molecular, processos

biolégicos e componentes celulares.
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Os processos biolégicos, correspondem a processos maiores, realizados por
multiplas atividades moleculares, sendo importante ressaltar que um processo
biolégico ndo é equivalente a uma via. Processos tais como a traducdo, regulacao da
transcricdo, DNA molde, transporte de prétons acoplado a sintese de ATP, conjunto

de subunidade ribossémica grande, respiracao aerobica, dentre outros processos.

J4, os componentes celulares, correspondem as localizacdes relativas as
estruturas celulares nas quais um produto génico desempenha uma funcéo, sejam
compartimentos celulares ou complexos macromoleculares estaveis dos quais fazem
parte. As classes de componentes celulares néo se referem a processos, mas sim a
uma anatomia celular (ARAUJO et al., 2018), a exemplo de componente integral da

membrana, nucleo, citoplasma, subunidade grande ribossémica citosolica, citosol.

Para afunilar a andlise de maneira significativa, focou-se nas 285 sequéncias
que codificam para proteinas ndo hipotéticas, selecionando os primeiros 42 genes

mais significativos, segundo o Padj (Tabela 6).

A sequéncias significativamente expressas para codificacdo de proteinas nao
hipotéticas, sdo provenientes das sementes que foram submetidas ao envelhecimento
acelerado a 40 °C e 85% UR durante dez dias, em seguida essas sementes foram
embebidas durante seis horas. O processo de embebicdo da semente durante a Fase
I, € uma acao puramente fisica, esse processo depende somente da ligacédo da agua
a matriz da semente. Durante a etapa da Fase |, diferentes eventos sédo iniciados:

respiracdo e acumulo de ATP, sintese de mRNA e reparo de DNA, ativacdo de
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polissomos, sintese de proteinas a partir de diferentes mMRNA recentemente
sintetizados (BUCKERIDGE et al., 2004; TELES, 2013). Ocorre nessas sementes a
respiracdo e acumulo de ATP, a sintese de mRNA e reparo de DNA, o que justifica os
resultados descritos na Tabela 6.

Na fase |, durante a etapa da embebic&o, ocorre um acentuado aumento na
intensidade respiratéria, o que caracteriza a Fase |. Este processo resulta na producéo
de grandes quantidades de energia, justificando assim, a quantidade de genes na
Tabela 6, que estdo relacionados a respiracédo aerdbica e a inducdo desses genes de
acordo com o tratamento realizado. No entanto, ha trés genes diferencialmente
inibidos pelo EA (29912.m005554, 28842.m000960, 44238.m000013), sendo o
primeiro relacionado a transcrigdo de fatores e os dois ultimos codificam Proteina de
ligacdo de centrébmero / microtubulo cbf5, putativa. Dessa forma, a divisdo celular
passa a ser afetada, assim como a sintese de proteinas que irdo auxiliar na
transcricdo, justificando assim, alteracdo das caracteristicas fisiolégicas, em
especifico o observado em relagcdo ao aumento da quantidade de sementes que apoés

o envelhecimento deram origem a plantulas anormais deformadas e deterioradas.

Kingsbury e Koshland (1993), em seus estudos sobre funcédo de centrdmero,
verificou que a eficiéncia da ligacdo do centrébmero a microtubulos depende da
concentracdo do polimero de microtubulos e é inibida pelo ATP. O que corrobora com
os dados obtidos, pois a producédo de ATP apds o EA foi acentuada. Além disso, a
proteina de ligacdo de centrdbmero/ microtibulo cbf5 € uma das principais proteinas
de ligacéo ao centromero (JIANG et al., 1993).

Os danos causados pelo EA ocorreram principalmente nas vias que envolvem
a respiracdo aerobica das sementes, na sintese de moléculas de alta energia e
carreadores de elétrons (ATP e NADH* H*). Além de promover alteracdes em
processos no ribossomo, mitocéndria e citocromo. A temperatura tem um grande
efeito nos genes envolvidos em vias de geragéao de energia, como o ciclo de Calvin-
Benson-Bassham, gliconeogénese, degradacdo de amido e de triacilglicerol em
sementes de R. communis durante a embebicéo e durante a germinacao de sementes
(Ribeiro et al., 2018).



Tabela 6 — Identificacdo dos 42 genes mais significativos.
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ID log2FoldChange Padj Definicdo do Processos Bioldgicos Funcéo Molecular Componente celular Vias Metabolicas
(Phytozome) Phytozome
58083.m000079 2.085426458 2.74E-53 Citocromo c oxidase Respiragéo Aerobica Citocromo-c oxidase Componente integral de Respiracéo Aerbbica |
subunidade 1 atividade, ligacéo de heme membrana (citocromo c)
39835.m000093 2.338504987 6.83E-52 ATP subunidade ATP transporte de Atividade do transportador Complexo ATP sintase Nenhum
sintase, putativa prétons acoplado a transmembranar de prétons transportador de prétons,
sintese fator de acoplamento F (0)
45457.m000037 2.147338255 1.26E-51 NADH desidrogenase, Nenhum Atividade oxidorredutase Componente integral da Respiragao aerébica |
putativa membrana (citocromo c), respiragdo
aerobbica Il (via alternativa da
oxidase), fosforilagéo e
desfosforilagao de
NAD/NADH
52479.m000014 2.153581969 2.53E-51  ATP sintase, putativa Sintese de ATP Atividade de ATP sintase Complexo ATP sintase Biossintese de novo de
acoplado transporte de  de transporte de prétons, transportador de prétons, ribonucleotideos de
prétons, processo mecanismo rotacional, nucleo catalitico F (1) adenosina. supervia de
metabolico de ATP, ligacédo de ATP, ligacado de nucleotideos de adenosina
transporte adenil ribonucleotideo biossintese de novo I,
transmembrana de supervia de nucleotideos de
prétons purina biossintese de novo |
42076.m000069 2.187540332 4.97E-51 NADH-ubiquinona Transporte de elétrons Atividade da NADH Nenhum Respiracéo aerdbica |
oxidorredutase, putativa acoplado a sintese de desidrogenase (ubiquinona) (citocromo c), respiragao
ATP aerobbica Il (via alternativa da
oxidase), fosforilagao e
desfosforilagdo de
NAD/NADH
37640.m000021 2.203457162 2.85E-47 Proteina ribossomal S4 Nenhum Ligacdo de RNA Nenhum Nenhum
50378.m000013 1.855468535 3.08E-47 ATP sintase alfa Transporte de prétons  Ligacéo de ATP, atividade Complexo ATP sintase Biossintese de novo de

subunidade
mitocondrial, putativa

acoplado a sintese de
ATP

de ATP sintase de
transporte de proétons,
mecanismo rotacional

transportador de prétons,
nucleo catalitico F (1)

ribonucleotideos de
adenosina, supervia de
biossintese de novo de
nucleotideos de adenosinal I,
supervia de biossintese de
novo de nucleotideos de
purina
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55768.m000058

51189.m000022

45011.m000026

56774.m000019

46608.m000023

37812.m000075

46574.m000081

2.066703351

2.05529764

2.031001784

1.96547791

1.972514796

1.991738551

1.746126208

1.96E-44

3.40E-43

8.61E-38

2.86E-37

9.84E-35

2.73E-30

3.40E-30

Atividade de citocromo-c
oxidase, ligacéo de Heme

Subunidade citocromo
oxidase, putativa

Respiragéo aerdbica

Sintese de ATP
acoplado transporte de
prétons, processo
metabolico de ATP,

subunidade alfa da ATP
sintase

Ligacédo de ATP, atividade
de ATP sintase de
transporte de prétons,
mecanismo rotacional,

transporte ligacdo de adenil
transmembrana de ribonucleotideo
prétons
Proteina ribossémica Tradugéo Constituinte estrutural do

60S mitocondrial L5, ribossomo

putativa

Atividade da NADH
desidrogenase (ubiquinona)

Transporte de elétrons
acoplado a sintese de
ATP

NADH desidrogenase,
putativo

Atividade de citocromo-c
oxidase, atividade de
transferéncia de elétrons

Subunidade 3 do
citocromo c oxidase

Cadeia de transporte
de elétrons aerobica,
cadeia de transporte de
elétrons respiratoria

NADH desidrogenase, Nenhum Nenhum
putativo
Citocromo C oxidase, Cadeia de transporte Atividade de

de elétrons oxidorredutase, atividade
de citocromo-c oxidase,

ligagdo de ions de cobre

subunidade Il, putativo

Componente integral da
membrana

Complexo ATP sintase
transportador de prétons,
nucleo catalitico F (1)

Ribossomo

Nenhum

Membrana, mitocondria,
componente integral da
membrana

Membrana

Componente integral da
membrana, membrana

Respiracéo aerébica |
(citocromo c)

Biossintese de novo de
ribonucleotideos de
adenosina, supervia de
biossintese de novo de
nucleotideos de adenosina I,
supervia de biossintese de
novo de nucleotideos de
purina

Nenhum

Respiragéo aerdbica |
(citocromo c), respiragao
aerobbica Il (via alternativa da
oxidase), fosforilagéo e
desfosforilagdo de
NAD/NADH

Biossintese de novo de
ribonucleotideos de
adenosina, supervia de
nucleotideos de adenosina,
biossintese de novo I,
supervia de nucleotideos de
purina, biossintese de novo I,
respiracéo aerobica |
(citocromo c)

Respiracéo aerdbica |
(citocromo c), respiragao
aerodbica Il (via alternativa da
oxidase), fosforilagéo e
desfosforilacdo de
NAD/NADH

Respiracao aerdbica |
(citocromo c)
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55768.m000059

44144.m000044

29694.m000361

48739.m000082

53582.m000022

55946.m000018

58936.m000022

28153.m000281

2.301978822

2.006321412

1.917908985

1.769812573

1.989610431

1.646453682

1.724933946

2.104419424

3.79E-30

6.70E-30

4.60E-27

9.29E-26

8.71E-20

9.45E-20

9.11E-19

3.26E-13

Cadeia NADH-
ubiquinona
oxidorredutase 4L,
putativa

Citocromo B

Cadeia NADH-
ubiquinona
oxidorredutase, putativa

Proteina fe-s NADH-
ubiquinona
oxidorredutase, putativa

Precursor mitocondrial
NADH-ubiquinona
oxidorredutase, putativo

Proteina ribossémica
30S S7, putativa

Proteina ribossémica
60S L16, putativa

Reservatorio de
nutrientes, putativo

Transporte de elétrons
acoplado a sintese de
ATP

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Traducgéo

Tradugéo

Nenhum

Atividade oxidorredutase,
agindo sobre NAD(P)H

Atividade de transferéncia
de elétrons, atividade de
oxidorredutase

Nenhum

Atividade oxidorredutase,
agindo sobre NAD(P)H,
ligacdo de quinona, ligacdo
de NAD

Atividade oxidorredutase,
atuando na atividade
NAD(P)H, NADH
desidrogenase (ubiquinona)

Constituinte estrutural do
ribossomo, ligagdo de
rRNA

Constituinte estrutural do
ribossomo, ligagéo de
rRNA

Atividade do reservatério
de nutrientes

Nenhum

Membrana

Componente integral da
membrana

Nenhum

Nenhum

Subunidade ribossomal

pequena mitocondrial,

subunidade ribossomal
pequena

Ribossomo

Nenhum

Respiracéo aerdbica |
(citocromo c), respiragéo
aerodbica Il (via alternativa da
oxidase), fosforilacdo e
desfosforilagcao de
NAD/NADH

Nenhum

Respiragéo aerdbica |
(citocromo c), respiragdo
aerobbica Il (via alternativa da
oxidase), fosforilagéo e
desfosforilagao de
NAD/NADH

Respiracao aerébica |
(citocromo c), respiragdo
aerobica lll (via alternativa da
oxidase), fosforilacdo e
desfosforilagcao de
NAD/NADH

Respiracdo aerébica |
(citocromo c), respiragdo
aerobbica Il (via alternativa da
oxidase), fosforilagéo e
desfosforilagao de
NAD/NADH

Nenhum

Nenhum

Nenhum
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29822.m003369

57154.m000018

58083.m000075

48739.m000078

30174.m008925

29070.m000129

29736.m002058

29725.m000232

2.314730837

1.31593778

1.016161328

1.170311728

1.2740541

2.48470566

2.05282195

1.309834562

1.30E-11

8.03E-11

8.28E-11

6.03E-10

2.02E-09

3.21E-09

2.03E-08

6.30E-08

Proteina quinase
serina-treonina, tipo
vegetal, putativo

NADH desidrogenase,
putativa

ATP sintase 9
mitocondrial, putativo

Proteina fe-s NADH-
ubiquinona
oxidorredutase, putativa

F-box e proteina de
dominio wd 40, putativa

Serina/treonina proteina
quinase, putativo

Proteina de ligagdo ao
DNA curva, putativa

NADH desidrogenase,
putativo

Fosforilagéo de
proteinas

Nenhum

Transporte
transmembranar de
prétons, transporte de
prétons acoplado a
sintese de ATP

Nenhum

Nenhum

Fosforilagdo de
proteinas

Dobramento de
proteinas

Respiracéo aerdbica

Atividade de proteina
quinase, ligagdo de ATP

Nenhum

Atividade do transportador
transmembranar de prétons

Atividade oxidorredutase,
agindo sobre NAD(P)H,
ligacdo de quinona, ligacdo
de NAD

Ligacao de proteinas,
ligacéo de ions metélicos

Atividade de proteina
quinase, ligacao de ATP

Ligacéo proteica ndo
dobrada

Nenhum

Nenhum

Membrana

Complexo ATPase de dois
setores transportador de
prétons, dominio
transportador de prétons,
complexo ATP sintase
transportador de prétons,
fator de acoplamento F(0)

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Complexo | da cadeia
respiratéria mitocondrial,
componente integral da

membrana

Nenhum

Respiracéo aerébica |
(citocromo c), respiragéo
aerobica Il (via alternativa da
oxidase), fosforilacdo e
desfosforilagcao de
NAD/NADH

Nenhum

Respiracéo aerébica |
(citocromo c), respiracédo
aerobica lll (via alternativa da
oxidase), fosforilagéo e
desfosforilagdo de
NAD/NADH

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Respiracéo aerdbica |
(citocromo c), respiragédo
aerobica Il (via alternativa da
oxidase), fosforilacéo e
desfosforilacdo de
NAD/NADH
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51845.m000009

38858.m000012

30147.m014080

59928.m000011

50568.m000008

29681.m001348

29701.m000596

29912.m005554

1.902445098

1.277099163

2.651869373

1.011880623

3.744493675

2.704546123

0.943180308

-0.654363558

7.50E-08

8.75E-08

1.12E-07

1.73E-07

4.06E-07

6.01E-06

6.91E-06

1.07E-05

ATP sintase 9
mitocondrial, putativo

Proteina contendo
dominio
ribossomal_L16

Proteina de dedo de
zinco, putativa

proteina ribossémica
60S L16, putativa

ATP sintase alfa
subunidade
mitocondrial, putativo

Precursor da
glicoproteina EP1
secretada especifica da
epiderme, putativo

Bombas de prétons
vacuolares 1a, putativa

Fator de transcricao,
putativo

Transporte de prétons
acoplado a sintese de
ATP, transporte
transmembranar de
prétons

Tradugéo

Ubiquitinacao de
proteinas

Traducéo

Sintese de ATP
acoplado transporte de
prétons, processo
metabdlico de ATP,
transporte
transmembrana de
prétons

Nenhum

Transporte de ions
célcio, transporte de
cations, transporte
transmembrana

Nenhum

Atividade do transportador
transmembranar de prétons

Constituinte estrutural do
ribossomo, ligagdo de
rRNA

Atividade da proteina ligase
da ubiquitina

Constituinte estrutural do
ribossomo, ligagéo de
rRNA

Ligacédo de ATP, atividade
de ATP sintase de
transporte de protons,
mecanismo rotacional,
ligacdo de adenil
ribonucleotideo

Nenhum

transportadora
transmembrana de céations

Ligacdo de DNA especifica
da sequéncia da regido
reguladora de transcri¢cdo

Complexo ATP-sintase
transportador de prétons,
fator de acoplamento F(0),
complexo ATPase de dois
setores transportador de
prétons, dominio
transportador de prétons

Ribossomo

Citoplasma

Ribossomo

Complexo ATP sintase
transportador de prétons,
nucleo catalitico F (1)

Nenhum

Componente integral da
membrana

Nucleo

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Biossintese de novo de
ribonucleotideos de
adenosina, supervia de
biossintese de novo de
nucleotideos de adenosina I,
supervia de biossintese de
novo de nucleotideos de
purina

Nenhum

Nenhum

Nenhum
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28842.m000960 -0.78318396 1.29E-05 Proteina de ligacéo de
centrémero/microtibulo
cbf5, putativa

44238.m000013  -1.167423562 2.92E-05 Proteina de ligagéo de
centrémero/microtubulo
cbf5, putativa

30169.m006379 1.640837881 3.79E-05 Proteinas Serina-
Treonina Quinase

29589.m001272  0.770539328 9.16E-05 Feoforbideo A
oxigenase, putativa

Processamento de Nenhum
RNA, modificacéo de
RNA
Modificagdo de RNA, Nenhum
processamento de
RNA
Fosforilagdo de Atividade de proteina
proteinas quinase, ligacdo de ATP,

atividade de proteina
serina/treonina quinase

Nenhum Atividade de oxigenase

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Os danos oxidativos ocasionados nas sementes podem ser correlacionados com o aumento dos danos oxidativos nas

plantulas e com o aumento de plantulas deformadas. Ribeiro et al. (2018) usando analise de microarranjos para determinar o perfil

do transcriptoma de R. communis subjacente aos mecanismos de termotolerancia durante a embebicdo da semente, demonstraram

mudancas no transcriptoma durante a germinacdo das sementes quando mantidas a 20, 25 e 35 °C. Embora a temperatura tenha

um forte efeito no transcriptoma de R. communis, a maioria dessas diferencas ocorreu entre 6 h de embebicdo e o inicio da

germinacao, coincidindo com a janela termossensivel identificada. Houve expressdo de genes que codificam transcricbes de

proteinas de ligacdo de ATP, proteinas de ligacdo de DNA, proteinas de ligacdo de RNA, RNA polimerases dirigidas por DNA,

proteinas de fator de choque térmico, proteinas de fator de ponte multiproteina, e proteina dedo de zinco também foram afetadas

pela temperatura, sugerindo que os mecanismos de reprogramacao transcricional foram perturbados.
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Entre as transcri¢cdes reguladas, trés foram compartilhados por todos os trés
estagios: um relacionado a oxidacao dedo de zinco 2, uma proteina de dominio F-box
e wd40 e uma proteina de ligacdo de DNA / transcricdo semelhante a MYB fator. Entre
0s transcritos regulados positivamente, nove foram compartilhados por todos os trés
estagios: uma proteina semelhante a BET1P / SFT1P 14BB, uma proteina rica em
cisteina de baixo peso molecular LCR78, uma proteina de repeticdo WD, uma proteina
GAST1, uma adenilato cinase 1 / P-loop contendo proteina da superfamilia de
nucleosideo trifosfato hidrolases e quatro proteinas hipotéticas conservadas (Ribeiro
et al., 2018).

3.3.6 Analises Metabolomicas

3.3.6.1 Determinacado dos metabdlitos primarios dos embrifes das sementes por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)

O metabolismo primario € constituido pelos processos essenciais a vida, que
se caracteriza por grande producéo e distribuicdo universal e com funcdes essenciais,
sendo comum a todos os organismos (TAIZ & ZEIGER, 2004; DUNN & ELLIS, 2005;
ABDELNUR, 2011; LEHNINGER & COX, 2011). Cinquenta metabdlitos foram
anotados por GC-MS com base em propriedades fisico-quimicas caracteristicas (MS
de alta resolucéo), no entanto, apenas dez foram identificados: galactinol, mio-inositol,

melibiose, acido glioxilico, sorbitol, sacarose, Inositol, ribitol e xilose (Figura 19).
Figura 19 — Mapa de calor com os metabdlitos primarios identificados no embri&o das sementes da

cultivar BRS 188 Paraguacgu de Ricinus communis L. na condi¢do controle e apds envelhecimento
acelerado.
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Foi construido um mapa de calor para avaliar a correlacdo entre 0 EA e a
variacdo destes metabdlitos no embrido de sementes controles e submetidas ao EA.
Um mapa de calor € uma representacao gréafica de um determinado conjunto de dados
onde as cores do gradiente representam os valores individuais de uma matriz (Figura
19) (SANTOS et al., 2018).

Os embrides das sementes controles apresentaram maior concentracao de
galactinol, mio-inossitol, melibiose, &acido glioxilico, as sementes apés o EA
apresentam menor concentracao desses compostos e maior concentracao de sorbitol,

inositol, xilose, sacarose e ribitol (Figura 20).

Figura 20 — Biomarcadores de qualidade de sementes de Ricinus communis cultivar BRS 188
Paraguacu e a via de biossintese de galactinol, rafinose e estaquiose (Adaptado de NISHIZAWA,
YABUTA & SHIGEOKA, 2008; DOMERGUE et al., 2019).
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O galactinol € considerado um marcador da qualidade de semente, pois a sua reducao
esta diretamente ligada a uma reducdo na qualidade da semente, que pode ser
evidenciado em sementes submetidas ao EA. Vidigal et al. (2018) em estudo sobre a
investigacdo do conteudo de galactinol descrevem que a alteracdo deste metabdlito
pode ser um comportamento preditivo de armazenabilidade de sementes de
Arabidopsis, repolho e tomate.

As analises revelaram uma correlagcédo positiva entre o conteudo de galactinol
e a longevidade das sementes das trés espécies, confirmando que a reducdo do
contetdo de galactinol esta diretamente ligado a reducédo da qualidade da espécie.
Vidigal et al. (2016) relataram que o conteudo de galactinol de sementes maduras
secas pode ser usado como um biomarcador adequado para a longevidade das
sementes. Considerando que houve diminuicdo do galactinol e do mio-inositol durante
o envelhecimento acelerado aplicado as sementes analisadas, é possivel afirmar que
estes dois metabolitos sdo biomarcadores de envelhecimento em R. communis, além

da resposta a estresse abioticos, durante a germinacéo.

O galactinol é produzido durante a primeira etapa da via de biossintese de
oligossacarideos da familia da rafinose — RFO (rafinose, estaquiose e verbascose),
onde a UDP-galactose € convertida em galactinol pela galactinol sintase que
desempenha um papel regulador nesta via (CASTILLO et al., 1990; NISHIZAWA et
al., 2008; VIDIGAL et al., 2018). Os carboidratos da RFO s&o sintetizados por um
conjunto de galactosiltransferase (GolS; EC 2.4.1.123), uma familia GT8
glicosiltransferase e os dois metabdlitos essenciais da via séo galactinol e mio-inositol,
esta enzima galactosila mio-inositol para produzir galactinol. A galactinol sintase é a
primeira enzima envolvida na conversao de galactinol UDP-galactinol e pode

desempenhar um papel na regulacéo de vias.

Estas biomoléculas protegem o0 embrido da dessecacdo associada a
maturacdo, sdo carboidratos de transporte predominantes em algumas familias de
plantas, agem como molécula sinalizadora ap0s estresses bidticos e se acumulam
nos tecidos vegetativos em resposta a uma série de estresses abioticos (SENGUPTA
et al., 2015; VIDIGAL et al., 2018) Altos niveis intracelulares de galactinol em plantas

transgénicas de Arabidopsis superexpressando galactinol sintase genes (GolS1,
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GolS2 e GolS4) foram correlacionados com aumento da tolerancia a varios estresses
abidticos (NISHIZAWA et al., 2008; RIBEIRO et al. 2015a).

Em estudo com sementes de R. communis e avaliacéo do efeito da temperatura
na alocacéo de biomassa nas mudas de dois genotipos contrastantes, demonstraram
que para o gendtipo MPAL11l, os niveis de galactinol foram maiores nas raizes
cultivadas a 35 °C do que a 20 °C e 25 "C. Para o gendtipo IAC80, no entanto, 0s
niveis de galactinol ndo variaram em resposta a temperatura. Niveis maiores de
galactinol a 35 °C indicam que o gendtipo MPA11 evita danos oxidativos causados
por estresse térmico e assim, mantém a homeostase para suportar um maior

crescimento da raiz em temperaturas elevadas (RIBEIRO et al. 2015a).

Ribeiro et al. (2015b) ao avaliar o perfil metabdlico de sementes de R.
communis durante o inicio da embebicdo da semente demonstraram uma assinatura
metabdlica especifica em resposta a temperatura. Neste estudo foi mostrado que a
mobilizagéo de galactinol ndo ocorreu nas primeiras duas horas de embebi¢do, mas
apos oito horas de embebicdo a 35 °C, sendo que foi reduzido 1,4 vezes em
comparacao das sementes embebidas duas horas com as sementes secas e. Além
disso, a degradacao do galactinol promoveu um aumento nos niveis de mio-inositol
em sementes embebidas por 8 h, especialmente aquelas embebidas a 35 °C. Isso
mostra que as sementes também podem ter reservas alternativas, como RFO para

atender a demanda de energia para germinagao e crescimento inicial das plantulas.

A rafinose e os subsequentes RFO de maior peso molecular (estaquiose,
verboscose e ajugose) sao sintetizados a partir da sacarose pela adicdo subsequente
de fracGes de galactose ativadas doadas por Galactinol. A conversao de galactinol e
sacarose em rafinose e mio-inositol é catalisada pela rafinose sintase. A adi¢cdo de um
galactinol adicional a rafinose € catalisada pela estaquiose sintetase e resulta na
formacao de estaquiose e mio-inositol e, adicionando a outro galactinol, estaquiose é
convertido em verbascose e mio-inositol, que é catalisado pela verbascose sintase
(VIDIGAL, 2015). Além disso, a rafinose e estaquiose podem ser degradadas em
melibiose e frutose (MEYER et al., 2018).

O acumulo dos oligossacarideos da familia da rafinose (RFO) ocorre do estagio
intermediario de desenvolvimento a maturacdo das sementes, no entanto, isso varia

de espécie para espécie. Estes se acumulam em muitos grupos de plantas em
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resposta a diversos estresses abioticos (NISHIZAWA-YOKOI; YABUTA; SHIGEOKA,

2008 a, b), como temperaturas extremas ou secas.

Jing et al. (2018) realizaram a caracterizacéo funcional da galactinol sintase e
rafinose sintase em aquisicdo a tolerancia a dessecacdo no desenvolvimento de
sementes de Arabidopsis, seus resultados indicam que a galactinol sintase e a
rafinose sintase, nao tiveram efeito significativo no desenvolvimento da semente, mas
afetou o tempo tolerancia a dessecacéo durante o desenvolvimento das sementes. E
o0 acumulo de galactinol e RFO melhorou a resisténcia a oxidacdo, sendo estes
componentes importantes para a aquisicdo de tolerancia a dessecacao durante o
desenvolvimento de sementes de Arabidopsis. Resultados semelhantes foram
encontrados por Pukacka, Ratajczak & Kalemba (2009) com sementes de faia (Fagus
sylvatica) na avaliacdo de tolerancia a dessecacdo e armazenamento. Os autores
verificaram uma correlacéo positiva entre a capacidade de germinacdo e o contetudo
de estaquiose. Além disso, os resultados indicaram claramente que a composicao dos
RFO em sementes de faia esta intimamente relacionada a aquisicédo de tolerancia a

dissecacédo e a viabilidade das sementes durante o armazenamento.

A rafinose é conhecida por apoiar a sacarose na protecdo da integridade da
membrana, limitando a cristalizacédo de lipidios e as rea¢cfes de deterioracdo, varios
estudos tém mostrado que os carboidratos ajudam a manter a integridade estrutural
das membranas e proteinas sob condi¢cdes secas devido a formacao de um estado
vitreo para limitar as reacdes de deterioracdo (BERNAL-LUGO & LEOPOLD, 1995;
NISHIZAWA, YABUTA & SHIGEOKA, 2008; VIDIGAL et al., 2018). A sacarose em
sementes oleaginosas pode ser originada pela degradacdo dos triacilglicerdis e
producdo de carboidratos por gliconeogénese, este € um processo que envolve
diferentes vias metabdlicas. Sementes oleaginosas, possuem lipideos armazenados
na forma de triacilglicerol. A degradacéo do triacilglicerol é catalisada por lipases,
produzindo &cido graxo e glicerol, os acidos graxos entram no glioxissomo, onde
ocorre 3-oxidagéo e parte do ciclo do glioxilato. A 3-oxidac¢do converte o acido graxo
a acetil-CoA, que é posteriomente condensado a um composto de quatro carbonos,
por meio do ciclo do glioxilato. Este composto é transferido para as mitocondrias e
transportado para o citosol para glinoneogénese (onde h&a a producédo de sacarose)
ou usado como substrato para a respiracédo (HUANG, 1975; HIPPMAN, 1976; LIN,
1976; LIN, 1977; EASTMOND, 2004; GRAHAM, 2008).
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A sacarose serve como substrato para a sintese de rafinose e RFO,
contribuindo para o vigor e a protecédo das sementes (VIDIGAL, 2015). LEDUC (2007)
avaliando sementes de Caesalpinia echinata Lam. (Pau-Brasil) durante a maturacao,
verificou que os teores de rafinose e estaquiose aumentaram expressivamente
guando as sementes foram submetidas a secagem lenta. Em sementes imaturas com
35 DAA (dias apds a antes) que nao toleraram a dessecacdo ou que tiveram a
germinacao prejudicada por outros fatores, também foram observados elevados
teores de rafinose, estaquiose e mais expressivamente de sacarose. Muito
semelhante ao encontrado nesse estudo, as sementes apds serem submetidas ao

EA, tiveram um aumento na quantidade de sacarose, quando comparado ao controle.

O inositol € um polialcool ciclico, nomeado de ciclohexanohexol, com seis
grupos hidroxil, um em cada carbono do anel. A sua formacdo pode ocorrer pela
hidrdlise do acido fitico que € realizada pela enzima fitase, uma fosfomonoesterase
especifica, que hidroliza um fésforo de cada vez. A fitase catalisa a hidrélise do acido
fitico formando inositol e seis grupamentos fosfatos (Pi), liberando um fosfato de cada
vez. Durante a germinacao da semente, o teor de acido fitico diminui grandemente e
o teor de fosfato inorganico e mio-inositol ndo se acumulam, tendo em vista que estes
sdo rapidamente metabolizados (BUCKERIDGE et al., 2004). Os inositéis podem ser
arranjados em nove estereoisdmeros: scilo, myo, neo, epi; D e L. Entre esses
isbmeros estd o mio-inositol, estes sdo os mais abundantes na natureza, sendo
produzidos a partir da glicose (ALMEIDA et al., 2003; DE SOUZA, 2010). O inositol é
encontrado em varias partes das plantas, como raizes, sementes e folhas,
principalmente de plantas submetidas a estresses. No entanto, pouco se sabe sobre
as funcBes desempenhadas por esse composto em plantas (MURAKEOZY et al.,
2002; DE SOUZA, 2010).

O mio-inositol, um hexahidroxiciclohexano, esta diretamente ligado a formacao
do galactinol. O crescimento das plantas é marcado pela funcéo do mio-inositol e seus
derivados. Estes possuem diversas funcdes nas células, tais como reserva de fosfato,
0s mio-inositol fosfatos estéo envolvidos em processos de rotas celulares, transducéao,
regulacdo de sinal, regulagédo da sintese de ATP, transporte e estocagem de auxina,
biossintese de parede celular, endocitose e trafego de vesiculas, producdo de
moléculas relacionado ao estresse, remodelamento de cromatina e reparo de DNA,

expressao de genes e exportacdo de RNA (Abreu, 2006).
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Poucas plantas toleram ao estresse em resposta a fatores ambientais
adversos, incluindo sementes de gréao de bico, esta é capaz de aumentar os niveis de
mio-inositol para a sua adaptagéo ao estresse (BOOMINATHAN et al., 2004). Saxena
et al. (2013) em seu estudo com grao de bico (Cicer arietinum L.) demostrou que a
atividade da monofosfatase de mio-inositol é distribuida na planta, e aumentada
durante o estresse ambiental, sendo sua funcdo importante na biossintese de mio-
inositol. Em estudo com superexpressdo da monofosfatase de mio-inositol em
Arabidopsis os autores, demonstraram tolerancia ao estresse durante a germinacao
de sementes e crescimento de plantulas. Karner et al. (2004) em estudo com ervilha
(Pisum sativum L.) verificou uma correlacdo altamente significativa entre os niveis de
mio-inositol e RFO, mio-inositol e galactinol, sacarose e RFO. Demonstraram assim,
evidéncias para o papel fundamental do mio-inositol para a sintese de galactinol,
concluindo a partir dos resultados obtidos que o acumulo de RFO é controlado pelos

niveis dos substratos iniciais, como 0 mio-inositol e a sacarose.

A melibiose é um dissacarideo presente nas sementes e pode ser utilizado
como substrato da alfa-galactosidase para produzir glicose e galactose. Esta &
originada do grupo frutosil da rafinose, quando a invertase cliva o grupo frutosil
originando a melibiose. A rafinose acumula-se em concentragdes elevadas nos orgaos
de reserva durante o desenvolvimento da planta, durante a maturagao ocorre perda
de 4gua nas sementes e ha simultdineamente aumento na concentracdo de rafinose
(DEY, 1985; CALLEGARI, 2003). Aguiar (2015) em estudo para identificacédo do perfil
metabdlico de cana-de-acUcar verificou que os acgucares da via da pentose fosfato e
seus intermediarios estiveram presentes em concentragdes muito elevadas, como por
exemplo, a glicero-guloheptulose, melibiose e xilose. Justificando o aumento da
concentracdo compostos aromaticos, provenientes da via da pentose que fornece
acucares para via do &cido chiquimico. Além disso, Alteragdes importantes no
metabolismo dos acucares incluem o aumento significativo de produtos
osmorreguladores e de aglcares associados a rigidez da parede celular (melibiose,
galactose, salicina e trealose). A concentracdo de melibiose aumentou em resposta

ao estresse, corroborando com este estudo.

O &cido glioxilico é importante para o processo foto-respiragdo nos vegetais e
se forma no ciclo do glioxilato a partir da degradacgéo e uso de lipideos. No ciclo do

acido glioxilico, ha utilizacao das moléculas de acetil-CoA produzidas na oxidacéo dos



117

acidos graxos que nao sao utilizadas pelas mitocéndrias para a producdo de ATP. Os
metabdlitos desta via sédo utilizados para a producdo de intermediarios do ciclo de
Krebs e da glicose. Dessa forma, ha a transformacgéo de acidos graxos em glicose por
gliconeogénese (EASTMOND & GRAHAM, 2001). SEW et al. (2016) em estudo com
mutantes duplos que foram afetados na malato desidrogenase mitocondrial 1 e 2.
Verificaram que a maioria das sementes ndo eram viaveis e as poucas sementes
vidveis que germinaram, possuiam uma alta taxa de respiragdo, acumularam
aminoacidos a custa de 2-oxoglutarato, e foram menos resistentes ao envelhecimento
artificial. Isso demonstra o papel critico desempenhado pelo catabolismo do malato
sendo possivel afirmar que a capacidade de reciclar o ciclo de Krebs ou os
intermediarios do ciclo glioxilico via malato € um mecanismo importante para a
qualidade da semente (DOMERGUE et al., 2019).

O sorbitol é um polidlcool proveniente de glicose, podendo atuar de trés
maneiras; primeiro como um &lcool que € transportado de modo ndo vascular do
endosperma para o embrido; segundo, como um metabolito intermediério; e terceiro,
servindo como um escape para o excesso de NADPH + H* formado no interior hipoxico
da semente. Além disso, o sorbitol pode ser translocado do endosperma para o
embrido pelo transportador de sorbitol e ser convertido em glicose pela aldose
redutase (AR) no interior do embrido (SOUZA, 2006).

Kuo et al. (1990) ao avaliar o metabolismo das sementes de soja (Glycine max
L. Merrell) durante a germinacao, verificaram que o sorbitol acumulou-se nos eixos
durante a germinacdo, O acumulo de sorbitol nos eixos comecgou no primeiro dia de
germinacao, a medida que a sacarose diminuia e a glicose e a frutose aumentavam.
A sacarose também diminuiu nos cotilédones, mas ndo houve acumulo de sorbitol,
glicose ou frutose. O acumulo de sorbitol e hexoses foram altamente correlacionados
com o aumento da atividade da invertase nos eixos, mas ndo com a sacarose sintase
e atividades de sacarose fosfato sintase. Ja Lahuta et al. (2007) em estudo com
sementes de ervilha para avaliar o efeito do envelhecimento acelerado em relagéo a
composicdo e o teor de carboidratos, verificaram uma redugdo gradual na
concentragdo de rafinose e o acumulo de sorbitol nos embribes, junto ao
envelhecimento das sementes, ocorrendo perda de vigor e viabilidade. O acumulo de
sorbitol pode indicar deterioragdo semente e perda da qualidade durante o

armazenamento. Este resultado corrobora com o resutado das sementes apos o EA
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no presente estudo, jA que houve um aumento na quantidade de sorbitol. Assim
sendo, é possivel afirmar que o sorbitol pode ser considerado um biomarcado para

indicar deterioragéo e perda de qualidade da semente em R. communis.

O ribitol € um poliol derivado de pentano com 5 hidroxilas, o d-ribitol € um dos
constituintes da Riboflavina, componente presente em sementes e plantas, importante
para a sintese de moléculas de flavina adenina dinucleotideo (FAD) e atua também
em atividades antioxidantes (CORREA et al.,, 2008). Almaghamsi et al. (2020)
investigaram os efeitos do estresse hidrico na biossintese e metabolismo do sorbitol
e acumulo de sorbitol e ribitol em tomate (Solanum lycopersicum L.), verificando que
ambos se acumularam com o aumento do estresse. Resultado semelhante foi
verificado em outra espécie por Zhang et al. (2019) ao avaliar o envelhecimentento e
0 estresse causado por infeccdo endofitica em sementes de Festuca arundinacea
Schreb. Os autores verificaram, ao fazer uma analise de metabdlitos secundarios, um
aumento na concentracdo de manitol, ribitol e trealose no embrido em comparagao
com o endosperma. Associado a estes resultados demonstraram que as sementes
que tiveram uma infeccdo endofitica apresentaram maior concentracdo desses
metabdlitos primarios quando comparado com as sementes envelhecidas. Neste
trabalho também foi verificado o aumento na quantidade de ribitol apdés o
envelhecimento das sementes, assim, o ribitol pode ser considerado um bom
marcador para a qualidade de sementes de diferentes espécies que foram submetidas

a estresse biético ou abiético e envelhecimento.

Xilose é um acucar presente em sementes, 0s xiloglucanos de sementes séao
constituidos de uma cadeia principal linear de glucano, como a celulose, mas possui
residuos de xilose ou de galactose unida a xilose, ambos ligados a cadeia principal
através de ligagdes a-(1—-6) (SUDA, 2001; MORAIS, 2013). Corte et al. (2010),
analisaram sementes (Melanoxylon brauna - Leguminosae-Caesalpinoideae)
armazenadas por 0, 3, 6, 9 e 12 meses a 20 °C (envelhecimento natural) e durante 0O,
24, 48 e 72 horas a 40 °C (envelhecimento acelerado). No envelhecimento natural
verificaram o aumento no conteddo de xilose nos cotilédones. Apenas os valores de
xilose mostraram uma correlagao positiva entre os dois tipos de armazenamento e
compartimentos (eixo embrionario e cotilédones), mas a relagcdo nos niveis de xilose
foi inverso, sugerindo a transferéncia de xilose entre os compartimentos durante o

armazenamento. Em geral, houve uma degradacgéao significativa de xilose, manose e
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galactose no eixo embrionario durante o armazenamento natural. Durante o
envelhecimento acelerado, o nivel de xilose no eixo embrionario aumentou até 48
horas e permaneceu aproximadamente estavel pelas proximas 24 horas até o fim do

experimento com 72 horas.

Resultado semelhante foi obtido por Reis et al. (2020) ao avaliar relacdes entre
0 substrato e a mobilizacdo de reserva com variagdo de temperatura durante a
germinacdo de sementes de Ormosia coarctata Jack. Os niveis de xilose néo
mudaram significativamente durante a embebicéo a 15°C, enquantoo a 25, 30 e 35°C
a concentracdo de xilose diminuiu apés 48 h. E a 40°C a xilose foi rapidamente
consumida. Resultado semelhante foi encontrado para a galactose e concluiram que
0s monossacarideos sao preferencialmente decompostos, independentemente da
presenca de oligossacarideos. A xilose e a galactose foram consumidas ou liberadas
em maior taxa nas sementes embebidas a 40 °C, provavelmente devido a degradacao

das membranas celulares no final da embebicéo.

Neste trabalho, foram obtidos resultados semelhantes a Ribeiro (2015), que
verificou que a quantidade de xilose e sacarose, presente nas sementes com seis
horas de embebicdo a 35°C foram trés vezes maior que no controle, semente seca.
Concluiu que sementes embebidas sob altas temperaturas apresentam uma
germinacdo mais rapida e alta germinacdo, no entanto, as mudas apresentam-se
comprometidas devido ao estresse térmico, ja que a planta reconhece a temperatura
de 35°C ou superior como uma temperatura de estresse térmico. A alta temperatura
apresenta um efeito negativo em processos importantes, tais como: degradagao dos
lipideos de armazenamento, com B-oxidacao de acidos graxos, realizacao de ciclo do
glioxilato e gliconeogénese. Assim como, o EA realizado neste trabalho, a temperatura
utilizada, gerou danos gerando grande quantidade de plantulas deterioradas e
deformadas. Portanto, neste estudo o aumento do sorbitol, inositol, xilose, sacarose e
ribitol podem ser considerados como marcadores de deterioracdo e perda de
qualidade da semente.

Embora o galactinol, mio-inositol, melibiose, sorbitol, sacarose e xilose, tenham
sido apresentados em outros estudos como bons marcadores para a deterioracao e
perda da qualidade de sementes, e sendo considerado por este estudo, potenciais

biomarcadores para a espécie de R. communis durante o envelhecimento acelerado,
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ainda é necessarios mais estudos e verificacdo em outras espécies, pois nao se sabe

se estes potenciais marcadores bioquimicos sdo aplicaveis a todos 0s casos.

3.3.6.2 Determinacdo dos metabdlitos secundarios dos embrides das sementes

e do tegumento das sementes (LC-MS)

As amostras dos embrides e tegumentos apresentaram diferenca significativa
guanto a identificacdo dos metabdlitos secundarios presentes nas condi¢des controle

e EA, como pode ser evidenciado na Figura 21.

Figura 21 - Analise de componentes principais dos metabdlitos secundarios das
amostras de Embrido e Tegumento do Controle e EA.
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O envelhecimento acelerado é fator principal para a alteracdo da semente, pois
a preservacdo da qualidade da semente depende da condicdo externa a qual a
semente é submetida. A temperatura e umidade relativa sdo frequentemente citados
como o0s principais fatores que afetam adversamente a qualidade das sementes,
causando danos fisicos e mudancas bioquimicas e moleculares nas sementes. Os
principais danos como perda da integridade da membrana celular, diminuicdo na
atividade enzimatica, peroxidacdo lipidica e consequentemente perda de vigor na
semente pode ser verificado (OGE et al., 2008; DOS SANTOS et al.,, 2016).
Justificando assim, ao se analisar os dados fisioldgicos, bioquimicos e moleculares
deste estudo, o efeito do EA. O envelhecimento acelerado causou danos que reduziu
significativamente a qualidade das sementes causando o aumento da peroxidagao

lipidica e o aumento significativo de plantulas deformadas e deterioradas.
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O tegumento por ser um componente externo de protecao para a semente esté
sujeito aos maiores danos devidos as alteracbes do ambiente, o que explica o
resultado demonstrado. A analise de componentes principais (PCA) foi aplicada a todo
conjunto de dados, usando metabdlitos identificados e nao identificados com o
objetivo de encontrar as dire¢cdes que melhor explicam a variacdo no conjunto de
dados (Figura A). Componente principal 1 (PC1) explicou 77,7% da total variancia,
enquanto o componente principal 2 (PC2) explicou 5,3% e o componente principal 3
(PC3) explicou 3,6% da variancia total. A maior parte da variacdo na composic¢do do
metabalito pode ser atribuida a diferenca de tecidos, evidenciando o efeito do EA mais

evidente no tegumento.

Técnicas de identificacdo do perfil metabdlito, como a cromatografia liquida
acoplada ao espectrometro de massa (LC-MS) fornecem informacdes vitais para a
compreensao dos processos biologicos e sdo aplicadas para identificar o potencial
dos compostos bioativos em diferentes amostras biol6gicas (SANTOS et al., 2018;
BATISTA et al., 2019). Através do uso da LC-MS para andlise das amostras foram
identificados um total de 16.097 sinais de massa, sendo filtrado 5.940 sinais, por
estarem pelo menos em duas amostras com intensidade >2.000, sendo analisado 933

dos metabdlitos e identificados os presentes na Tabela 7.

Tabela 7 — Metabdlitos identificados com base em analise de identificagdo LC—-MS, com o uso do

programa METLIN (https://metlin.scripps.edu/landing_page.php?pgcontent=mainPage).

ID tr Nome Formula Massa ppm Aduct
68409 49.29 Damascenina C10H13NO3 195.0895 1 [M-H]
Quercetina 3-acetato 7,3',4'-tri-O-
50728 1.56 sulfato C17H12017S3 583.9237 2 [M-H]
48149 14.17 Fruticarpina C17H1605 300.0998 1 [M-H]
69146 12.17 Tarenosideo C16H2209 358.1264 1 [M-H]
305 36.08 acido m-cumérico C9H803 164.0473 1 [M-H]
41152 51.86 Catalpol C15H22010 362.1213 1 [M-H]
47208 29.97 Carajurin C17H1605 300.0998 2 [M-H]
65606 2.05 Ricinina C8H8N202 164.0586 1 [M-H]
86147 21.95 Acido galagico C28H12016 604.0125 1 [M-H]
310 28.11 Acido cinamico C9H802 148.0524 2 [M-H]
3430 22.86 Acido elagico C14H608 302.0063 1 [M-H]
3',4'-Methylenedioxy epicatechin
47361 22.58 5,7-dimethyl ether C18H1806 330.1103 2 [M-H]

*ID METLIN; Tempo de retencao (tr); A ppm; Aductos.
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Para facilitar a visualizacdo dos metabdlitos secundarios de R. communis em
amostras de embrido e tegumento, na condi¢ao controle e apds EA, foi construido um
mapa de calor para expor a composi¢cdo metabdlica das amostras (Figura 22). Um
mapa de calor é uma representacao grafica de um dado conjunto de dados em que
as cores de gradiente representam os valores individuais de uma matriz (SANTOS et
al, 2018).

Figura 22 - Representagdo do mapa de calor dos metabdlitos identificados de embrido e tegumento na
condicao controle e apos EA de R. communis com base em analise de identificacdo LC-MS.
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Como exposto na Figura 22 existe uma diferenca entre os metabdlitos e suas
concentragdes de acordo com os tecidos, como mostrado na Figura 21. O tegumento
possui a presenca de acido m-cumarico, acido elagico, acido galagico, fruticarpina,
3',4'-metilenodioxi epicatequina 5,7-dimetil éter, carajurin. Contudo, o embrido possui
em maior quantidade: ricinina, acido cinamico, queracetin, tarennosideo, catalpol e

damascenina.

Sendo classificado como composto fendlico: acido m-cumarico, acido elagico,
acido galagico, fruticarpina, 3',4'-metilenodioxi epicatequina 5,7-dimetil éter, carajurin,
acido cinamico, queracetin. Sendo classificados como terpenos: tarennosideo e

catalpol. E a damascenina e ricinina sdo compostos nitrogenados (Tabela 8).



Tabela 8 — Classificacdo e estrutura dos metabdlitos encontrados.
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Classificacdo

Nome do composto

Estrutura quimica

Compostos
fendlicos

Acido M-cumarico

Acido elagico

Acido galagico

Fruticarpina

3',4'-metilenodioxi
epicatequina 5,7-dimetil
éter

Carajurina

Acido cinamico
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Queracetina

Terpenos e Tarenosideo
e Catalpol (glicosideo
iridoide)
Alcaldides e Damascenina

H5CO

Ricinina

Os compostos fendlicos sdo uma classe dos metabdlitos secundarios

importantes para os vegetais, estes contém um grupo fenol (um grupo hidroxila

funcional em um anel aromatico), estes compostos sdo derivados de duas rotas

metabdlicas principais: a via do acido chiquimico e a via do acido mevalbnico. E

constituem um grupo quimicamente heterogénio, devido a sua diversidade quimica

apresentam uma variedade de fungdes nos vegetais e presente em um extenso
namero de espécies de plantas (TAIZ e ZEIGER, 2009; VIZZOTO, 2010; SILVA et al.,

2022).
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O acido m-cumarico, acido elagico, acido galagico, fruticarpina, 3'4'-
metilenodioxi epicatequina 5,7-dimetil éter, carajurina sdo os compostos fendlicos
presentes no tegumento das sementes, as variagdes presentes podem ser devido a
realizacdo da analise de forma que ndo séo evidentes as variagdes nesses compostos
identificados. O mesmo é verificado nas amostras de embrido, sendo identificados os

compostos fendlicos: acido cinamico e quercetina.

Além destes, os terpenos foram identificados. S&o formados através da
justaposicéo sucessiva de isopentenilpirofosfato (IPP-C5) que da origem a todos os
terpenos, a exemplo do o tarennosideo, e o catalpol. Foram identificados também,
alcaldides: damascenina e ricinina. Os alcal6ides sdo compostos nitrogenados ciclicos
que possuem pelo menos um atomo de nitrogénio no seu anel (TAIZ e ZEIGER, 2009;
VIZZOTO, 2010; SILVA et al., 2022).

Apesar dos compostos identificados e da diferenca evidente entre metabdlitos
nos tecidos, os compostos identificados néo s&o suficientes para explicar a mudanga
de coloracdo nos tegumentos identificados (Capitulo 3). Sugerindo que outros
compostos fendlicos nado identificados podem estar presentes nas amostras

analisadas.

3.3.7 Peroxidacdo lipidica das sementes inteiras (sem tegumento) e embrido

através da determinacdo de malonaldeido (MDA)

Quando os niveis de ERO aumentam e ficam acima do limite considerado
adequado, ocorre um aumento da peroxidacdo lipidica, ocorrendo tanto nas
membranas das células quanto nas membranas das organelas, que afeta o
funcionamento normal da célula. A peroxidacdo lipidica agrava a oxidacdo e o
estresse através do aumento de radicais derivados dos lipideos que podem agir
danificando proteinas, acidos nucleicos e lipideos. A analise da peroxidacéo lipidica
tem sido utilizada como marcador para lesdes em membranas ocasionadas por ERO
sob condi¢bes estressantes. O aumento da peroxidacao lipidica por ERO aumenta a
producdo de malonaldeido (MDA), este € um dos produtos da peroxidagédo de acidos
graxos insaturados e poli-insaturados de fosfolipidios e € responsavel pelos danos de
membrana, sendo utilizado como indicativo de estresse oxidativo (LIMA e ABDALLA,
2001; BAILLY, 2004; ATAIDE et al., 2012).
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Dois locais comuns para o atague das ERO séo as duplas ligacdes entre
atomos de carbono das moléculas de acidos graxos, e ligacao éster entre glicerol e
acido graxo dos fosfolipidios. Os &cidos graxos poli-insaturados (PUFA), presentes
nos fosfolipidicas nas membranas séo particularmente sensiveis ao ataque de ERO,
pois uma unica hidroxila pode resultar na peroxidacédo de varios acidos graxos poli-
insaturados, porque as reacfes envolvidas nesse processo fazem parte de uma
reacdo em cadeia ciclica (SHARMA e DUBEY, 2005; TANOU et al., 2009; SHARMA
et al., 2012).

Héa varios ERO responsaveis pela peroxidacao lipidica, estes séo resultantes
da reducédo do oxigénio molecular com consequente formacgéo de produto téxicos, em
especial o superoxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxil, cada um com
capacidade distinta de causar danos a célula. Sementes que possuem baixo vigor

possuem menor eficiéncia de capturar ERO gerando assim, um estresse oxidativo.

Quando a semente é envelhecida, ocorre maior peroxidacao dos lipideos e a
depender o nivel de dano ha uma diminuicdo na atividade enzimatica removedoras de
peréxidos, contribuindo para a perda da viabilidade (JOSE et al., 2010; ATAIDE et al.,
2012; SHARMA et al., 2012). Segundo o estudo de Sung e Jeng (1994), ocorre maior
peroxidacado dos lipideos nas sementes envelhecidas com diminui¢édo da atividade das
enzimas removedoras de peroxidos, contribuindo para a perda de viabilidade. Altas
temperaturas e umidades nas sementes contribuem para a deterioracdo, pois
promovem alteracdes degenerativas como a desestabilidade nas atividades de
enzimas e a desestruturacdo e perda de integridade do sistema de membranas
(SHARMA e DUBEY, 2005; CORTE et al., 2010; SHARMA et al., 2012).

Através dos dados de peroxidacéo lipidica é possivel afirmar que as sementes
apresentaram comportamento diferente na condicdo controle e apdés o EA,
principalmente, ao se analisar a amostras de sementes inteiras e o0 embrido de
sementes. Ao se analisar os niveis de MDA nas sementes inteiras, ha diferenca
significativa entre a amostra controle e apos o EA (Figura 23 — A). E nas amostras de
embrido ndo houve diferenca significativa quanto a producao de MDA, apesar do leve
aumento (Figura 23 — B). As sementes sdo dotadas de um mecanismo protetor
eficiente de defesa contra as ERO, promovendo a remocédo eficiente das espécies
reativas produzidas. O que justificaria os resultados da geminacédo, o EA ele afeta a

semente, mas por se tratar de uma viavel, como demostrado nos resultados iniciais
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de caracterizacéo do lote. O EA durante 10 dias a 40°C e 85% UR foi capaz de causar
danos na semente, afetando vias metabdlicas energéticas pela presenca dos genes
transcritos pelo RNA-seq. Entretanto, por ser um lote de sementes conservada ainda
possuem um mecanismo protetor eficiente, com agdo de enzimas antioxidantes, a
exemplo das enzimas do ciclo do ascorbato/glutationa, as quais atuariam em paralelo

com a enzima catalase.

Uma outra justificativa para a diferenca entres os resultados encontrados na
Figura 23 (A e B), se deve a existéncia de compartimentos mais sensiveis a
deterioracdo que outros nas sementes, e o embrido € uma estrutura que € protegida
pelo tegumento e endosperma das sementes. Além disso, como encontrado nos
resultados de metabolémica ha o acumulo dos oligossacarideos da familia da rafinose
(RFO), que tem sua importancia na protecao, durante a formacao do estado vitreo
(JOSE et al., 2006; CORTE et al., 2010; SANO et al., 2015).

Na composicdo cotilédone e embrido, ha carboidratos solGveis. Dentre eles
existe a presenca de sacarose, oligossacarideos, rafinose, estaquiose e verbascose.
Durante a desidratacdo, ha acuUcares especificos que podem prevenir os efeitos
danosos da dessecacdo nas membranas celulares, ocorre um impedimento da
transicdo da fase liquida cristalina para a fase gel. Isto porque ocorre formacédo de
ligacdes de hidrogénio que repbe a agua normalmente, associada com as superficies
das membranas. Mantendo assim, o espacamento dos grupos de lipideos, evitando a
transicdo. A sacarose é capaz de manter em niveis baixos a estrutura da bicamada
liquida e cristalina da membrana (JOSE et al., 2006; VIDIGAL, 2015).

H& outro mecanismo por meio do qual aclcares pode agir na protecdo as
células durante a dessecacao e a formacao um vidro intracelular. A vitrificacdo ou a
formacéao de “vidros” no citoplasma, € devido a caracteristica de uma solugao liquida,
gue possui a propriedade de viscosidade de um soélido, que nao forma cristais mesmo
em temperaturas muito baixas e com estabilidade em uma ampla faixa de
temperatura, mas que durante o processo de dessecacao pode se formar. A formacéo
de vidro previne a desnaturacdo de moléculas e a formacdo de agregados
moleculares e serve para evitar o aumento excessivo do colapso nos tecidos, pois 0
estado vitreo paralisa todas as reac¢des quimicas que requerem difusdo de moléculas
assegurando a estabilidade (SUN, 1997; WALTERS et al., 2001; JOSE et al., 2006).
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Figura 23 — Determinacdo de malonaldeido (uM de MDA g-MS) em sementes da cultivar BRS 188
Paraguacu, nas condi¢des controle e apds EA. (A) Sementes inteiras sem tegumento e (B) Embrido.
(MS) massa seca.
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Bailly (1996) em seu estudo de envelhecimento com sementes de girassol a
45°C e 75 e 100% UR, verificou o acumulo de MDA nas sementes com 100% UR e
um aumento acentuado no quinto dia de envelhecimento, quando comegou a perder
a viabilidade. No entanto, nas sementes a 76% UR ndo acumularam MDA em
guantidades significativas e permaneceram viaveis. Resultados semelhantes foram
obtidos em sementes de girassol durante incubacéo a 45°C em agua por Gidrol et al.
(1989). Ataide et al. (2012) em seu estudo com Pterogyne nitens sem e com
superacao de dorméncia, por meio da aplicacao de acido sulfarico concentrado (95-
99%), durante 10 minutos, foram submetidas ao EA por 24, 48 e 72 horas a 40°C e
100% UR. Em seus resultados na determinacao de MDA, obteve um resultado estavel
até 24 horas de envelhecimento apés a superacédo da dorméncia, com valor maximo

em 48 horas e uma reducéo significativa em 72 horas.

Segundo o estudo de Jeng e Sung (1994), quando a semente € envelhecida,
ha maior peroxidacdo e uma reducdo na atividade das enzimas removedoras de
peréxidos. O que contribui para a perda da viabilidade da semente. Desta forma
segundo Ataide et al. (2012), em 48 horas de EA, indica que o envelhecimento
ocasionou a deterioracdo nas sementes. No entanto, em 72 h, pode existir duas
causas: a reducéo poderia ser justificada pela morte das sementes ou devido a acao

de enzimas antioxidantes do ciclo do ascorbato/ glutationa em paralelo com a acdo da
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catalase, ambas removedoras de peroxido de hidrogénio. No entanto, neste caso as

enzimas nao sofreriam a acao do ambiente estressante de envelhecimento.
3.3.8 Determinagéo da atividade das enzimas antioxidantes:

3.3.8.1 Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

As sementes e/ou plantas estdo expostas a acdes bioticas, abidticas e ao
envelhecimento natural, quando ha disturbios ocasionados por estes fatores. Estes,
em desequilibrio induz ao acumulo de ERO nas células, que pode causar severo dano
oxidativo as plantas. O equilibrio entre a producao e a eliminacdo de ERO é conhecido
como homeostase redox, no entanto, quando a producdo de ERO sobrecarrega a
capacidade de eliminacao, desequilibrando a homeostase redox celular e o resultado
€ um estresse oxidativo. As sementes e plantas apresentam um sistema antioxidante
importante nessa defesa, dentre eles a enzima superdxido dismutase se destaca por
atuar como primeira enzima no processo de desintoxicacéo celular, a SOD catalisa a
dismutacédo do O2" em H202 (COSTA et al., 2002; CAVERZAN et al., 2016; JESUS,
2016).

A temperatura e a umidade relativa sédo frequentemente citadas como alguns
dos principais fatores que afetam frequentemente a qualidade das sementes,
causando danos fisicos e quimicos, alteragbes como perda da integridade da
membrana celular, diminuicdo da atividade enzimatica, peroxidacdo lipidica e
consequentemente perda de vigor. No entanto, no comeco do estresse oxidativo ha
um aumento subito da protecdo antioxidante na tentativa de desintoxicar e tentar
manter o equilibrio de ERO gerado por fatores externos (OGE et al., 2008; CARDOSO
et al.,2012; VENKATESWARLU et al., 2012; SANTOS et al., 2016). Pois, 0 aumento
na atividade desta enzima é reconhecido por conferir tolerancia ao estresse oxidativo
(JALEEL et al., 2007; MITTLER, 2002; BARROS, 2017). O que justificaria os
resultados no aumento significativos na condicéo de EA (Figura 24 A e B). Em virtude
do estresse recebido nas sementes submetidas ao EA, o sistema antioxidantes ativo
da SOD atuou na prote¢éo da semente, esse resultado justifica o resultado encontrado
na Figura 24.

Com o estresse abidtico gerado sobre a semente a formacdo de ERO, a
expressao de SOD foi intensificada, principalmente nos embrides (Figura 24 — B). A

SOD é capaz de detectar diferenga sutis no metabolismo tanto no citoplasma celular
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e na matriz mitocondrial e atua efetivamente na remocéao de superéxido (CORTE et
al., 2010; NAKADA et al., 2010; JESUS, 2016).

Figura 24 — Atividade da Superodxido dismutase (U SOD.mg! de proteina) na cultivar BRS 188
Paraguacu em semente inteira sem tegumento (A) e em embrido (B) nas condigBes controle e apds
EA.
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O armazenamento de sementes da cultivar Paraguacu de Ricinus comunis foi
avaliado por Jesus (2016), utilizando diferentes condi¢cdes de armazenamento durante
doze meses. A autora verificou aumento significativo na atividade da SOD em relacao
ao controle e o terceiro més de armazenamento, com uma reducéo significativa para
as condi¢cdes em que havia o controle apenas da umidade ou temperatura e umidade
juntamente com a temperatura. O aumento significativo em fungdo da maior
expressdo da enzima e atuacdo dela na remocao de superdxido, em virtude da
adaptacdo das sementes ao ambiente de armazenamento pode justificar estes
resultados.

Ja Bailly et al. (1996) estudando o envelhecimento acelerado com semente de
girassol a 45°C e 75 e 100% UR durante sete dias, verificou um aumento da atividade
da SOD no primeiro dia para as sementes submetidas ao EA, realizado a 75 e 100%
de umidade. No entanto, Sung e Jeng (1994), conseguiram um resultado diferente em
seu estudo de EA a 45°C e 79% UR por 3, 6 e 9 dias. Foi verificado redugédo na
atividade da SOD tanto no cotilédone quanto no embrido, esta reducao na atividade
foi justificada pelo aumento da duragéo do envelhecimento e uma perda da atividade,
provavelmente resultante da deterioracdo induzida pelo envelhecimento. Resultado

semelhante foi obtido por Silva et al. (2020), em seu estudo de envelhecimento
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acelerado a 42°C e 60% UR por 96 horas, onde houve reducéo na atividade da SOD.
Esta alteracdo pode ter ocorrido devido a degradacédo e/ou inativacdo desta enzima,
devido a alteracdo da homeostase celular, evidenciada pela ocorréncia do aumento
de eletrdlitos, justificado em seus resultados.

Suresh et al. (2019) em estudo com sementes de Jatropha curcas L. sob o
envelhecimento natural e o envelhecimento acelerado, verificaram que ao longo do
envelhecimento natural de até 12 meses, as sementes exibem uma atividade
antioxidante para SOD eficiente, posteriormente essa atividade é reduzida. Durante o
envelhecimento acelerado sua melhor atividade s6 é encontrada no inicio, obtendo
uma reducdo com o passar do tempo. A maior atividade da SOD € em resposta ao
aumento de radicais livres, superoxido. Os autores concluiram que as sementes que
passaram por um envelhecimento natural possuem vigor, viabilidade e alta atividade
antioxidante. No entanto, o envelhecimento acelerado causa muito mais danos a

semente.

A semente possui seu proprio tempo de deterioracdo, pois esta comeca a
envelhecer desde a colheita, antes de ser submetida a um tratamento adicional, para
diferentes finalidades. H4 uma relacdo direta entre altas temperaturas e altas
umidades, pois as ERO possuem um efeito deletério nas sementes, tanto durante o
envelhecimento natural quanto artificial, aumentando a peroxidacéo lipidica, danos a
membrana, comprometimento das enzimas antioxidantes, perda de viabilidade e
reducdo na germinacdo (GOEL et al., 2003; LI et al., 2017; SURESH et al., 2019).

3.3.9.2 Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

Apés a atuacao da SOD no sistema antioxidante e a producao de H20:2 outras
enzimas comecam a atuar na decomposicdo do peroxido de hidrogénio, dentre as
enzimas que possuem esta capacidade estd a CAT, que catalisa a degradacéo do
peréxido de hidrogénio a agua e oxigénio molecular. A CAT é uma enzima abundante
em células, onde atua continuamente nas moléculas de peréxido de hidrogénio,
presente nos peroxissomos, cloroplasto e mitocondria. Esta € altamente eficiente,
capaz de degradar milhdes de moléculas de perdxido de hidrogénio em um segundo
(GOTH et al., 2004; VENKATESWARLU et al., 2012; IGHODARO e AKINLOYE,
2018).
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A catalase apresentou uma reducéo significativa na sua atividade na semente
inteira quando submetida ao EA (Figura 25 — A). No entanto, a atividade do embrido
foi mais alta do que na semente inteira, apesar de ndo haver uma diferenca

significativa entre o controle e as sementes submetidas ao EA (Figura 25 - B).

Figura 25 — Atividade da Catalase (H202 min-t.ugprot) na cultivar BRS 188 Paraguagu em semente
inteira sem tegumento (A) e em embrido (B) nas condic¢des controle e apds EA.
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O resultado da atividade da CAT pode ser devido a atuacéo de outras enzimas
antioxidantes, que séo capazes de decompor o peroxido de hidrogénio, a exemplo da
ascorbato peroxidase (APX), que depende diretamente das enzimas do ciclo do
ascorbato/glutationa. Ha4 também outras enzimas que possuem a capacidade de
decompor o H202, a exemplo da glutationa peroxidase (GPX). E a glutationa S-
transferase (GST) além de atuar na reducdo da toxidade de xenobiotico, pode atuar
também como peroxidase nas células (VENKATESWARLU et al., 2012; JESUS, 2016;
IGHODARO e AKINLOYE, 2018).

KAPILAN e THIAGARAJAH (2015) em estudo de envelhecimento acelerado
com sementes de girassol durante oito dias a 40°C e 100% UR, verificou a reducao
significativa da germinagéo ao longo do tempo de envelhecimento. Além de obter um
resultado com tendéncia decrescente para a atividade das enzimas CAT e APX com
o periodo de envelhecimento, houve a reducdo da germinacdo. As maiores atividades
enzimaticas foram obtidas nos estagios iniciais de envelhecimento na tentativa de
reduzir os efeitos danosos nas sementes. Gordin et al. (2015) avaliaram o
envelhecimento acelerado (realizado a 41 e 45°C, 100% UR durante 24, 48, 72 e 92

h de envelhecimento) com sementes niger, semente oleaginosa utilizada na producao
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de biocombustivel. Avaliaram diferentes lotes de sementes, produzidas em anos
diferentes, lote 1 (2009/2010), lote 2, 3, 4 e 5 (2011/2012) e lote 6 (2012/2013). As
sementes que tiveram vigor mesmo depois do envelhecimento foram as do lote 6. Isso
indica que sementes que possuem o envelhecimento natural e mais antigas, quando
expostas ao EA, tornam-se mais sensiveis a exposi¢cao e perdem o vigor. E acabam
sendo incapazes de promover a reparacdo dos danos, perdendo a capacidade de
germinar.

Ja Kibinza et al. (2011) em seu estudo de envelhecimento a 35°C com
sementes de girassol e submissdo dessas sementes a um efeito primer, verificaram
gue o vigor das sementes e a expressao de catalase reduziram em virtude do acimulo
de ERO e a inducdo do estresse oxidativo nas sementes. Concluiram que ha o
desequilibrio entre as ERO e a defesa antioxidante, de forma que a catalase nao é
detectada em sementes envelhecidas. A idade das sementes usadas no estudo
(2004) pode influenciar na resposta ao envelhecimento, ja que foram submetidas a
um estudo de envelhecimento acelerado e primer em 2011. Estas sementes ao ser
expostas ao EA ndo tinham mais mecanismos para suportar o EA, que causou danos
drasticos, a exemplo da ndo expressdo da CAT, que pode ser justificado pela
degradacédo devido a inducédo do envelhecimento e a oxidacdo nas sementes.

JA4 o estudo de Goel e Sheoran (2003) sobre envelhecimento natural de
sementes de algodao durante dezoito meses com avalia¢des trimestrais, verificou que
as sementes perderam a qualidade com o tempo, devido ao envelhecimento natural
das sementes. Sendo verificado uma reducdo na atividade da CAT em virtude dos
danos causado pelas ERO, o envelhecimento foi capaz de causar a deterioracdo das
proteinas.

Segundo estudos de Marcos filho (2005) e Demirkaya et al. (2010), durante o
processo de deterioracdo das sementes, ocorre o decréscimo da atividade da CAT,
justificado pela inativacdo progressiva ou reducgéo e paralizacdo na sua sintese. E a
reducdo geral na atividade da CAT na semente diminui a capacidade respiratoria,
reduzindo o fornecimento de energia (ATP) e assimilados para a germinacdo da
semente (SCANDALIOS, 2005; ATAIDE et al., 2012). No entanto, acredita-se que a
atividade significativamente reduzida da CAT neste estudo na condi¢cdo EA pode ser
em virtude de uma menor atuacédo da CAT na semente, ja que existem outras enzimas
gue sdo capazes de decompor o peroxido de hidrogénio. A reducéo da atividade da

CAT pode ser em virtude aos efeitos deletérios das ERO acontecendo uma baixa
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expressdo ou inativacdo da mesma (MARQUES, 2012; OLIVEIRA, 2013; JESUS,
2016).
3.3.9.3 Enzimas do ciclo do ascorbato-glutationa

A ascorbato peroxidase faz parte das enzimas do ciclo da ascorbato
peroxidase, esta possui a capacidade de reduzir o peroxido de hidrogénio em paralelo
ao funcionamento de outras enzimas do ciclo. Neste estudo, houve uma reducao
significativa na atividade da APX nas sementes inteiras submetidas ao EA (Figura 26-
A). No entanto, ndo hé alteracéo significativa na atividade desta enzima no embrido,
(Figura 26 - B) ap0s o EA. Provavelmente esse resultado pode ser justificado também
pela presenca de outras enzimas capazes de decompor o peréxido de hidrogénio ou
pode ser pelo conjunto de a¢des das demais enzimas do ciclo do ascorbato-glutationa

no sob o efeito do EA.

Figura 26 — Atividade da ascorbato peroxidase (mmol ASA mint pug? prot) na cultivar BRS 188
Paraguacu em semente inteira sem tegumento (A) e em embrido (B) nas condi¢bes controle e apds
EA.
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De Castro (2013) em seu estudo com sementes oleaginosas de girassol e
cartamo, submetidas ao envelhecimento acelerado durante nove dias, com analises
de trés em trés dias, submetidas a 45°C e 100% UR. Verificou em seus resultados
gue o processo de envelhecimento demonstrou estar intimamente relacionado a
atuacao do sistema antioxidante enziméatico, pois alterou significativamente o sistema
antioxidante entre ele a atividade da APX, nas sementes de girassol o envelhecimento

inibiu parcialmente a atividade da APX. Isso também foi observado no estudo de CAO



135

et al. (2019) no envelhecimento acelerado a 40°C e 100% UR, com analises durante
3, 6 e 9 dias em sementes de arroz. Verificaram em seus resultados que o
envelhecimento aumentou a peroxidacdo lipidica e a atividade das enzimas
antioxidantes analisadas reduziu drasticamente (SOD, CAT, APX, POX). Este estudo
demonstrou que o envelhecimento artificial agravou a deterioracdo das sementes. Ja
nas sementes de cartamo a atividade da APX foi maior nas sementes envelhecidas,
provavelmente, um mecanismo complementar para regular o contetdo intracelular de
H202 na deplecdo do sistema da CAT pelo envelhecimento, e quando o

envelhecimento inibiu a atividade da CAT houve um aumento da atividade da APX.

Goel et al. (2003) avaliaram sementes de algodao (Gossypium hirsutum L.) sob
envelhecimento acelerado a 40°C e 100% UR com avaliagbes com 24, 48, 72 e 96
horas de envelhecimento, verificou a reducdo nas atividades das enzimas
antioxidantes incluido a APX, acompanhado da reducao da germinacéo e aumento da
peroxidagdo lipidica e condutividade elétrica, indicando uma perda de vigor e
viabilidade. Tian et al. (2008) ao analisar sementes de Glycine max L. sob
envelhecimento acelerado a 40°C e 100% UR, durante vinte dias e avalia¢do de cinco
em cinco dias, verificaram uma reduc¢éo no vigor e viabilidade da semente e paralelo
com a reducéo da atividade das enzimas antioxidantes, entre elas a APX, em virtude
do aumento das ERO e aumento da taxa de respiracdo das sementes, ocorrendo

posterior morte celular.

Segundo o estudo de Aragéo (2007) utilizou dois cultivares de caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp.), denominadas Pitilba e Pérola para analisar envelhecimento
acelerado a 45 °C e 99% de umidade relativa, durante o periodo de 72 h, coletando
as sementes diariamente. Houve um decréscimo significativo na atividade total da
CAT em sementes e Pérola envelhecidas artificialmente, enquanto, em sementes de
Pitilba, a atividade da catalase durante o tratamento manteve-se préximo ao nivel do
controle. Interessantemente, a atividade total da APX decresceu significativamente
em sementes de Pitilba acompanhando a curva do decréscimo de sua atividade em
sementes de Pérola. Até as 72 h de tratamento, ndo houve efeito perceptivel sobre a
percentagem de germinacao na cultivar Pitilba, como também n&o houve resultados
significativos no vazamento de eletrolitos, peroxidacdo de lipidios e oxidacdo de

proteinas. Por outro lado, o tratamento de envelhecimento artificial induziu uma queda
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drastica no percentual de germinacdo, um aumento significativo na condutividade
elétrica, na peroxidacéo de lipidios e na oxidacao de proteinas em sementes de Pérola
submetidas ao envelhecimento. Quanto a cultivar Pitilba, os resultados demonstram
a habilidade das sementes em reparar melhor o dano causado em membranas
celulares, além das sementes desta, provavelmente possuir outros mecanismos de
reparo ou suporte ao processo de envelhecimento, impedindo assim a sua

deterioragéo. Estes dados corroboram com os resultados aqui apresentado.

A Monodehidroascorbato redutase faz parte do ciclo do ascorbato/glutationa. O
monodehidroascorbato formado a partir da catélise da APX pode ser regenerado a
ascorbato pela acdo da MDHAR e o consumo NADPH + H* ou espontaneamente
convertido a dehidroascorbato (GILL e TUTEJA, 2010; VENKATESWARLU et al.,
2012; MA et al.,, 2017; ROQUE, 2018). A MDHAR nédo apresentou alteracdo
significativa nas sementes inteiras, mesmo depois de ser submetida ao EA (Figura 26
— A). No entanto, a atividade da MDHAR no embrido apresentou uma reducgéo
significativa, provavelmente na semente inteira a redugéo significativa na atividade da
APX influenciou diretamente na atividade da MDHAR, pela quantidade de produto
disponivel para a atividade da MDHAR (Figura 27 — B). No entanto, a reducédo na
atividade desta enzima no embrido provavelmente deve ser em relagdo as enzimas

do ciclo do AsA-GSSG, provavelmente a atuacdo da DHAR outra enzima do ciclo.

Figura 27— Atividade da Monodehidroascorbato redutase (umol min-t pg - prot) na cultivar BRS 188
Paraguacu em semente inteira sem tegumento (A) e em embrido (B) nas condi¢des controle e apos
EA.
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Outra maneira de regenerar o ascorbato € a reducado de dehidroascorbato
(DHA), catalisada pela Dehidroascorbato redutase (DHAR), com o consumo de
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moléculas de glutationa (GSSG). A atividade da DHAR tem um aumento significativo
tanto nas amostras de semente inteira quanto nas de embrido (Figura 28, A - B). O
resultado no aumento da atividade da DHAR na amostra de embrido apés o EA
justificaria o resultado da atividade da MDHAR (Figura 28 B), pois a DHAR iria atuar
na producédo de AsA.

Figura 28 — Atividade da Dehidroascorbato redutase (mM GSSG min-1. ug de prot) na cultivar BRS 188
Paraguacu em semente inteira sem tegumento (A) e em embrido (B) nas condicdes controle e apds
EA.
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Bailly et al. (1998) em seu estudo de envelhecimento acelerado com sementes
de girassol (Helianthus annuus L.) 45°C e 100% UR durante cinco dias e posterior
efeito de osmopriming, o efeito do envelhecimento resultou na redugcéao da germinagao
e aumento de MDA, associado a reducéo da atividade da CAT e GR, sendo que a
atividade da SOD e DHAR foram as menos alteradas, sendo que a APX néo foi
detectada. E apds o efeito de osmopriming por sete dias para total restauracédo do
mecanismo de desintoxicacdo da célula, mudou fortemente o efeito de
envelhecimento da célula, ocorrendo alteracédo na atividade enzimatica e mostrando
a relagéo entre energia, germinagéo e a eficiéncia do sistema antioxidante, de forma

gue deixa claro a importancia da defesa antioxidante no vigor das sementes.

Yin et al. (2014) analisou envelhecimento acelerado de sementes de arroz
durante 1, 9 e 17 meses a 50+1°C, verificando que o envelhecimento altera
drasticamente as sementes e reduz a germinacgao significativamente. Ao determinar a
atividade das enzimas antioxidantes, os niveis de atividade de SOD, GR e DHAR em

embrides de arroz envelhecidos ndo mudaram significativamente. No entanto, 0s
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niveis da atividade de CAT, APX e MDHAR no embrido das sementes de arroz
envelhecidas reduziram significativamente. O aumento da quantidade ERO e seu
acumulo nas sementes de arroz envelhecidas implica que o EA diminuiu a eficiéncia
do mecanismo de eliminacdo das ERO. A APX usa o AsA reduzido como doador de
elétrons para a reducao do peroxido de hidrogénio. O AsA é oxidado a um DHA, este
possui vida curta e é instavel, por isso pode ser reduzido pelo MDHAR, nas sementes

de arroz o envelhecimento afetou a regeneragao de AsA.

No presente estudo, provavelmente o envelhecimento afetou a atividade da
MDHAR no embrido (Figura 27 — B), mas a reducéo do AsA foi suprida pela DHAR e
a oxidagdo GSH (Figura 28 - B). De acordo com a “teoria dos radicais livres e
envelhecimento”, as ERO desempenham um papel muito importante na progressao
do envelhecimento e varios fatores relacionado aos efeitos do envelhecimento. A
‘homeostase redox” € regularizada pelos antioxidantes n&o enzimaticos e
enzimaticos, normalmente as sementes sdo capazes de equilibrar a geracdo e a
eliminacdo de ERO durante a germinacgdo, por isso, ha uma alta correlacdo entre a
viabilidade das sementes e o nivel de atividade do sistema antioxidante. Além disso,
sugere-se gue o envelhecimento artificial aumenta a toxidade, os efeitos do estresse
oxidativo, levando a mais alteracdes fisiolégicas (CORTE et al., 2010; SILVA e
FERRARI, 2011).

Nigam et al. (2019) em estudo de envelhecimento acelerado a 40°C e 100%
UR durante nove dias com sementes de tomate verificou que o vigor das sementes
reduziu com o tempo, em paralelo os danos oxidativos aumentaram, dentre eles a
peroxidacao lipidica, degradacdo do DNA. Ocorreu a diminuicdo da atividade das
enzimas antioxidantes e o teor de proteinas sollveis, devido ao aumento da oxidacao
de proteinas e perda de propriedades funcionais. A reducéo significativa se deu para
a SOD, CAT, APX, DHAR, MDHAR. O envelhecimento inicia inimeras alteracbes
morfoldgicas, bioquimicas e fisiolégicas em tomateiro, envolvendo uma diminuicdo da
germinacao, comprimento da parte aérea e raiz, peso seco e atividade das enzimas
antioxidantes, ocorrendo um aumento da peroxidacéao lipidica e acamulo de produtos
toxicos semente. Como resultado deste processo ha inativacdo de enzimas ou
degradacdo de proteinas, desestruturacdo do sistema de membranas celulares, perda

de integridade da molécula de DNA e em danos no mecanismo de reparo celular.
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A manutencdo do sistema enzimatico € importante para remover ou reduzir a
acao das ERO que causam danos e afetam negativamente o potencial da semente.
Ha enzimas que agem diretamente na remoc¢éo das ERO, no entanto, h4 outras que
agem conjuntamente com outras enzimas, a exemplo da glutationa redutase, esta nao
age diretamente na remocao de espécies reativas de oxigénio, porém possuem um
papel importante na regeneracdo da glutationa a sua forma reduzida (GSH), na
presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH + H*),
possuindo como objetivo de impedir a paralisa¢do do ciclo metabdlico da glutationa,
dando suporte as enzimas GST e GPX (ROVER JUNIOR et al, 2001;
VENKATESWARLU et al., 2012;

A atividade da GR nas sementes inteiras e embrido, mesmo apés o EA nao
apresentaram alteracao significativa na sua atividade (Figura 29, A — B). A atividade
da GR possui como principal funcdo impedir a paralisacdo do ciclo metabdlico da
glutationa. A atividade da GR influencia diretamente a atividade da GST e GPX. A
resisténcias de muitas células em relacdo a ERO esta correlacionada com elevados
niveis intracelulares de GSH, a GPX utiliza a glutationa peroxidase utiliza a GSH como

agente redutor para decompor o peroxido de hidrogénio em agua (PEREIRA, 2010).

Figura 29 — Atividade da Glutationa redutase (umol min-! pug? prot) na cultivar BRS 188 Paraguacu em
semente inteira sem tegumento (A) e em embrido (B) nas condi¢des controle e apés EA.
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Letras iguais mailsculas entre barras ndo representam diferenca significativa de acordo com o teste t
de student a 5% de probabilidade.

Bailly et al., (1997) em estudo de envelhecimento acelerado com sementes de
girassol a 45°C e 100% UR por cinco dias, verificou reducdo do vigor das sementes

em paralelo a um aumento na peroxidacao lipidica. A atividade da SOD foi afetada
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acentuadamente pelo tratamento de envelhecimento, a CAT teve uma reducédo na sua
atividade em virtude do envelhecimento juntamente com a GR. E a reducédo na
atividade da GR foi associada a uma diminuicdo significativa no contetdo de
glutationa.

Ja Nigam et al. (2019) quando promoveu envelhecimento acelerado a 40°C e
100% UR durante nove dias em sementes de tomate, ndo verificou diferenca
significativa na atividade da GR. Isso também foi verificado por Yin et al. (2014) ao
induzir envelhecimento artificial de sementes de arroz (Oryza sativa L.) a 50°C com
avaliacbes com um, nove e dezessete meses. Ocorreu a reducdo da germinacgao e
perda de vigor, com a reducéo significativa na atividade da CAT, APX e MDHAR, no
entanto, ndo houve alteracao significativa na atividade da SOD, GR, DHAR. Sugeriram
gue a capacidade do arroz em decompor o H202 reduz com o tempo, em virtude da
reducdo da atividade da CAT e APX. E a reducdo de MDHAR afetou a regeneracao
de AsA e consequentemente afetou a atividade da APX. Além dos resultados obtidos
revelarem uma reducdo na atividade do ciclo da ascorbato-glutationa e causar o
acumulo de ERO, a DHAR e GR desempenharam papéis importantes na regeneracéo
de GSH. A DHAR reduz o DHA a AsA, usando o GSH como redutor e GR transforma
GSSG em GSH.

3.3.9.4 Glutationa peroxidase (GPX, EC 1.11.1.9)

A glutationa peroxidase € capaz de reduzir o peréxido de hidrogénio a agua,
através da oxidacdo da GSH, esta enzima € encontrada apenas citoplasma e
mitocondria (RAJJOU e DEBEAUJON, 2008; BHABAK e MUGESH, 2010;
VENKATESWARLU et al.,, 2012). A atividade da GPX na semente inteira néo
apresentou diferenca significativa na condicao controle e apds EA (Figura 30 — A). No
entanto, a atividade no embrido apresentou uma reducgdo significativa apos o EA
(Figura 30 — B). Essa reducéo significativa pode ser em relacdo a quantidade de
peréxido de hidrogénio e/ ou a disponibilidade de GSH apds a submisséo ao EA. Além
disso, apesar da GR nao apresentar diferenca significativa em nenhuma das duas
condi¢cbes de analise, do que auxiliaria na disponibilidade de GSH. Ao se analisar a
atividade da DHAR, esta apresentou um aumento significativo na atividade do embriéo

e estd enzima, também utiliza o GSH para produzir AsA (Figura 25 - B).
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Figura 30 — Atividade da Glutationa peroxidase (umol min-t pg? prot) na cultivar BRS 188 Paraguacgu

em semente inteira sem tegumento (A) e em embrido (B) nas condi¢des controle e apés EA.
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Carta et al. (2018) promoveu o envelhecimento em sementes Ranunculus baudotii e
analisaram a resposta antioxidante das sementes sob efeito da umidade, temperatura
e oxigénio na longevidade das sementes, a fim de avaliar a persisténcia da semente
no solo. Foi realizada a avaliacao da atividade da GPX, e verificaram que o perdxido
de hidrogénio e oxigénio nao foram significativamente associados a atividade da GPX,
enquanto a umidade explicava significativamente a variacdo na atividade da GPX.
Essa enzima atuou nas condi¢des de maior umidade e foi encontrado um aumento
desta enzima com o tempo de envelhecimento. No entanto, a atuacao por se s6 da
GPX na viabilidade das sementes nao foi clara, pois seu aumento pode ter sido em

virtude simplesmente de uma indicacao de estresse.

Ja Burguieres et al. (2017) realizam estudo com sementes de ervilha (Pisum
sativum) visando avaliacao do efeito da vitamina C na resposta do vigor das sementes
e atividade antioxidante. Verificaram o aumento da GPX, SOD e CAT em resposta ao
tratamento com vitamina C e acido félico, em paralelo foi encontrado um aumento no
conteudo fendlico da atividade antioxidante a base de DPPH. Esse estudo sustenta a
hipétese que a via da pentose fosfato correlacionada com a prolina estimula a sintese
fendlica e a atividade antioxidante para a eliminagcdo de ERO. Além disso, essa
estimulacao da via da pentose fosfato ligada a prolina em resposta ao acido félico e a
vitamina C também foram correlacionados a resposta da enzima antioxidante indicada

pela estimulacao da atividade GPX, SOD e CAT. Este estudo indicou o aprimoramento
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da resposta do vigor das sementes por acido félico e vitamina C, refletido nas
respostas agronémicas e bioquimicas, e isso ocorreu através da estimulacdo da
resposta antioxidante ligada ao teor de fendlicos, que provavelmente é modulada
positivamente pela pentose fosfato ligado a prolina.

3.3.9.5 Glutationa S-transferase (GST, EC 2.5.1.18)

A atividade da glutationa S-transferase, ndo apresentou diferenca significativa
entre amostras de sementes inteiras apds o EA (Figura 31 — A) e o controle. No
entanto, nas amostras de embrido houve uma reducéo significativa na atividade apos
o EA (Figura 31 — B). Muito semelhante ao que aconteceu com a GPX. A GPX,
juntamente com a GST merecem uma atencdo especial, uma vez que ambas
dependem da manutencdo do ciclo redox da glutationa, por meio do controle da

relacdo entre glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG).

Figura 31 — Atividade da Glutationa S-transferase (umol min-t pug prot) na cultivar BRS 188 Paraguacu
em semente inteira sem tegumento (A) e em embrido (B) nas condi¢des controle e apds EA.
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A atividade da GST € baseada na capacidade desta enzima em promover a
associacao de glutationa (GSH) com metabdlitos potencialmente toxicos a célula, tais
como xenobidticos e produtos enddégenos causadores de danos oxidativos, como
radicais hidroxila citotoxicos, peroxidos de lipidios de membrana e produtos de

degradacédo oxidativa do DNA, visando sua desintoxicacdo, tornando estes mais
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soluveis e facilitando a sua excrecdo. Além disso, a GST pode atuar como peroxidase
(CATANEO et al., 2003; VENKATESWARLU et al., 2012).

YIN et al. (2017) avaliou o envelhecimento de sementes de arroz (Oryza sativa),
verificando a reducao significativa na atividade da GST em paralelo com a reducéo do
vigor e um declinio na viabilidade das sementes, sendo verificado uma reducdo nos
antioxidantes em virtude do estresse oxidativo. Considerando os resultados anteriores
obtidas no presente estudo, principalmente DHAR, GR, GPX, provavelmente a
reducao significativa desta atividade esta relaciona a oxidacdo de GSH e reducéo de
GSSG, ja que sado importantes principalmente para atividade da GPX e GST. Torres
et al. (1997) em estudo sobre alteracdes induzidas pelo envelhecimento no sistema
glutationa de sementes de girassol, verificou que o envelhecimento induz uma lenta
conversdo de GSH em GSSG, causando uma variacdo nas proporcdes relativas

destes compostos e tornando os tecidos mais sensiveis aos danos oxidativos.

Os tidis estdo entre os compostos celulares que sao inicialmente afetados pelo
estresse oxidativo em geral, devido a susceptibilidade do seu grupo sulfidrilo a
oxidacao. O principal tiol ndo proteico na maioria das espécies de plantas é o GSH, o
principal produto da oxidagdo do GSH é o dissulfeto GSSG que é produzido,
principalmente através da troca de tiol-dissulfeto com proteinas, mas também por uma
variedade de oxidantes, 0 GSSG pode voltar a GSH pela acédo da GR e oxidacdo do
NADPH. Nas células sem acao do estresse, a glutationa esta presente principalmente
como GSH, no entanto, com o estresse oxidativo o estado redox da glutationa pode
mudar para o um estado mais oxidativo, devido ao aumento da oxidagdo da GSH
(SMITH et al. 1990; RIC DE VOS et al., 1994; TORRES et al., 1997).

3.3.10 Correlagéo entre as enzimas antioxidantes

Os dados das atividades das enzimas antioxidantes foram correlacionados,
usando o coeficiente de correlacdo de Pearson (r), correlacéo forte, positiva e direta
(r=1). E correlacao forte, negativa e inversamente proporcional (r = -1) (GALARCA et
al., 2010; ROSA et al., 2006). Ao correlacionar os dados das enzimas antioxidantes
em todas as condicdes testadas (controle, apds envelhecimento acelerado, semente
inteira e embrido) verificou-se diferencas de resposta e correlagdo em fungao de cada

enzima.
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No geral a SOD, GR, CAT e GST apresentaram correlacdo forte e positiva, ja
as enzimas GPX, APX e DHAR tiveram correlacdo forte e negativa quando
comparadas as outras enzimas. A GST teve uma correlagéo forte, positiva e direta
com SOD e GR, e uma correlagdo forte, negativa e inversamente proporcional com a
GPX. A MDHAR teve uma correlacao forte, positiva e direta com a SOD e GR, e uma
correlacédo forte, negativa e inversamente proporcional com GPX, APX e DHAR. A
SOD apresentou correlagcéo forte, positiva e direta com a GR e correlagao forte,
negativa e inversamente proporcional com GPX, APX e DHAR. A GR apresentou
apenas correlacao forte, negativa e inversamente proporcional GPX, APX e DHAR. A
CAT apresentou apenas correlacdo forte, positiva e direta com SOD e GR. A GPX
teve correlagao forte, positiva e direta com CAT e correlagdo forte, negativa e
inversamente proporcional com APX e DHAR. A APX apresentou apenas correlacao
forte, positiva e direta com DHAR. E a DHAR apresentou apenas correlacdo forte,

positiva e direta com GST (Tabela 9).

Tabela 9 — Correlacdo de Pearson entre os dados das enzimas antioxidantes da cultivar BRS 188
Paraguacu. Glutationa S-transferase (GST), Monodehidro ascorbato redutase (MDHAR), Superéxido
dismutase (SOD), Glutationa redutase (GR), Catalase (CAT), Glutaiona peroxidase (GPX), Ascorbato
peroxidase (APX), Dehidroascorbato redutase (DHAR).

GST MDHAR SOD GR CAT GPX APX DHAR
GST 1 0.23110 0.64138 0.63060 0.34815 -0.67030 -0.34501 -0.08532
MDHAR 0.46988 1 0.88861 0.86967 -0.37488 -0.83943 -0.98540 -0.98910
SOD 0.02458 0.00011 1 0.99223 -0.05354 -0.98836 -0.91791 -0.81289
GR 0.02792 0.00024 2.19E-06 1 0.050518 -0.99827 -0.88367 -0.79509
CAT 0.26744 0.22987 0.86874 0.87610 1 -0.09576 0.41322 0.43691
GPX 0.01706 0.00064 1.65E-05 1.20E-09 0.76719 1 0.85781 0.75811
APX 0.27206 0.00005 2.55E-01 0.000138 0.18183 0.00036 1 0.95695
DHAR 0.79205 0.00001 0.00131 0.001994 0.15556 0.00427 0,001083 1

A SOD ¢é considerada como linha de frente na defesa antioxidante, pois esta
enzima é capaz de realiza a dismutacdo do superoxido em peréxido de hidrogénio,
seguida da CAT que é capaz de decompor o peroxido de hidrogénio em agua e
oxigénio, assim como a GST, que também pode atuar como peroxidase, decompondo
o peroxido de hidrogénio. J&4 a GR age na oxidagdo do NADPH + H*, disponibilizando
um elétron para reduzir a glutationa oxidada, para que a GST possa usar a glutationa
reduzida como substrato para realizar sua atividade (HASANUZZAMAN et al., 2012;
SHARMA et al., 2012; GALLE et al., 2019; HU et al., 2019). A APX é capaz de decompor

o peroxido de hidrogénio em agua, com a ajuda das enzimas do ciclo do ascorbato-
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glutationa, a DHAR € uma enzima importante neste ciclo, pois atua na producéo de
ascorbato que sera usado como substrato pela APX e na oxidacdo de glutationa,
substrato que sera usado pela GPX, que atua também na decomposicdo do peroxido
de hidrogénio em agua (GUPTA et al., 2010; HASANUZZAMAN et al., 2012; SHARMA
et al., 2012; ROHMAN et al., 2019).

4. CONCLUSAO

A realizacdo da caracterizagao inicial das sementes da cultivar BRS 188
Paraguacu, através da morfometria, massa de mil sementes, teste de germinacéo,
umidade das sementes, viabilidade do lote pelo teste tetrazolio, condutividade elétrica
e pH do exsudado de sementes. E importante para avaliar a qualidade das sementes
e identificar que trabalhar com as sementes com tegumento e com a remocao da
cartncula é a condicdo ideal e que apresenta melhores resultados. Além de poder
utilizar essas informacdes para avaliar o vigor das sementes ante e apos o

envelhecimento.

Para a cultivar BRS 188 Paraguagu, o melhor tempo para o teste de
deterioracdo controlada das sementes € o periodo de dez dias a 45°C e 85 UR%, por
se tratar de um tempo capaz de reduzir o vigor da semente, mas ndo gerar danos

suficientes para causar morte celular.

As sementes de Paraguacu apresentam alta germinacdo apdés o EA, nao
ocorrendo reducéo significativa nos parametros de germinacdo (Gmax, AAC, T50).
Apenas na uniformidade das sementes (U8416) ha uma reducéo significativa quando
submetidas ao EA. Além disso, o EA promove reducao significativa na quantidade de
plantulas normais formadas, aumento de producdo de plantulas anormais,
deterioradas, reducao da biometria e massa seca das plantulas normais, acarretando

na reducgéo do vigor das sementes.

A condutividade elétrica nas sementes aumenta significativamente com o
aumento do tempo de embebigé&o, independentemente da idade das sementes, sendo
que o EA promove aumento de eletrolitos no exsudado e consequentemente da
condutividade elétrica. O envelhecimento acelerado das sementes testado neste

estudo (dez dias a 45°C e 85 UR%) nao promove dano suficiente para ocorrer perda
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de constituintes capazes de alterar o pH do exsudado. Entretanto, ha reducdo em 50%

da viabilidade das sementes

O EA é um excelente método para analise do metabolismo de sementes em
processo de envelhecimento ou envelhecidas, considerando que pelo RNA-seq é
possivel avaliar a transcricdo de cerca de 494 sequéncias que foram expressas, e
dentre eles ha sequéncias relacionadas a processos do metabolismo energético

celulares.

Através da analise metabolémica é possivel realizar a avaliacao de diferentes
metabolitos primarios e secundéarios e auxiliar na identificacdo de metabdlistos
essenciais em resposta ao estresse sofrido pelas sementes durante o EA. Nas
sementes de Paraguacu submetidas ao EA h& aumento relativo de compostos do
metabolismo de lipideos e carboidratos, como acido glioxilico, xilose e sorbitol. Dentre
0s metabdlitos primérios, pela técnica utilizada é possivel avaliar a presenca de
inositol, ribitol, melibiose, galactinol e sacarose. H& diferenca significativa quanto aos
metabdlitos secundarios identificados pela metabolémica quando se compara o

embrido do tegumento em condi¢cdes normais de embebicéo e apds o EA.

As amostras dos embrides e tegumentos apresentaram diferenca significativa
guanto aos metabdlitos secundarios presentes nos tecidos, o tegumento por ser um
componente externo de protecdo para a semente esta sujeito aos maiores danos
devidos as alteracdes do ambiente, o que explica a diferenca nos metabdlitos entre
os tecidos analisados.

A grande parte dos genes identificados ap6s o EA estdo relacionados a
respiracao aerdébica, justificado pela Fase | da etapa da embebicdo, onde ocorre um
acentuado aumento na intensidade respiratéria, potencializado pela temperatura e os
danos oxidativos ocasionados. Ha também trés genes diferencialmente inibidos pelo
EA, relacionados a fatores de transcricdo e a sintese de proteinas de ligacédo de
centrébmero/ microtubulo. Consequentemente a divisdo celular passa a ser afetada,
assim como, a sintese de proteinas que irdo auxiliar na transcricéo, justificando assim,
alteracdo das caracteristicas fisiologicas, em especifico o observado em relacdo ao
aumento da quantidade de sementes que ap0s o envelhecimento deram origem a

plantulas anormais deformadas e deterioradas.
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As amostras analisadas com sementes inteiras apresentaram uma reducao
significativa no resultado de MDA apdés a submisséo das sementes ao EA. As enzimas
que apresentaram diferenca significativa apés o EA foi a SOD que apresentou um
aumento significativo juntamente com a DHAR. E a CAT e APX tiveram uma reducao

significativa.

Nas amostras com apenas embrido existe diferenca significativa apenas no
resultado de algumas enzimas, a SOD e a DHAR apresentam um aumento

significativo. E a MDHAR, GPX e GST apresentam reducéo significativo apos o EA.

Dentre as enzimas analisadas € possivel identificar como melhores
biomarcadores bioquimicos de envelhecimento acelerado a SOD e DHAR para

avaliacdo em semente inteira e embrido.

As sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu, mesmo ap6s o EA apresenta
viabilidade, no entanto, o envelhecimento pode promover uma perda de vigor nas
sementes, alterando o metabolismo e principalmente o energético, causando
alteracdes bioquimicas como desestruturacdo do sistema de membrana, alteracdo
enzimatica, alteracdo na quantidade e qualidade das plantulas normais, aumento de
plantulas deterioradas. A perda da viabilidade é decorrente de mudancas quimicas e

estruturais irreversiveis dos constituintes celulares em resposta a esse estresse.



148

5. REFERENCIAS

ABBA, E.J.; LOVATO, A. Effect of seed storage temperature and relative humidity on
maize (Zea mays L.) seed viability and vigour. Seed Science Technology, v.27,
p.101-114, 1999,

ABDELNUR, P. V. Metabolémica e Espectrometria de Massas. Circular Técnica
Embrapa, v. 10, 2011.

ABREU, E. F. M. Clonagem e estudo da expressédo do Gene da mio-inositol 3-
fosfato, sintase (MIPS) em maracujazeiro (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa
Degener). 2006, 43 f. Dissertagcao apresentad ao Departamento de Botanica, Instituto
de Cinéncias Bioldgicas, Brasilia, 2006.

ABREU, L. A. S.; CARVALHO, M. L. M.; GOMES PINTO, C. A.; KATAOKA, V.Y,
SILVA, T. T. A. Deterioration of sunflower seeds during storage. Seed Science,
Londrina, v. 35, n. 2, p. 240-247, 2013.

AGUIAR, Nathalia Oliveira. Perfil metabdlico de cana-de-acucar tratada com
bioinoculante & base de substancias humicas e bactérias diazotréfica endofiticas.
2015, 134f. Tese apresentada ao Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias,
Universidade Federal do Norte Fluminense, Campos dos Goytacazes, 2015.

ALFENAS, A. C. Eletroforese e marcadores bioquimicos em plantas e
microorganismos. 22 Ed. Vicosa: Ed.UFV, 2006. )
ALMEIDA, M.V.; SILVA, A.D.; SOUZA, M.V.N.; BENICIO, A.A.A. A cascata de

sinalizacao dos fosfoinositideos. Quimica Nova, v. 26, p. 105-111, 2003.

AMARAL, A. S; PESKE, S. T. Testes para avaliacéo rapida da qualidade fisiol6gica
de sementes de trigo. Revista Brasileira de Agrociéncia, v. 6, n. 1, p. 12-15, 2000.

AOSA - ASSOCIATION OF OFFICIAL SEED ANALYSTS. Seed vigor testing
handbook. Eastasing, p. 88, 1983.

AQUINO, N. F.; AJALA, M. C.; DRANSKI, J. A.; IGNACIO, V. L.; MALAVASI, M. M.;
MALAVASI, U. C. Morfometria de sementes de Jatopha curcas L. em funcédo da
procedéncia. Revista de Ciéncias Agroveterinarias, v. 8, n. 2, p. 142-145, 2009.

ARAGAO, Theresa Christine Filgueiras Russo. Danos oxidativos e o
envelhecimento de sementes de feijao caupi. 2007, 144f. Tese apresentada ao
programa de Pdés- Graduacdo em Bioquimica, Universidade Federal do Cear,
Fortaleza, 2007.

ARALDI, C. G.; COELHO, C. M. M. pH do Exsudato na Avaliagédo da Viabilidade de
Sementes de Araucaria angustifolia. Floresta e Ambiente, n. 22, v.3, p. 426-433,
2015.

ARAUJO NETO, J. C. A.; TEXEIRA, J. D.; NEVES, M. |. R. S.; MELO, L. D. F.A;
FERREIRA, V. M. Morphometric characterization, germination and conservation of
triplaris Brasiliana cham. Seeds (polygonaceae). Ciéncia Florestal, v. 28, n. 3, p. 949-
959, 2018.



149

ARAUJO, F. A.; BARH, D.; SILVA, A.; GUIMARAES, L.; THIAGO, R.; RAMOS, J. GO
FEAT: a rapid web-based functional annotation tool for genomic and transcriptomic
data. Scientific REPOrTS, v. 8, p.1-4, 2018.

ARAUJO, Maicon Marinho Vieira. Indicadores de qualidade em grédos de soja
submetidos a diferentes condigcbes de armazenamento. 2014, 84 f. Dissertagéo
apresentada a faculdade de Agronomia, Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiab4a, 2014.

ASIEDU, E.A.; POWELL, A.A. Comparisons of storage potential of cultivar of cowpea
(Vigna unguiculata) differing in seed coat pigmentation. Seed Science and
Technology, v. 26, n.1, p. 211-221, 1998.

ATAIDE, G. da M.; FLORES, A. V.; BORGES, E. E. L. Alteracbes fisioldgicas e
bioquimicas em sementes de Pterogyne nitens Tull. durante o envelhecimento
artificial. Pesquisa agropecuaria tropical, v. 42, n. 1, p. 71-76, 2012.

ATTREE, R.; DU, B.; XU, B. Distribution of phenolic compounds in seed coat and
cotyledon, and their contribution to antioxidant capacities of red and black seed coat
peanuts (Arachis hypogaea L.). Industrial Crops and Products, v. 67, p. 448-456,
2015.

AZEVEDO, M. R. Q. A.; GOUVEIA, J. P.G.; TROVAO, D. M. D. M; QUEIROGA, V. P.
Influéncia das embalagens e condi¢cdes de armazenamento no vigor de sementes de
gergelim. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v.7, n.3, p.519-
524, 2003.

BAILLY, C. Active oxygen species and antioxidants in seed biology. Seed Science
Research, v. 14, n. 02, p. 93-107, 2004.

BAILLY, C. The signalling role of ROS in the regulation of seed germination and
dormancy. Biochemical Journal, v. 476, p. 3019-3032, 2019.

BAILLY, C.; BENAMAR, A.; CORBINEAU, F.; COME, D. Changes in malondialdehyde
content and in superoxide dismutase, catalase and glutathione reductase activities in
sunflower seeds as related to deterioration during accelerated aging. Physiologia
plantarum, v. 97, p.104-110, 1996.

BAILLY, C.; BENAMAR, A.; CORBINEAU, F.; COME, D. Changes in Superoxide
Dismutase, Catalase and Glutathione Reductase Activities in Sunflower Seeds during
Accelerated Ageing and Subsequent Priming. Basic and Applied Aspects ofSeed
Biology, p. 665-672, 1997.

BAILLY, C.; BENAMAR, A.; CORBINEAU, F.; COME, D. Free radical scavenging as
affected by accelerated ageing and subsequent priming in suwflower seeds.
Phisiologia Plantarum, v. 104, 646-652, 1998.

BAILLY, C.; EL-MAAROUF-BOUTEAU, H.; CORBINEAU, F. From intracellular
signaling networks to cell death: the dual role of reactive oxygen species in seed
physiology. C RBiol, v. 331, p. 806-814, 2008.



150

BARBOSA, R. D. Socor6 (Mouriri guianensis Aubl.): germinacéo,
desenvolvimento da plantula e classificacdo das sementes para fins de
armazenamento. 2020, 56f. Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazdnia, como parte dos requisitos para a obtencéo do
titulo de Mestre em Agricultura no Tropico Umido, Manaus, 2020.

BARROS NETO, J.J.S.; ALMEIDA, F. A. C.; QUEIROGA, V. de P.; GONCALVES, C.
C. Sementes estudos tecnoldgicos. [recurso eletrbnico]: estudos tecnolégicos /
Aracaju: IFS, 2014. 285 p. Formato: e-book, ISBN 978-85-68801-58-1.

BARROS, Tiago Texeira Viana. Osmocondicionamento e tolerancia ao estresse
térmico na germinacdo de sementes de girassol. 2017, 55f. Dissertacéo
apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo, Universidade Federal de Vigosa,
Vicosa, 2017.

BATISTA, D.; CAMPOS, P.; SILVA, V. R.; SANTOS, L. de S.; BEZERRA, D. P
SOARES, M. B. P.; COLEPICOLO, P.; ZAMBOTTI-VILLELA, L.; PINTO, E.; ARAUJO,
F. M.; MARTINS, D.; FERNANDEZ, L. G.; LIGTERINK, W.; CANUTO, G. A. B.; DE
CERQUEIRA, M. D.; RIBEIRO, P. R. Piper anisum as a promising new source of
bioactive metabolites. Chemical Papers, v. 74, p. 1505-1515, 2020.

BEAUCHAMP, C. O; FRIDOVICH, I. Superoxide dismutase: Improved assays and an
assay applicable to acrylamide gels. Biochemical Journal, v. 44, p. 276-287, 1971.

BELTRAO, N. E. DE M.; SOUZA, J. G.; SANTOS, J. W.; COSTA, F. X.; LUCENA, A.
M. A.; QUEIROZ, U. C. Modificagbes na bioquimica da planta da mamoneira, cultivar
BRS 188 Paraguacu, submetida ao estresse hidrico (deficiéncia e excesso). Revista
Brasileira de Oleaginosas e Fibrosas, v.7, n.1, p.653-658, 2003.

E}ELTRAO, N. E. M.; MELO, F.B.; CARDOSO, G. D.; SEVERINO, L. S. Mamona:
Arvore do Conhecimento e Sistemas de Producdo para o Semi-arido Brasileiro.
Campina Grande, PB: MAPA, 2003. 19 p.

BERGMEYER, N. Methoden der enzymatischen analyse. Akademie Verlag, v. 1, p.
636-647, 1970.

BERNAL-LUGO, |.; LEOPOLD, A. C. Seed stability during storage: raffinose
contentand seed glassy state, Seed Science Research, v. 5, 75-80, 1995.

BEWLEY, J. D.; BLACK, M. Seeds: physiology of development and germination. 2nd
ed. New York: Plenum Press, 1994. 445p.

BEZERRA, F. T. C.; ANDRADE, L. A.; BEZERRA, M. A. F.; PEREIRA, W. E,;
FABRICANTE, J. R.; OLIVEIRA, L. S. B.; FEITOSA, R. C. Biometry of fruits and seeds
and pre-germination treatments in Cassia grandis L. f. (Fabaceae), Semina: Ciéncias
Agrarias, v. 33, p. 2863-2876, 2012.

BHABAK, K. P.. MUGESH, G. Functional Mimics of Glutathione Peroxidase:
Bioinspired Synthetic Antioxidants. Accounts of chemical research, v. 43, n. 11, p.
1408-1419, 2010.



151

BITTENCOURT, S.R.M.; VIEIRA, R.D. Temperatura e periodo de exposicdo de
sementes de milho no teste de envelhecimento acelerado. Revista Brasileira de
Sementes, v.28, n.3, p.61-168, 2006.

BOOMINATHAN, P.; SHUKLA, R.; KUMAR, A.; MANNA, D.; NEGI, D.; VERMA, P. K,;
CHATTOPADHYAY. Long Term Transcript Accumulation during the Development of
Dehydration Adaptation in Cicer arietinum. Plant Physiology, v. 135, p. 1608-1620,
2004.

BORGES, E.E.L.; RENA, A.B. Germinagdo de sementes. In: AGUIAR, |.B.; PINA-
RODRIGUES, F.C.M.; FIGLIOLIA, M.B. (Ed.). Sementes florestais tropicais. Brasilia:
ABRATES, p.83-136, 1993.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
qguantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, v. 72, p. 248-254, 1976.

BRAGA JUNIOR, J. M. Maturacdo, qualidade fisiolégica e testes de vigor em
sementes de mamona. 2009, 138 f. Dissertacdo apresentada ao programa de Pds-
graduacéo de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal da Paraiba, Areia, 2009.

BRAGA~JUNIOR, J. M.; ROCHA, M. S.; BRUNO, R. L. A.; VIANA, JEANDSON, S. V.;
BELTRAO, N. E. M. Teste de envelhecimento acelerado em sementes de mamona
cultivar BRS — Energia. Revista Eletronica de Biologia, v. 4, n. 1, p. 88-101, 2011.

BRASIL. Regras para analise de sementes. Brasilia, DF: Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, 2009.

BRAZ, M. R., BARROS, C. S.; CASTRO, F. P.; ROSSETTO, C. A. V. Testes de
envelhecimento acelerado e deterioracdo controlada na avaliagdo do vigor de
aguénios de girassol. Ciéncia Rural, v.38, n.7, p.1857-1863, 2008.

BRUNETTI, C.; GEORGE, R. M.; TATTINI, M.; FIELD, K.; DAVEY, M. P. Metabolomics
in plant environmental physiology. Journal of Experimental Botany, v. 64, n. 13, p.
4011-4020, 2013.

BUCKERIDGE, M. D.; AIDAR, M. P. M.; SANTOS, H. P.; TINE, M. A. S. 2004. Acimulo
de reservas. In: FERREIRA, A. G.; BORGHETTI, F. (eds.). Germinacéao: do basico ao
aplicado. Porto Alegre, Artmed, p. 151.

BUCKERIDGE, M. S.; SANTOS, H. P.; TINE, M. A.; AIDAR, M. P. M.. (2004)
Mobilizacdo de Reservas. In: Germinacdo. Do basico ao aplicado. Alfredo Gui
Ferreira &e Fabian Borgheti (Eds.). Artmed, Porto Alegre pp.163-185.

BURGUIERES, E.; MCCUE, P.; KWON, Y.; SHETTY, K. Effect of vitamin C and folic
acid on seed vigour response and phenolic-linked antioxidant activity. Bioresource
Technology, v. 98, p. 1393-1404, 2007.

CABRERA, A. C.; PESKE, S. T. Testes do pH do exsudato para sementes de milho.
Revista Brasileira de Sementes, v. 24, n. 1, p.134-140, 2002.



152

CALLEGARI, Carina Marin. Hidrolise de oligossacarideo de raffinose, presente
em produtos de soja, por a-galactosidases. 2003, 104f. Tese apresentada ao
programa de Pdés-graduacdo em Bioquimica Agricola, Universidade Federal de
Vigosa, Vigosa, 2003.

CANUTO, G. A. B; COSTA, J. L.; CRUZA, P. L. R.; SOUZA, A. R. L.; FACCIO, A. T ;
KLASSENC, A.; RODRIGUESA, K. T.; TAVARESA, M. F. M. Metabolomica:
defini¢cdes, estado-da-arte e aplicacbes representativas. Quimica Nova, v. 41, n. 1, p.
75-91, 2018.

CARDOSO, R. B.; BINOTTI, F. F. S.; CARDOSO, E. D. Potencial fisiol6gico de
sementes de crambe em funcdo de embalagens e armazenamento. Pesquisa
Agropecuaria Tropical, v.42, n.3, p.272-278, 2012.

CARNEIRO, M. M. L. C.; DEUNER, S.; OLIVEIRA, P. V.; TEIXEIRA, S. B.; SOUSA,
C. P.; BACARIN, M. A.; MORAES, D. M. Atividade antioxidante e viabilidade de
sementes de girassol apos estresse hidrico e salino. Revista Brasileira de
Sementes, v.33, n.4, p.754-763, 2011.

CARTA, A.; BOTTEGA, S.; SPANO. Aerobic environment ensures viability and anti-
oxidant capacity when seeds are wet with negative effect when moist: implications for
persistence in the soil. Seed Science Research, v. 28, n. 1, p. 16-23, 2018.

CARVALHO, J. E. U.; NAZARE, R. F. R.; OLIVEIRA, W. M. Caracteristicas fisicas e
fico-quimicas de um tipo de bacuri (Platonia insignis M.) com rendimento industrial
superior. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 25, p. 326-328, 2003.

CARVALHO, M. T. V.; PONGRAC, P.; MUMM, R.; ARKEL, J. V.; AELST, A. V.
JEROMEL, L.; VAVPETI, PELICON, P.; Aarts, M. G. M. Gomphrena claussenii, a novel
metal-hypertolerant bioindicator species, sequesters cadmium, but not zinc, In
vacuolar oxalate crystals. New Phytologist, v. 208, p. 763—-775, 2015.

CARVALHO, N.M.; NAKAGAWA, J. Sementes: ciéncia, tecnologia e producao. 4 ed.
Jaboticabal: Funep, p. 588, 2000.

CASTILLO, E. M.; De Lumen, B. O.; REYES, P. S.; De LUMEN, H. Z. Raffinose
Synthase and Galactinol Synthase in Developing Seeds and Leaves of Legumes.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 30, n. 2, 1990.

CATANEO, A. C.; DESTRO, G. F. G; FERREIRA, L. C.; CHAMMA, K. L.; SOUSA, D.
C. F. Atividade de glutationa s-transferase na degradacao do herbicida glyphosate em
plantas de milho (Zea mays). Planta Daninha, v. 21, n. 2, p. 307-312, 2003.

CAVARIANI, C.; TOLEDO, M. Z.; RODELLA, R. A; FRANCA NETO, J. B;
NAKAGAWA, J. Velocidade de hidratacdo em fung&o de caracteristicas do tegumento
de sementes de soja de diferentes cultivares e localidades. Revista Brasileira de
Sementes, v. 31, n. 1, p.030-039, 2009.

CAVERZAN, C.; ASASSOLA, A.; BRAMMER, S. P. Antioxidant responses of wheat
plants under stress. Genetics and Molecular Biology, v. 39, n.1, p.1-6, 2016.



153

CHAN, S. Y.; LASSIM, M. B. M. Effect of accelerated aging on mungbean (Vigna
Radiata L. Wilczek) seed vigour. International Journal of Agricultural Policy and
Research, v.7, n. 5, p. 114-123, 2019.

CHAVES, L. G.; CABRAL, P. C. P.; JUNIOR, G. B.; LACERDA, R. D. Efeito de zinco
e cobre no estado nutricional da mamoneira, BRS 188 Paraguacu. Revista Caatinga,
V. 22,n. 4; p. 129-135, 2009.

COIMBRA, R. A.; TOMAZ, C. A.; MARTINS, C. C.; NAKAGAWA, J. Teste de
germinacdo com acondicionamento dos rolos de papel em Sacos plasticos. Revista
Brasileira de Sementes, v. 29, n.1, p. 92-97, 2007.

COOPER, T. G.; BEEVERS, H. Mitochondria and glyoxysomes from castor bean
endosperm. Enzyme constitutents and catalytic capacity. Journal of Biological
Chemistry, v. 244, p. 3507-3513, 1969.

COOPER, T.G.; BEEVERS, H. B-oxidation in glyoxysomes from castor bean
endosperm. Journal of Biological Chemistry, v. 244, p. 3514-20, 1969.

CORREA, G. C.; NAVES, R. V.; ROCHA, M. R. CHAVES, L. J. BORGES, J. D.
Determinacdes fisicas em frutos e sementes de baru (Dipteryx alata Vog.), cajuzinho
(Anacardium othonianum Rizz.) e pequi (Caryocar brasiliense Camb.), visando
melhoramento genético. Bioscience Journal, v.24, n.4, p.42-47, 2008.

CORTE, V. B.; BORGES, E. E. DE L.; GONCALVES, J.F. de C.; SILVA, M. S.
Alterations in the lipid and soluble sugar content of melanoxylon brauna seeds during
natural and accelerated ageing. Revista Brasileira de Sementes, v. 32, n. 3 p. 152-
162, 2010.

CORTE, V. B.; BORGES, E. E. L.; LEITE, H. G.; PEREIRA, B. L. C.; GONCALVES, J.
F. C. Estudo enzimatico da deterioracdo de sementes de Melanoxylon brauna
submetidas ao envelhecimento natural e acelerado. Revista Brasileira de Sementes,
v. 32, n.1 p.83-91, 2010.

COSTA, H.; GALLEGO, S. M.; TOMARO, M. L. Effect of UV-B radiation on antioxidant
defense system in sunflower cotyledons. Plant Science, v. 162, p. 939-945, 2002.

DAVID, A. M. S.de S.; ARAUJO, E. F.; ARAUJO, R. F.; DIAS, D. C.F. dos S.; NOBRE,
D. A. C.; NETA, I. C. S. Envelhecimento acelerado na avaliagdo da qualidade
fisiologica de sementes de Ricinus communis L. Revista Brasileira de Ciéncias
Agrarias, v.8, n.4, p.517-521, 2013.

De CASTRO, Erika Cristina Pinheiro. Coordenac&o dos sistemas antioxidantes da
catalase e da ascorbato peroxidase durante o envelhecimento acelerado de
sementes de cartamo e girassol. 2013, 82f. Dissertacdo apresentada ao programa
de Pos-graduacdo em Bioquimica, Universidade Federal do Rio Grande do Norte,
Natal, 2013.

DE CASTRO, R. D.; HILHORST, H. W. M. Embebicé&o e reativagdo do metabolismo.
In: FERREIRA, A. G.; BORGHETTI, F. (Org.). Germinacéo, do basico ao aplicado. Ed:
Porto Alegre: Artmed, 2004, capitulo 9, v.1, p.149-162.



154

DE JESUS, Paulo Roberto Ribeiro. Biochemical, physiological and molecular
responses of Ricinus communis seeds and seedlings to diferente temperatures:
a multi-omics approach. 2015, 186f. Tese apresentada a Universidade de
Wageningen, Wageningen, 2015.

DE OLIVEIRA, Carolina Maria Gaspar. Avaliacdo da qualidade fisiologica de
sementes de Mamoneira (Ricinus communis L.) Pelo teste de tetrazdlio. 2007,
113 f. Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Unesp, Campus
de Botucatu, 2007.

DE SOUZA, Simone Cayres. Analise das alterag6es metabdlicas de Canavalia
ensiformis durante germinacdo e desenvolvimento pds-germinativo em
resposta a insulina e compostos relacionados. 2010, 87 f. Dissertagao
apresentada ao Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, 2010.

DELOUCHE, J. C. An accelerated aging technique for predicting relative storability of
crimson clover and tal fescue seed lots. Agronomy Abstracts, v. 40, n.1, p. 40, 1965.

DELOUCHE, J.C.; BASKIN, C.C. Accelerated aging techniques for predicting the
relative storability of seed lots. Seed Science and Technology, v.1, p.427-452, 1973.

DELOUCHE, J.C.; STILL, T.W.; RASPET, M.; LIENHARD, M. O teste de tetrazélio
para viabilidade da semente. AGIPLAN, p. 103, 1976.

DEMIRKAYA, M.; DIETZ, K. J.; SIVRITEPE, H. O. Changes in antioxidant enzymes
during aging of onion seeds. Notulae Botanicae Horti Agrobotanici, v. 38, n. 1, p.
49-52, 2010.

DEY, P. M.; DIXON, R. A. Biochemistry of storage carboydrates in green plants. New
York: Academic Press, p. 53-129, 1985.

DOIJODE, S. D. Solute leakage in relation to loss of seed viability in chilli cultivars.
Indian Journal of Plant Physiology, v. 31, p. 285 - 287, 1988.

DOMERGUE, J-B; ABADIE, C.; LIMAMI, A.; WAY, D.; TCHERKEZ, G. Seed quality
and carbon primary metabolismo. Plant Cell Environ, v. 42, p 2776-2788, 2019.

DOS SANTOS, H. O.; DE CARVALHO, M. L. M.; CALDEIRA, C. M.; COELHO, S. V.
B.; VON PINHO, E. V. de R.; OLIVEIRA, J. A. Physiological and biochemical aspects
of castor beans seeds deterioration stored in different packaging conditions and
temperatures. Journal of Seed Science, v.38 n.3, p.241-247, 2016.

Drotar, A., Phelps, P., and Fall, R. Evidence for glutathione peroxidase activities in
cultured plant cells. Plant Science, v. 42, p. 35—40, 1985.

DRUMOND, A. A. L.; SALES, J. de F.; ZUCHI, J.; RESENDE, O.; CAMELO, G. N.;
SOUZA, M. M. V. Physiological quality of castor bean seed genotypes stored at two
temperatures. Acta Scientiarum. Agronomy, v. 42, p. 1-10, 2020.



155

DUNN, W. B.; ELLIS, D. I. Metabolomics: current analytical platforms and
methodologies. Trends in Analytical Chemistry, v. 24, p. 285-294, 2005.

EASTMOND, P. J. Glycerol-insensitive Arabidopsis mutants: glil seedlings lack
glycerol kinase, accumulate glycerol and are more resistant to abiotic stress. The Plant
Journal, v. 37, p. 617-25, 2004.

ELSAYED, A. |.; RAFUDEEN, M. S.; GOLLDACK, D. Physiological aspects of raffinose
family oligosaccharides in plants: protection against abiotic stress. Plant Biology, v.
16, p. 1-8, 2014.

FAGUNDES, M.; CAMARGOS, M. G.; COSTA, F. V. A qualidade do solo afeta a
germinacao das sementes e o desenvolvimento das plantulas de Dimorphandra mollis
Benth. (Leguminosae: Mimosoideae). Acta Botanica Brasilica, v. 25, n. 4, p. 908-
915, 2011.

FANAN, S.; MEDINA, P. F.; CAMARGO, M. B. P.; RAMOS, N. P. Influéncia da colheita
e do armazenamento na qualidade fisiolégica de sementes de mamona. Revista
Brasileira de Sementes, vol. 31, n. 1, p. 150-159, 2009.

FERREIRA, A. L. A.; MATSUBARA, L. S. Radicais livres: conceitos, doencas
relacionadas ao sistema de defesa e estresse oxidativo. Revista da Associagéo
Médica Brasileira. v. 43, n. 1, p. 61-68, 1997.

FERREIRA, D.F. Sistema de andlises de variancia para dados balanceados. Lavras:
UFLA, 2000. (SISVAR 4. 1. — pacote computacional).

FOGACA, C. A. Padronizacdo e adequacao de metodologias para avaliagcédo da
gualidade fisica e fisiolégica de sementes de Gleditschia amorphoides Taub. -
caesalpinaceae. 2000. 95 f. Monografia (Trabalho de Graduagdo em Agronomia) -
Universidade Estadual do Oeste do Parana, Marechal Candido Rondon, 2000.

FOGACA, J. J. N. L.; SILVA, R. A.; SANTOS, J. S.; NUNES, R. T. C.; FERREIRA, L.
L.; MORAIS, O. M. Physiological quality of Creole castor seeds var. Carrapatinho
depending on the raceme position. Revista de Ciéncias Agréarias, v. 40, n.1, p. 87-
93, 2017.

FONSECA, S. C. L.; PEREZ, S. C. J. G. A. Acao do polietileno glicol na germinagao
de sementes de Adenanthera pavonina L. e 0 uso de poliaminas na atenuacéo do
estresse hidrico sob diferentes temperaturas. Revista Brasileira de Sementes, v. 25,
n.1, p. 1-6, 2003.

FRANCA NETO, J. B.; HENNING, A. A. Qualidade fisiolégica e sanitaria de sementes
de soja, EMBRAPA-CNPSo, 1984. 39 p. (Circular Técnico, 9).

FRANCA NETO, J. B.; KRYZANOWSKI, F. C.; SILVA, W. R. Tecnologia da producéo
de sementes de soja de alta qualidade. EMBRAPA, CNPSo, 12 p. (Circular técnica
40). Brasilia, DF: Abrates, 2005. p. 1-24.

FU, Y-B.; AHMED, Z.; DIEDERICHSEN, A. Towards a better monitoring of seed ageing
under ex situ seed conservation. Conservation Physiology, v. 3, p. 1-16, 2015.



156

GALARCA, S. P.; LIMA, C. S. M.; SILVEIRA, G.; RUFATO, A. de R. Correlagéo de
pearson e andlise de trilha identificando variaveis para caracterizar porta-enxerto de
Pyrus communis L.. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 34, n. 4, p. 860-869, 2010.

GALINDO, Carlos Afonso Magalhdes. Absorcdo de &gua, germinacdo e
dorméncia de sementes de Mucuna preta. 2006, 97f. Dissertacdo apresentada a
Pés-graduacdo em Ciéncias Agrarias e Veterinarias. Universidade Estadual Paulista,
Séo Paulo, 2006.

GARLET, J.; SOUZA, G. F.; DELAZERI, P. Teste de tetrazélio em sementes deCassia
leptophylla. Enciclopédia Biosfera, Centro Cientifico Conhecer, Goiania, v. 11, n. 21,
p.1800-1808, 2015.

GARZA-CALIGARIS, L. E.; AVENDANO-VAZQUEZ, A. O.; ALVARADO-LOPEZ, S.;
ZUNIGA-SANCHEZ, A.; OROZCO-SEGOVIA, A.; PEREZ-RUIZ, R. V.; GAMBOA-
DEBUEN, A. At3g08030 transcript: a molecular marker of seed ageing. Annals of
Botany, v. 110, p. 1253-1260, 2012.

GASPAR DE OLIVEIRA, C. M. Avaliacao da qualidade fisiol6gica de sementes de
mamoneira (Ricinus communis L.) pelo teste de tetrazélio. Tese apresentada a
Faculdade de Ciéncias Agronémicas da Unesp - Campus de Botucatu, S&o Paulo,
2007.

GASPAR-OLIVEIRA, C. M.; MARTINS, C. C.; NAKAGAWA, J. Avaliagcédo da qualidade
fisiologica de sementes de Mamoneira (Ricinus communis L.) Pelo teste de tetrazolio.
Revista Brasileira de Sementes, v. 32, n. 1, p. 186-196, 2010.

GASPAR-OLIVEIRA, C. M.; MARTINS, C. C.; NAKAGAWA, J. Précondicionamento
das sementes de mamoneira para o teste de tetrazdlio. Acta Scientiarum Agronomy,
v. 33,n. 2, p. 303-311, 2011.

GASPAR-OLIVEIRA, C.; MARTINS, C.; NAKAGAWA, J. Método de preparo das
sementes de mamoneira (Ricinus communis L.) para o teste de tetrazdélio. Revista
Brasileira de Sementes, v. 31, n. 1, p.160-167, 2009.

GIANNOPOLITIS, C. N.; RIES, S. K. Superoxide Dismutases. Plant Physiology, v.
59, p. 309-314, 1977.

GIDROL, X.; SERGHINI, H.; NOUBHANI, A.; MOCQUOT, B.; MAZLIAK, P.
Biochemical changes induced by accelerated aging in sunflower seeds, |, Lipid
peroxidation and membrane damage. Plant Physiology, v. 76, p.591-597, 1989.

GILL, S. S. & TUTEJA, N. Reactive species and antioxidant machinery in abiotic
stress tolerance in crop plants. Plant Physiology and Biochemistry, v.48, p. 909-
930, 2010.

GOEL, A.; GOEL, A. K.; SHEORAN, I. S. Changes in oxidative stress enzymes during
artificial ageing in cotton (Gossypium hirsutum L.) seeds. Journal of plant
physiology, v. 160, p. 1093-1100, 2003.



157

GOEL, A.; SHEORAN, I. S. Lipid peroxidation and peroxide-scavenging enzyms in
cotton seeds under natural ageing. Biologia Plantarum, v. 46, n. 3, p. 429-439, 2003.

GOMES NETO, Valdir. Atividade de superoxido dismutase em sementes de
mamona (Ricinus communis L.) sob restricdo hidrica. 2016, 114f. Dissertacao
apresentada ao Programa Multicéntrico de Pés-Graduacdo em Bioquimica e Biologia
Molecular PMBgBM, Universidade Federal da Bahia, 2016.

GOMES, Kever Bruno Paradelo. Avaliacdo da qualidade fisiolégica de sementes
de Terminalia argentea Mart. et Zucc. pelos testes de raios x, condutividade
elétrica, ph do exsudato e germinacdo. 2013, 88f. Dissertacdo apresentada ao
programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Florestais, 2013.

GORDIN, C. R.; SCALON, S. P. Q.; MASETTO, T. E. Accelerated aging test in niger
seeds. Journal of Seed Science, v.37, n.3, p.234-240, 2015.

GOTH, L.; RASS, P.; PAY. A. Catalase enzyme mutations and their association with
diseases. Molecular Diagnostics, v.8, p. 141-149, 2004.

GRAHAM, I. A.; Seed Storage Oil Mobilization. Annual Review of Plant Biology, v.
59, p. 115-142, 2008.

GREGGIO, E. A.; BONINI, E. A. Qualidade do gréo de soja relacionada com oteor de
acidez do 6leo. Revista em Agronegécios e Meio Ambiente, v.7, n.3, p. 645-658,
2014.

GU, J.; HOU, D.; LI, Y.; CHAO, H.; ZHANG, K.; WANG, H.; XIANG, J;
RABOANATAHIRY, N.; WANG, B.; LI, M. Integration of proteomic and genomic
signaling networks to cell death: the dual role of reactive oxygen species in seed
physiology. Comptes Rendus Biologies, v. 331, p. 806-814, 2008.

HALL, R. D. Plant metabolomics: from holistic hope, to hype, to hot topic. New
Phytologist, v. 169, p. 453-468, 2006.

HASANUZZAMAN, M. HOSSAIN, M. A. SILVA, J. A. T. S. FUJITA, M. Plant Response
and tolerance to abiotc oxidative stress: Antioxidant defense is a key factor. In:
VENKATESWARLU, B; SHANKER, A. K.; SHAKER, C.; MAHESWARI, M. Crop stress
and its management: perspectives and strategies. New York: Springer; 2012. p. 261-
301.

HE, H.; WILLEMS, L.; BATUSHANSKY, A.; FAIT, A.; HANSON, J.; NIJVEEN, H.;
HILHORST, H. W. M.; BENTSINK, L. Effects of Parental Temperature and Nitrate on
Seed Performance are Reflected by Partly Overlapping Genetic and Metabolic
Pathways. Plant Cell Physiol, v. 57, n. 3, p. 473-487, 2016.

HEATH, R.; PACKER, L. Photoperoxidation in isolated chloroplasts I. Kinetics and
Stoichometry of fatty acid peroxidation. Archives of Biochemistry and Biophysics,
v. 125, p. 189-198, 1968.

HEPBURN, H. A.; POWELL, A. A.; MATTHEWS, S. Problems associated with the
routine application of electrical conductivity measurements of individual seeds in the



158

germination testing of peas and soybeans. Seed Science and Technology, v. 12, n.
2, p. 403-413, 1984.

HIPPMAN, H.; HEINZ, E. Glycerol kinase in leaves. Zeitschrift for
Pflanzenphysiologie, v. 79, n. 5, p. 408-418, 1976.

HOFS, A.; SCHUCH, L. O. B.; PESKE, S. T.; BARROS, A. C. S. A. Emergéncia e
crescimento de plantulas de arroz em resposta a qualidade fisioldégica de sementes.
Revista Brasileira de Sementes, v. 26, n.1, p.92-97, 2004.

HUANG, A. H. C. Enzymes of glycerol metabolism in the storage tissues of fatty
HUI, Y. H. (1996). Bailey's industrial oil and fat products. (5 th ed.). New York: Wiley,
1996, 603-654p

HUTH, Caroline. Lignina no tegumento de semente de soja: Deterioracdo por
umidade de dano mecanico e tamanho de amostra para o teste de tetrazdlio.
2015, 96f. Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-graduacdo em Agronomia,
Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, 2015.

IGHODARO, O. M.; AKINLOYE, O. A. First line defence antioxidants-superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX): Their
fundamental role in the entire antioxidant defence grid. Alexandria Journal of
Medicine, v. 54, p. 287-293, 2018.

Instrucdo  Normativa MAPA 45/2013 para mamona. Disponivel em:
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-
agricolas/sementes-e-mudas/publicacoes-sementes-e-

mudas/copy of INN45del7desetembrode2013.pdf. Acesso em 09 de margo 2021.

INTERNATIONAL SEED TESTING ASSOCIATION. Germination. In: ISTA.
International Rules for Seed Testing. Bassersdorf: ISTA, 2004. p.5.1- 5.5; 5A.1- 5A.50.

JALEEL, C.A.; MANIVANNAN, P.; SANKAR, B.; KISHOREKUMAR, A.; GOPI, R.
Water deficit stress mitigation by calcium chloride in Catharanthus roseus: Effects on
oxidative stress, praline metabolism and indole alkaloid accumulation. Colloids and
Surfaces B. Biointerfaces, v. 60, n. 1, p. 110-116, 2007.

JENG, T. L.; SUNG, J. M. Hydration effect on lipid peroxidation and peroxide scaveging
enzymes activity of artificially aged peanut seed. Seed Science and Technology, v.
22, n. 3, p. 531-539, 1994.

JESUS FILHO, H. P. Caracterizacdo de genoétipos de mamona (Ricinus communis
L.) para potencial utilizacdo do farelo na alimentacdo animal. 2014, 95 f.
Dissertacdo, Programa de Pds-graduagcdo em Zootecnia, Universidade Federal da
Bahia, Salvador, 2014.

JESUS, Thamires Soares Ricardo. Marcadores fisiologicos e bioquimicos da
gualidade de sementes de Ricinus communis L. submetidas a diferentes
condi¢cOes de armazenamento. 2016, 143 f. Dissertagdo apresentada ao programa
P6s-Graduagdo em Bioquimica e Biologia Molecular PMBgBM/UFBA, Universidade
Federal da Bahia, Salvador, 2016.



159

JIANG, W.; MIDDLETON, K., YOON, H. J.; FOUQUET, C.; CARBON, J. An essential
yeast protein, CBF5p, binds in vitro to centromeres and microtubules. Molecular and
Cellular Biology, v. 13, n. 8, p. 4884-4893, 1993.

JING, Y.; LANG, S.; WANG, D.; XUE, H.; WANG, X-F. Functional characterization of
galactinol synthase and raffinose synthase in desiccation tolerance acquisition in
developing Arabidopsis seeds. Journal of Plant Physiology, v. 230, p.109-121, 2018.

JOOSEN, R. V. L.; KODDE, J.; WILLEMS, L. A. J.; LIGTERINK, W.; PLAS, L. H. W.
V. P.; HILHORST, H. W. M. Germinator: a software package for highthroughput scoring
and curve fitting of arabidopisis seed germination. The Plant Journal, Malden, v.62,
p. 148-159, 2010.

JOSE, S. C. B. R,; PINHO, E. V. R. V.; DIAS, M. A. G. S. Aglcares e tolerancia a alta
temperatura de secagem em sementes de Milho. Revista Brasileira de Sementes,
v. 28, n. 2, p.60-68, 2006.

JOSE, S. C.B. R.; SALOMAO, A. N.; COSTA, T.S. A.; SILVA, J.T.T. T.; CURI, C. C.
S.; Armazenamento de sementes de girassol em temperaturas subzero: aspectos
fisioldgicos e bioquimicos. Revista Brasileira de Sementes, v. 32, n. 4 p. 29 - 38,
2010.

JUNIOR BRAGA, J. M.; ROCHA, M. do S.; ALCANTARA BRUNO, R. de L.; VIANA, J.
S.; BELTRAO, N. E. de M. Teste de envelhecimento acelerado em sementes de
mamona cultivar BRS — Energia. Revista Eletrénica de Biologia, v. 4, n. 1, p. 88-
101, 2011.

JUVINO, A. N. K.; RESENDE, O.; COSTA, L. M.; SALES, J. F. Vigor da cultivar BMX
Poténcia RR de soja durante o beneficiamento e periodos de armazenamento,
Revista Brasileirade Engenharia Agricola Ambiental, v. 18, n. 8, p. 844-850, 2014.

KAPILAN, R.; THIAGARAJAH, M. Effect of Aging on the Germination Characteristics
and Enzyme Activity of Sunflower Seeds. International Journal of Research and
Innovations in Earth Science, v. 2, n. 6, p. 147-150, 2015.

KARNER, U.; PETERBAUER, T.; RABOY, V.; JONES, D. A; HEDLEY, C. L,
RICHTER, A. myo-Inositol and sucrose concentrations affect the accumulation of
raffinose Family oligosaccharides in seeds. Journal of Experimental Botany, v. 55, n.
405, p. 1981-1987, 2004.

KIBINZA, S.; BAZINA, J.; BAILLY, C; FARRANT, J. M.; CORBINEAU, F. Catalase is
a key enzyme in seed recovery from ageing during priming. Plant Science, v. 181,
309-315, 2011.

Kingsbury, J.; Koshland, D. Centromere Function on Minichromosomes Isolated from
Budding Yeast. Molecular Biology of the Cell, v. 4, p. 859-870, 1993.

KRZYZANOWSKI, F. C.; VIEIRA, R. D.; FRANCA NETO, J. B. (Ed.). Vigor de
sementes: conceitos e testes. Londrina: ABRATES, 1999. Cap. 2, p. 124,



160

KRZYZANOWSKI, F.C.; WEST, S.H.; FRANCA NETO, J.B. O teste de deterioracéo
controlada para avaliacdo da qualidade fisiol6gica de sementes de soja. Informativo
Abrates, v.11, n. 2, p.185, 2001.

KUO, T. M.; DOEHLERT, C. D.; CRAWFORD, C. G. Sugar Metabolism in Germinating
Soybean Seeds. Plant Physiolgy, v. 93,1514-1520, 1990.

LABOURIAU, L.G. Germinacgao das sementes. Washington: OEA, p.174, 1983.

Lahuta, L. B.; Go'recki, R. J.; Zalewsk, K.; Hedley, C. L. Sorbitol accumulation during
natural and accelerated ageing of pea (Pisum sativum L.) seeds. Acta Physiol Plant,
V. 29, p. 527-534, 2007.

LEDUC, Simone Nadur Motta. Inducdo de Tolerancia a Dessecacédo e Variacdes de
Carboidratos Soluveis em Sementes de Caesalpinia echinata Lam. (Pau-Brasil)
durante a Maturacéo. 2007, 117 f. Dissertacdo apresentada ao Instituto de Botanica
da Secretaria do Meio Ambiente, Biodiversidade vegetal e meio ambiente, na area de
Plantas Vasculares em Anélises Ambientais, S&o Paulo, 2007.

LEE, S. E.; SHIN, H-T.; HWANG, H. J.; KIM, J. H. Antioxidant Activity of Extracts from
Alpinia katsumadai Seed. Phytother Research, v. 17, p. 1041-1047, 2003.

LEHNINGER, N. D & COX, M. M. Principio de Bioquimica, 5. ed. — Porto Alegre:
Artmed, 2011.

LI, Y.; XUE, H.; PRITCHARD, H. W.; WANG, X. Changes in the mitochondrial protein
profile due to ROS eruption during ageing of elm (Ulmus pumila L.) seeds. Plant
Physiology Biochemistry. v. 114, p. 72-87, 2017.

LIMA, E. S.; ABDALLA, D. S. P. Peroxidacao lipidica: mecanismos e avaliacdo em
amostras biologicas. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v. 37, n. 3, p.
1-11, 2001.

LIMA, M. G. S.; MENDES, C. R.; MORAES, D. M.; LOPES, N. F.; RODRIGUES, M. A.
V. Caracterizacdo da Qualidade Fisiologica de Sementes de Mamona Cultivar
Guarani. Revista Brasileira de Biociéncias, v. 5, n. 2, p. 675-677, 2007.

LIN, E. C. Glycerol dissimilation and its regulation in bacteria. Annual Review of
Microbiology, v. 30, p. 535-78, 1976.

LIN, E. C. Glycerol utilization and its regulation in mammals. Annual Review of
Biochemistry, v. 46, p. 765-95, 1977.

LOVE, M. |.; HUBER, W.; ANDERS, S. Moderated estimation of fold change and
dispersion for RNA-seq data with DESeq2. Genome Biology, v.15, n. 550, P.01-21,
2014.

LUZ, Renata Pereira. Caracterizacdo morfologica, molecular e agronémica de
cultivares de nordestina. 2012, 94 f. Dissertacédo — Programa de Pds-Graduagéo em
Agronomia, Universidade Federal De Lavras, 2012.



161

MA, Z.; BYKOVA, N. V.; IGAMBERDIEV, A. U. Cell signaling mechanisms and
metabolic regulation of germination and dormancy in barley seeds. ScienceDirect,
p.1-19, 2017.

MAIA, Guilherme Augusto. Ferramenta integrada para anotacdo de proteinas
hipotéticas: estudo de caso utilizando analises proteogenémicas em
Trypanosoma rangeli. 2019, 79 f. Dissertacdo submetida ao Programa de
Biotecnologia e Biociéncias, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis,
2019.

MANGRAUTHIA, S. K.; AGARWAL, S.; SAILAJA, B.; SARLA, N.; VOLETI, S. R.
Transcriptome Analysis of Oryza sativa (Rice) Seed Germination at High Temperature
Shows Dynamics of Genome Expression Associated with Hormones Signalling and
Abiotic Stress Pathways. Springer Science, p. 01-16, 2016.

MARCOS FILHO, J. Fisiologia de sementes de plantas cultivadas. FEALQ. Biblioteca
de Ciéncias Agrarias Luiz de Queiroz, ed.1., p. 495, 2005.

MARCOS FILHO, J. Germinacdo de sementes. In: CICERO, S.M.; MARCOS FILHO,
J.; SILVA, W.R. (Coord.) Atualizacdo em producdo de sementes. Campinas:
Fundacao Cargill, p.11-39, 1986.

MARCOS FILHO, J. Teste de envelhecimento acelerado. In: KRZYZANOWSKI, F.;
VIEIRA, R.D.; FRANCA-NETO, J.B. (Ed.). Vigor de sementes: conceitos e testes.
Londrina: ABRATES, 1999. cap.3, p.1-24.

MARINI, P. M.; MORAES, C. L.; MARINI, N.; MORAES, D. M.; AMARANTE, L.
Alteracdes fisioldgicas e bioquimicas em sementes de arroz submetidas ao estresse
térmico. Revista Ciéncia Agrondmica, v.43, n.4, p.722-730, 2012.

MARQUES, E. R. Qualidade fisiol6gica e sanitaria, dorméncia e atividade
enzimatica de sementes de cultivares de arroz armazenadas em diferentes
ambientes. 2012, 62 f. Tese - Pés-Graduacdo em Fitotecnia, Universidade Federal
de Vicosa, Vicosa, 2012.

MATHEUS, M. T.; LOPES, J. C. Morfologia de frutos, sementes e plantulas e
germinacao de sementes de Erythrina variegata L. Revista Brasileira de Sementes,
v. 29, n. 3, p. 08-17, 2007.

MATOS, A. C. B.; BORGES, E. E. L.; SILVA, L. J. Fisiologia da germinacao de
sementes de Dalbergia nigra (Vell.). Allemao ex Benth. sob diferentes temperaturas e
tempos de exposicdo. Revista Arvore, v.39, n.1, p.115-125, 2015.

MENDES de PAULA, Alyne Dantas. Vigor relativo: uma nova abordagem para
classificacdo de lotes de sementes. 2020, 58f. Tese apresentada ao Programa de
P6s-Graduagdo em Agronomia, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia,
2020.

MENDES, R. C.; DIAS, D. C. F.; PEREIRA, M. D.; DIAS, L. A. S. Vigor test for the
evaluation of the physiology potencial of castor bean (Ricinus communis L.) seeds.
Ciéncia e Agrotecnologia, v. 34, n. 1, p. 114-120, 2010.



162

MENDES, R. de C.; DIAS, D. C. F. dos S.; PEREIRA, M. D.; BERGER, P. G.
Tratamentos pré-germinativos em sementes de mamona (Ricinus communis L.).
Revista Brasileira de Sementes, v. 31, n. 1, p.187-194, 2009.

MERTZ, L. M.; HENNING, F. A.; CRUZ, H. L.; MENEGHELLO, G. E.; FERRARI, C.
S.; ZIMMER, P. D. Diferencas estruturais entre tegumentos de sementes de soja com
permeabilidade contrastante. Revista Brasileira de Sementes, v. 31, n. 1, p. 23-29,
20009.

MEYER, T.; VIGOUROUX, A.; AUMONT-NICAISE, M.; COMTE, G.; VIAL, L.; LAVIRE,
C.; MORERA, S. The plant defense signal galactinol is specifically used as a nutrient
by the bacterial pathogen Agrobacterium fabrum. Journal of Biological Chemistry,
v. 293, n. 21, p. 7930-7941, 2018.

MITTLER, R. Oxidative stress, antioxidants and stress tolerance. Trends Plant
Science, v. 7, n. 1, p. 405-410, 2002.

MOISE, J. A.; HAN, S.; GUDYNAITE-SAVITCH, L.; JOHNSON, D. A.; MIKICA, B. L.
A. Seed coats: Structure, development, composition, and biotechnology. In vitro
cellular and developmental biology. Planty, v.41, p. 620-644, 2005.

Moraes, Guilherme Moreira. Influéncia da linhagem de levedura e das condicdes
de cultivo no processo de isomerizacdo e fermentacdo e fermentacao
simultaneas da xilose. 2013, 102 f. Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Engenharia Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos, Séo
Carlos, 2013.

MORAES, J. V. Morfologia e germinagdo de sementes de Poecilanthe parviflora
Bentham. 2007, 88f. Dissertacdo apresentada a Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias - UNESP, Campus de Jaboticabal, S&o Paulo, 2007.

MOREIRA-SOUZA, M.; CARDOSO, E. J. B. N. Practical method for germination of
Araucaria angustifélia (Bert) O. Ktze seeds. Scientia Agricola, v. 60, n.2, p.389-391,
2003.

MOROZESK, M.; BONOMO, M. M.; DUARTE, I. D.; ZANI, L. B.; CORTE, V. B.
Longevidade de sementes nativas da Floresta Atlantica. Floresta Atlantica, Natureza
on line, v. 12, n. 4, p. 185-194, 2014.

MURAKEOZY, E.O.; SMIRMOFF, N.; NAGY, Z. e TUBA, Z. Seasonal accumulation
pattern of Pinitol and other carbohydrates in Limonium gmelini subsp. Hungarica.
Journal of Plant Physiology, v. 159, p. 485-490, 2002.

MURSHED, R.; LOPEZ-LAURI, F.; SALLANON, H. Microplate quantification of
enzymes of the plant ascorbate—glutathione cycle. Analytical Biochemistry, v. 383, p.
320-322, 2008.

NAKADA, P. G.; OLIVEIRA, J. A.; MELO, L. C.; SILVA, A. A;; SILVA, P. A.; PERINA,
F. J. Desempenho durante o armazenamento de sementes de pepino submetidas a
diferentes métodos de secagem. Revista Brasileira de Sementes, Londrina, v. 32, n.
3, p 42-51, 2010.



163

NAKATO, Y.; ASADA, K. Hydrogen peroxide is scavenged by ascorbate-specific
peroxidase in spinach chlroplasts. Plant &e Physiology, v. 22, n. 5, p. 867-880, 1981.

NAZARI, R.; PARSA, S.; AFSHARI, R. T.; MAHMOODI, S.; SEYYEDI, S. M.; Salicylic
acid priming before and after accelerated aging process increases seedling vigor in
aged soybean seed. Journal of crop improvement, p. 01-20, 2020.

NERY, F. C.; ALVARENGA, A. A. A.; JUSTO, C. F.; DOUSSEAU, S.; VIEIRA, C. V.
Comunicacgéao efeito da temperatura e do tegumento na germinacdo de sementes de
Calophyllum brasiliense. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 31, n. 6, p. 1872-1877, 2007.

NIGAMA, M.; MISHRAB, A. P.; SALEHIC, B.; KUMARD, M.; SAHRIFI-RADE, M.;
COVIELLOF, E.; IRITIG, M. SHARIFI-RAD, J. Accelerated ageing induces
physiological and biochemical changes in tomato seeds involving MAPK pathways.
Scientia Horticulturae, v. 248, p. 20-28, 2019.

NISHIZAWA, A., YABUTA, Y., SHIGEOKA, S. Galactinol and raffinose constitute a
novel function to protect plants from oxidative damage. Plant Physiology, 147, 1251
1263, 2008.

NISHIZAWA-YOKOI, A.; YABUTA, Y.; SHIGEOKA, S. Galactinol and Raffinose
Constitute a Novel Function to Protect Plants from Oxidative Damage. Plant
Physiology, v.147, p. 1251-1263, 2008.

NISHIZAWA-YOKOI, A.; YABUTA, Y., SHIGEOKA, S. The contribution of
carbohydrates including raffinose Family oligosaccharides and sugar alcohols to
protection of plant cells from oxidative damage. Plant Signaling e Behavior, v. 3, n. 11,
p. 1016-1018, 2008.

OGE, L.; BOURDAIS, G.; BOVE, J.; COLLET, B.; GODIN, B.; GRANIER, F.; BOUTIN,
J. P.; JOB, D.; JULLIEN, M.; GRAPPIN, P. Protein repair L-isoaspartyl
methyltransferasel is involved in both seed longevity and germination vigor in
Arabidopsis. Plant Cell, v.20, n. 11, p. 3022 - 3037, 2008.

OGE, L.; BOURDAIS, G.; BOVE, J.; COLLET, B.; GODIN, B.; GRANIER, F.; BOUTIN,
J. P.; JOB, D.; JULLIEN, M.; GRAPPIN, P. Protein repair L-isoaspartyl
methyltransferasel is involved in both seed longevity and germination vigor in
Arabidopsis. Plant Cell, v.20, n. 11, p. 3022 - 3037, 2008.

OLIVEIRA, G. L. Alteracgéo fisiologica de enzimaticas em sementes de Jatropha
curcas durante o armazenamento. 2013, 59 f. Tese — Programa de P6s-Graduacéo
em Fitotecnia, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, 2013.

OLIVEIRA, M. Efeitos da umidade, do tempo e de sistemas de armazenamento
sobre parametros de qualidade e propriedades tecnologicas dos graos e do Oleo
de soja. 2011. 131 f. Tese - Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2011.



164

OLIVEIRA, R. P.; SCIVITTARO, W. B. Formacéao do porta-enxerto Trifoliata: época de
semeadura e tegumento na emergéncia de plantulas. Revista Ciéncia Rural, v.37,
n.1, p.281-283, 2007.

OLIVEIRA, R. P.; SCIVITTARO, W. B.; RADMANN, E. B. Escarificacdo quimica da
semente para favorecer a emergéncia e o crescimento do porta-enxerto Trifoliata.
Pesquisa Agropecuéria Brasileira, v.41, n.9, p.1429-1433, 2006.

OMAR, S. A.; ELSHEERY, N. I.; KALAJI, H. M.; XU, ZENG-FU; SONG-QUAN, S.
CARPERNTIER, R. LEE, C. H.; ALLAKHVERDIEVS, S, |. Dehydroascorbate
Reductase and Glutathione Reductase Play an Important Role in Scavenging
Hydrogen Peroxide during Natural and Artificial Dehydration of Jatropha curcas Seeds.
Journal plant biology, v.55, p. 469-480, 2012.

ONAHUE, J. L.; OKPODU, C.M.; CRAMER, C. L.; GRABAU, E. A,; ALSCHER, R. G.
Responses of antioxidants to paraquat in pea leaves (Relationships to resistance).
Plant Physiology, v.113, p. 249-257, 1997.

PAGLIA, D. E.; VALENTINE, W. N. Studies on the quantitative and qualitative
characterization of erythrocyte glutathione peroxidase. Journal of Laboratory and
Clinical Medicine, v. 70, n. 1, p. 158-169, 1967.

PANOBIANCO, M.; MARCOS FILHO, J.; Envelhecimento acelerado e deterioracéao
controlada em sementes de tomate. Scientia Agricola, v. 58, n.3, p.525-531, 2001.

PEREIRA, Erika Patricia Lima. Marcadores bioquimicos da atividade Antioxidante
em sementes de amburana cearenses (Fr. Allemé&o) A. C. Smith submetidas a
estresse hidrico. Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-graduacdo em
Processos Interativos dos Orgdos e Sistemas, Universidade Federal da Bahia,
Salvador, 2010.

PEREIRA, M. D.; MARTINS FILHO, S.; LAVIOLA, B. G. Envelhecimento acelerado de
sementes de pinhdo-manso. Pesquisa Agropecuaria Tropical, v. 42, n. 1, p. 119-
123, 2012.

PEREIRA, R. J.; CARDOSO, M. das G. Metabdlitos secundarios vegetais e beneficios
antioxidantes. Journal of Biotechnology and Biodiversity. v. 3, n.4: p. 146-152,
2012.

PESKE, S.T. &e AMARAL, A.S. pH of seed exudate as a rapid physiological quality
test. Seed Science and Technology, v.22, n 3, p.641-644, 1994.

PETER J. EASTMOND, P. J.; GRAHAM, |. A. Re-examining the role of the glyoxylate
cycle in oilseeds. Trends in Plant Science, v. 6, n. 2, p. 72-77, 2001.

PHANEENDRANATH, B.R. Influence of amount of water in the paper towel on
standard germination tests. Journal of Seed Technology, v. 5, n. 2, p. 82-87, 1980.

PINA-RODRIGUES, F. C. M.; FIGLIOLIA, M. B.; PEIXOTO, M. C. Tecnologia de
sementes: Testes de qualidade. In: FERREIRA, A. G.; BORGHETTI, F. Germinacao
— do basico ao aplicado. Porto Alegre: Artmed, 2004. p. 265-282.



165

PIISIA-RODRIGUES, F. C. M.; SANTOS, N. R. F. Teste de tetrazdlio. In:
PINARODRIGUES, F. C. M. (Coord.). Manual de andlise de sementes florestais.
Campinas: Fundacéao Cargill, 1988. p. 91 - 100.

PINHO, S. Z.; CARVALHO, L. R.; DELACHIAVE, M. E. A. Limit between stages | and
Il of a seed imbibition curve. Scientia Agricola, v.61, n.1, p.17-20, 2004.

PROSBA-BIACZYK, U.; SZAJSNER, H.; GRZYS, E.; DEMCZUK, A.; SACALA, E,;
BAK, K. Effecet of seed stimulation on germination and sugar beet yield, International
Agrophysics, v. 27, p. 195-201, 2013.

PUBCHEM, 1,2-Ethanedithiol (Compound). Disponivel em:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/1_2-Ethanedithiol#section=Melting
-Point. Acesso em 16 de dezembro de 2022.

PUKACKA, S.; RATAJCZAK, E.; KALEMBA, E. Non-reducing sugar levels in beech
(Fagus sylvatica) seeds as related to withstanding desiccation and storage. Journal
of Plant Physiology, v. 166, n. 13, p. 1381-1390, 2009.

RAJJOU, L.; DEBEAUJON, I. Seed longevity: Survival and maintenance of high
germination ability of dry seeds. Comptes Rendus Biologies, v. 331, p. 796-805,
2008.

RAMOS, K. M. O; MATOS, J. M. M.; MARTINS, R. C. C.; MARTINS, I. S. Electrical
conductivity testing as applied to the assessment of freshly. International Scholarly
Research Network, p. 01-05, 2012.

RECH, E. G., VILLELA, F. A., TILLMANN, M. A. Avaliacdo rapida da qualidade
fisiologica de sementes de ervilha. Revista Brasileira de Sementes, v. 21, n. 2, p. 1-
9, 1999.

REIS, L. P.; BORGES, E. E. de L.; DE SOUZA, G. A.; BRITO, D. S. Relationships
between substrate and the mobilization of reserve with temperature during seed
germination of Ormosia coarctata Jack. Journal of Seed Science, v. 42, p. 1-11, 2020.

RIBEIRO, P. R.; WILLEMS, L. A. J.; MUDDE, E.; FERNANDEZ, L. G.; DE CASTRO,
R. D.; LIGTERINK, W.; HILHORST, H. W. M. Metabolite profiling of the oilseed crop
Ricinus communis during early seed imbibition reveals a specific metabolic signature
in response to temperature. Industrial Crops and Products, v. 67, 305-309, 2015.

RIBEIRO, P. R.; WILLEMS, L. A. J.; SILVA, A. T.; FERNANDEZ, L. G.; DE CASTRO,
R. D.; BUCHER, J.; SNOEK, B. L.; HILHORST, H. W. M.; LIGTERINK, W.
Transcriptome profiling of Ricinus communis L. provides new insights underlying the
mechanisms towards thermotolerance during seed imbibition and germination.
Industrial Crops & Products, v. 126, p. 380-393, 2018.

RIBEIRO, P. R.; ZANOTTI, R. F.; DEFLERS, C.; FERNANDEZ, L. G.; DE CASTRO,
R. D.; LIGTERINK, W.; HILHORST, H. W. M. Effect of temperature on biomass
allocation in seedlings of two contrasting genotypes of the oilseed crop Ricinus
communis, Journal of Plant Physiology, v. 185, p. 31-39, 2015.



166

RIC DE VOS, C. H.; KRAAK, H. L.; BINO, R. J. Ageing of tomato seeds involves
glutathione oxidation. Physiologia plantarum, v. 92, p. 131-139, 1994.

ROCHA, L. D. Acido Himico extraido do lodo de esgoto sanitario e seus efeitos
em plantas. 2014, 70f. Dissertacao apresentada ao Programa de Pés- Graduacdo em
Biologia Vegetal, Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria, 2014.

RODRIGUES, H. C. H.; CARVALHO, S. P.; CARVALHO, A. V,; SANTOS, C. E. M,;
FILHO, J. L. S. C. Correlagdes genotipicas, fenotipicas e ambientais entre caracteres
de mamoneira. Ciéncia Agrotecnologia, v.34, n. 6, p.1390-1395, 2010.

ROQUE, André Luiz Maia. Caracterizacdo, analise filogenética e perfil de
expressédo dos genes do ciclo ascorbato-glutationa de soja (Glycine max). 2018,
120 f. Dissertacdo apresentada ao Programa de Po6s-Graduacdo em Bioquimica,
Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, 2018.

ROSA, R. De la; KIRAN, A. |.; BARRACO, D.; LEON, L. Seedling vigour as a
preselection criterion for short juvenile period in olive breeding. Australian Journal of
Agricultural Research, v. 57, p. 477-481, 2006.

ROVER JUNIOR, L.; HOCHR, N. F; VELLASCO, A. P.; KUBOTA, L. T. Sistema
antioxidante envolvendo o ciclo metabdlico da glutationa associado a métodos
eletroanaliticos na avaliagdo do estresse oxidativo. Quimica Nova, v. 24, n. 1, p. 112-
119, 2001.

SAMBROOK, J. &e RUSSEL, D. - Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Second
Edition- Cold Spring Harbor Laboratory Press. Book 1, 2, 3, 2001. Section 6: 6.39-
6.44.

SANO, N.; RAJJAOU, L.; NORTH, H.; DEBEAUJON, MARION-POLL, A.; SEO, M.
Staying Alive: Molecular aspects of seed longevity. Plant Cell Physiol, v. 1, n.15, p.
1-15, 2015.

SANTOS, C. M. R.; MENEZES, N. L.; VILLELA, F. A. Alteracdes fisiolégicas e
bioguimicas em sementes de feijdo envelhecidas artificialmente. Revista Brasileira
de Sementes, v. 26, n. 1, p. 110-119, 2004.

SANTOS, C. M. R.; MENEZES, N. L.; VILLELA, F. A. Modifica¢cBes fisiol6gicas e
bioquimicas em sementes de feijdo no armazenamento. Revista Brasileira de
Sementes, v. 27, n. 1, p.104-114, 2005.

SANTOS, E. L.; POLA, J. N.; BARROS, A. S. R.; PRETE, C. E. C. Qualidade fisiologica
e composi¢cdo quimica das sementes de soja com variacdo na cor do tegumento.
Revista Brasileira de Sementes, v. 29, n. 1, p.20-26, 2007.

SANTOS, H. O.; CARVALHO, M. L. M.; CALDEIRA, C. M.; COELHO, S. V. B.; PINHO,
E. V. R. V,; OLIVEIRA, J. A. Physiological and biochemical aspects of castor beans
seeds deterioration stored in different packaging conditions and temperatures. Journal
of Seed Science, v.38 n.3, p.241-247, 2016.



167

SANTOS, H., O. Conservacao de sementes de mamona (Ricinus communis L.).
2010, 85f. Dissertacdo — Programa de Pds-graduagdo em agronomia, Universidade
Federal de lavras, Lavras, 2010.

SANTOS, J. F.; ALVARENGA, R. O.; TIMOTEO, T. S.; CONFORTO, E. C.; MARCOS
FILHO, J.; VIEIRA, R. D. Avaliacdo do potencial fisiolégico de lotes de sementes de
soja. Revista Brasileira de Sementes, v. 33, n. 4, p. 743-751, 2011.

SANTOS, L. A.; SILVA, S. A,; SOUZA, D. R.; ARAUJO, G. M.; ALMEIDA, V. O
NEVES, C. G. Genetic parameters in agronomic characters for selection of superior
lineages of Ricinus communis L. Ciéncia Rural, v.49, n.1, p.01-06, 2019.

SANTOS, P. M.; BATISTA, D. L. J.; RIBEIRO, L. A. F.; BOFFO, E. F.; De
CERQUEIRA, M. D.; MARTINS, D.; De CASTRO, R.; SOUZA-NETA, L. C.; PINTO,
E.; ZAMBOTTI-VILLELA, L.; COLEPICOLO, P.; FERNANDEZ, L. G.; CANUTOA, G.
A. B.; RIBEIRO, P. R. Identification of antioxidant and antimicrobial compounds from
the oilseed crop Ricinus communis using a multiplatform metabolite profiling approach.
Industrial Crops e Products, v. 124, p. 834-844, 2018.

SANTOS, P. M.; BATISTA, D. L. J.; RIBEIRO, L. A. F.; BOFFO, E. F.; DE
CERQUEIRA, M. D.; MARTINS, D.; DE CASTRO, R.; DE SOUZA-NETAC; PINTOD,
E.; ZAMBOTTI-VILLELAE, L.; COLEPICOLO, P.; FERNANDEZ, L. G.; CANUTO, G.
A. B.; RIBEIRO, P. R. Identification of antioxidant and antimicrobial compounds from
the oilseed crop Ricinus communis using a multiplatform metabolite profiling approach.
Industrial Crops & Products, v. 124, p. 834-844, 2018.

SANTOS, S. R. G. dos. Efeito da temperatura na germinacdo de sementes de
Sebastiana commersoniana (Baill.) Smith e Downs (Branquilho). 1999. 76 f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia - Producdo e Tecnologia de Sementes) -
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, 1999.

SANTOSO, B. B.; PARWATA, I. A.; JAYA, I. K. D. Seed Viability and Oil Content of
Castor Bean (Ricinus communis L.) as Affected by Packaging Materials during
Storage. International Journal of Applied Science and Tecnology, v.5, n. 2, p. 56-
61, 2015.

SAXENA, S. C.; SALVI, P.; KAUR, H.; VERMA, P.; PETLA, B. P.; RAO, V. Differentially
expressed myo-inositol monophosphatase gene (CalMP) in chickpea (Cicer arietinum
L.) encodes a lithium-sensitive phosphatase enzyme with broad substrate specificity
and improves seed germination and seedling growth under abiotic stresses. Journal
of Experimental Botany, v. 64, n. 18, p. 5623-5639, 2013.

SCANDALIOS, J. G. Oxidative stress: molecular perception and transduction of
signals triggering antioxidant gene defenses. Brazilian Journal of Medical and
Biological Research, v. 38, n. 7, p. 995-1014, 2005.

SCHAUER, N.; FERNIE, A. R. Plant metabolomics: towards biological function and
mechanism. Trends in Plant Science, v. 11, n. 10, p. 1-9, 2006.



168

SCHEEREN, B. R.; PESKE, S. T.; SCHUCH, L. O. B.; BARROS, A. C. A. Qualidade
fisiologica e produtividade de sementes de soja. Revista Brasileira de Sementes, v.
32, n. 3 p. 035-041, 2010.

SCHUCH, L. O. B.; KOLCHINSK, E. M.; FINATTO, J. A. Qualidade fisiol6gica da
semente e desempenho de plantas isoladas em soja. Revista Brasileira de
Sementes, v. 31, n. 1, p. 144-149, 2009.

SCHULZ, D. G.; ORO, P.; VOLKWEIS, C.; MALAVASI, M. M.; MALAVA, U. C.
Maturidade Fisiolégica e Morfometria de sementes de Inga laurina (Sw.) Willd.
Floresta e Ambiente, v. 21, n. 1, p. 45-51, 2014.

seedlings. Plant Physiology, v. 55, p. 555-58, 1975.

SENGUPTA, S.; MUKHERJEE, S.; BASAK, P.; MAJUMDER, A. L. Significance of
galactinol and raffinose family oligosaccharide synthesis in plants. Frontiers in Plant
Science, v. 6, n. 656, p. 01-10, 2015.

SEW, Y. S., STROHER, E., FENSKE, R., e MILLAR, A. H. Loss of mitochondrial
malate dehydrogenase activity alters seed metabolism impairing seed maturation and
post-germination growth in Arabidopsis. Plant Physiology, v. 171, 849-863, 2016.

SHARMA, P.; DUBEY, R. S. “Drought induces oxidative stress and enhances the
activities of antioxidant enzymes in growing rice seedlings,” Plant Growth Regulation,
v. 46, n. 3, p. 209-221, 2005.

SHARMA, P.; JHA, A. B.; DUBEY, R. S.; PESSARAKLI, M. Reactive Oxygen Species,
Oxidative Damage, and Antioxidative Defense Mechanism in Plants under Stressful
Conditions. Journal of Botany, p.01-27, 2012.

SILVA, A. S. L.; SILVA, A. de J.; LATIF, A. L. O.; SANTOS JUNIOR, A. de F;
BENEVIDES, C. M. de J. Use of analytical methodologies for the determination of
phenolic compounds in food in Brazil: advances and weaknesses. Research, Society
and Development, v. 11, n. 2, p. 01-22, 2022.

SILVA, B. R. dos S.; BEZERRA, A. C.; PESSOA, A. M. dos S. P.; CARDOSO, J. F;
ALVES, E. U.; BRUNO, R. de L. A. B. Germinacdo e alteracbes anatbmicas em
sementes de Erythrina velutina Willd. escarificadas com acido sulfurico (H2S04).
Brazilian Journal of Development, v.7, n.1, p. 11092-11106, 2021.

SILVA, E. N.; RIBEIRO, R. V.; FERREIRA-SILVA, S. L.; VIEIRA, S. A.; PONTE, L. F.
A.; SILVEIRA, J. A. S. Coordinate changes in photosynthesis, sugar accumulation and
antioxidative enzymes improve the performance of Jatropha curcas plants under
drought stress. Biomass and Bioenergy, v. 45, p. 270-279, 2012.

SILVA, G. P.; SALES, J. F.; NASCIMENTO, K. J. T.; RODRIGUES, A. A.; CAMELOC,
G. N.; BORGES, E. E. D. L. Biochemical and physiological changes in Dipteryx alata
Vog. seeds during germination and accelerated aging. South African Journal of
Botany, v. 131, p. 84-92, 2020.



169

SILVA, L. B. &e MARTINS, C. C. Teste de condutividade elétrica para sementes de
mamoneira Electrical conductivity test on castor bean seeds. Semina: Ciéncias
Agrarias, v. 30, n. 1, p. 1043-1050, 2009.

SILVA, M. A. D.; VIEIRA, R. D.; SANTOS, J. M.; influéncia do envelhecimento
acelerado na anatomia da testa de sementes de soja, cv. Monsoy 8400. Revista
Brasileira de Sementes, v. 30, n. 2, p. 091-099, 2008.

SILVA, M. F.; SILVA, J. N. da; ALVES, R. M.; SILVA, E. F. da; SILVA, M. A. D. da.
Alternative methods to sulfuric acid to overcome dormancy of Enterolobium
contortisiliquum (tamboril) seeds. Research, Society and Development, v. 9, n. 8, p.
1-11, 2020

SILVA, W. J. M.; FERRARI, C. K. B. Metabolismo Mitocondrial, Radicais Livres e
Envelhecimento. Revista brasileira, vi14, n. 3, p. 441-451, 2011.

SMANIOTTO, T. A.; RESENDE, O.; MARCAL, K. A. F.; OLIVEIRA, D. E. C.; SIMON,
G. A. Qualidade fisiologica das sementes de soja armazenadas em diferentes
condi¢cBes. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v. 18, n. 4, p.
446-453, 2014.

SMANIOTTO, Thais Adriana Souza. Qualidade da soja armazenada em diferentes
condicdes. 2013, 75f. Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduacao em
Ciéncias Agrérias, Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia Goiano, Rio
Verde, 2013.

SMERTENKO, A., DRABER, P., VIKLICKY, V., OPATRNY, Z. Heat stress affects the
organization of microtubules and cell division in Nicotiana tabacum cells. Plant Cell
Environ, v. 20, p. 1534-1542, 1997.

SMITH, I. K.; VIERHELLER, T. L.; THORNE, C. A. Assay of glutathione reductase in
crude tissue homogenates using 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoic acid). Analytical
biochemistry, v. 175, n. 2, p. 408-413,1988.

SOETISNA, U.; KING, M.W.; ROBERTS, E.H. Germination test recommendations for
estimating the viability of moist or dry seeds of lemon (Citrus limon) and lime (C.
aurantifolia). Seed Science and Technology, v.13, p.87-110, 1985.

SOUZA, Andreza Geisiane Maia. Caracterizacdo das proteinas LmxM.36.6760 e
LinJ.30.3360 de funcdo desconhecida em diferentes espécies de Leishmania.
2019, 52 f. Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-Graduacdo em
Parasitologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, 2019.

SOUZA, F. H. D.; MARCOS-FILHO, J. The seed coat as a modulator of seed-
environment relationships in Fabaceae. Revista Brasileira de Botanica, v. 24, n.4. p.
365-375, 2001.

SOUZA, L. A. Teste de condutividade elétrica para avaliacdo da qualidade
fisiologica de sementes de mamona. 2007. 53 f. Dissertacdo - Programa de Poés-
graduacédo em Agronomia, Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2007.



170

SOUZA, L. A.; CARVALHO, M. L. M.; KATAO, V. Y.; OLIVEIRA, J. A. Teste de
condutividade elétrica para avaliacdo da qualidade fisiolégica de sementes de
mamona. Revista Brasileira de Sementes, v. 31, n. 1, p. 60-67, 2009.

SOUZA, M. T.; SOUZA, M. T.; PANOBIANCO, M. Morphological characterization of
fruit, seed and seedling, and seed germination test of Campomanesia guazumifolia.
Journal of Seed Science, v.40, n.1, p. 075-081, 2018.

SRIVASTAVA, A.; MALIK, L.; SARKAR, H.; ZAKERI, M.; SONESON, C. Alignment
and mapping methodology influence transcript abundance estimation. BioRxiv, v. 3,
p. 01-21, 2019.

SUDA, Cecilia Nahomi Kawagoe Suda. Hidrolase da parede celular em sementes
de Euphorbia heterophylla. 2001, 144 f. Durante a germinacdo e desenvolvimento
inicial da plantula. Tese apresentada ao Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias,
area Bioquimica, Faculdade de Medicina de Ribeirdo, Ribeirdo Preto, 2001.

SUN, W.Q. Glassy state and seed storage stability: the WLF kinetics of seed viability
loss at T-Tg and the plasticization effect of water on storage stability. Annals Botany,
V.79, p.291- 297, 1997.

SUNG, J. M.; JENG, T. L. Lipid peroxidation and peroxide-scavenging enzymes
associated with accelerated aging of peanut seed. Physiologia plantarum, v. 91, p.
51-55, 1994.

SURESH, A.; SHAH, N.; KOTECHA, M.; ROBIN, P. Evaluation of biochemical and
physiological changes in seeds of Jatropha curcas L. Under natural aging, accelerated
aging and saturated salt accelerated aging. Scientia Horticulturae, v. 255, p. 21-29,
20109.

TAIZ, L. &e ZEIGER, E. Fisiologia Vegetal, 3. ed. — Porto Alegre: Artmed, 2006.

TANOU, G.; MOLASSIOTIS, A.; DIAMANTIDIS, G. “Induction of reactive oxygen
species and necrotic death-like destruction in strawberry leaves by salinity,”
Environmental and Experimental Botany, v. 65, n. 2-3, p. 270-281, 2009.

TEKRONY, D.M.; EGLI, D.B. Relationship of seed vigor to crop yield: A review. Crop
Science, v.31, p. 816-822, 1991.

TELES, C. A. S. Aspectos fisiologicos e eventos do ciclo celular em sementes de
Ricinus communis L. sob restri¢cdo hidrica. 2013, 97f. Dissertagdo apresentada ao
Programa de PoOs-graduacdo em Biotecnologia, Universidade Federal da Bahia,
Salvador, 2013.

TELES, C.A.S. Aspectos fisiologicos e eventos do ciclo celular em sementes de
Ricinus communis L. sob restricdo hidrica. 2013, 97 f. Dissertacdo apresentada ao
Programa de Pos-graduagéo em Biotecnologia (PPGBiotec), Universidade Federal da
Bahia, Salvador, 2013.



171

TESNIER, k.; STROOKMAN-DONKERS, H. M.; VAN PIJLEN, J. G.; VAN DER
GEEST, A. H. M.; BINO, R. J.; GROOQOT, S. P. C. Seed Science &e technology, v. 30,
p. 149-165, 2002.

TIAN, X.; SONG, S.; LEI, Y. Cell Death and Reactive Oxygen Species Metabolism
during Accelerated Ageing of Soybean Axes. Russian Journal of Plant Physiology,
v 55, n. 1, p. 33-40, 2008.

TOLEDO, M. Z. Desenvolvimento de plantulas de soja em funcéo da dessecacao
das plantas e do tratamento das sementes. 2011, 133f. Tese —Programa de PG4s-
Graduacdo em Agrénomia, Faculdade de Ciéncias Agronémicas da UNESP,
Botucatu, 2011

TOLEDO, M. Z.; FONSECA, N. R.; CESAR, M. L.; SORATTO, R. P.; CAVARIANI, C.;
CRUSCIOL, C. A. C. Qualidade fisiologica e armazenamento de sementes de feijao
em funcéo da aplicacdo tardia de nitrogénio em cobertura. Pesquisa Agropecuaria
Tropical, n. 2, v. 39, p. 124-133, 2009.

TORELLI, N. Q.; FERREIRA JUNIOR, J. R.; KOWALTOWSKI, A. J.; MARQUES DA
CUNHA, F. RTG1 and RTG2-Dependent Retrograde Signaling Control Mitochondrial
Activity and Stress Resistance in S. cerevisiae. Free Radical Biology and Medicine,
p. 1-15, 2014.

TORRES, M.; DE PAULA, M.; PEREZ-OTAOLA, M.; DARDER, M.; FRUTOS, G,
MARTINEZ-HONDUVILLA, C. J. Ageing-induced changes in glutathione system of
sunflower seeds. Physiologia plantarum, v. 101, p. 807-814, 1997.

VANZOLINI, S.; ARAKI, C. A. S.; SILVA, A. C. T. M.; NAKAGAWA, J. Teste de
comprimento de plantula na avaliacdo da qualidade fisioldgica de sementes de soja.
Revista Brasileira de Sementes, Londrina, v. 29, n. 2, p. 90-96, 2007.

VIDIGAL, D. de S.; WILLEM, L.; ARKEL, J. V.; DEKKERS, B. J. W.; HILHORST, H.
W. M.; BENTSINK, L. Galactinol as marker for seed longevity. Plant Science, v. 246,
p. 112-118, 2016.

VIDIGAL, D. S. Adaptation and acclimation of seed performance. 2015, 158 f. Tese
apresentada a Universidade de Wageningem, Wageningen, 2015.

VIEIRA, R. F. Ciclo do Nitrogénio em sistemas agricolas. Embrapa, p. 163, 2017.

VILLAS -BOAS, S. G.; GOMBERT, A. K. Andlise do metaboloma. Biotecnologia
Ciéncia &e Desenvolvimento, v. 9, n. 36, p. 58 -69, 2006.

VILLAS-BOAS, S. G.; RASMUSSEN, S. &e LANE, G. Metabolomics or metabolite
profiles? Trends in Biotechnology, v. 23, p.385-386, 2005 a.

VIZZOTO, MARCIA. Metabdlitos secundarios encontrados em plantas e sua
importancia / Marcia Vizzoto, Ana Cristina Krolow e Gisele Eva Bruch Weber — Pelotas:
Embrapa Clima Temperado, 2010. 16 p. — (Embrapa Clima Temperado. Documentos,
316).



172

WAHID, A.; GELANI, S.; ASHRAF, M.; FOOLAD, M. R. Heat tolerance in plants: An
overview. Environmental and Experimental Botany, v. 61, p. 199-223, 2007.

WALTERS, C.; PAMMENTER, N.W.; BERJAK, P.; CRANE, J. Desiccation damage,
accelerated ageing and respiration in desiccation tolerant and sensitive seeds. Seeed
Science Research, v.11, n.2, p.135-148, 2001.

WAN, C. Y.; WILKINS, T. A. A modified hot borate method significantly enhances the
yield of high-quality RNA from cotton (Gossypium hirsutum L.). Analytical
Biochemistry, v. 233, n. 1, p. 7-12, 1994.

WANG, Z.; GERSTEIN, M.; SNYDER, M. RNA-Seq: a revolutionary tool for
transcriptomics. Nature Reviews Genetics, v.10, n. 1, p. 57-63, 2009.

YIN, G.; XIN, X.; SONG, C.; CHEN, X.; ZHANG, J.; WU, S,; LI, R,; LIU, X.; LU, X.
Activity levels and expression of antioxidant enzymes in the ascorbateeglutathione
cycle in artificially aged rice seed. Plant Physiology and Biochemistry, v. 80, p. 1-9,
2014.

ZHANG, W.; MACE, W. J.; MATTHEW, C.; CARD, S. D. The Impact of Endophyte
Infection, Seed Aging, and Imbibition on Selected Sugar Metabolite Concentrations in
Seed. Jornal Agricutural and Food Chemistry, v. 67, 6921-6929, 2019.

ZUCARELI, C.; CVARIANI, C.; SBRUSSI, C. A. G.; NAKAGAWA, J. Teste de
deterioragdo controlada na avaliagdo do vigor de sementes de milho. Revista
Brasileira de Sementes, v. 33, n. 4 p. 732 - 742, 2011.

ZUCHI, J.; BEVILAQUA, G. A. P.; PESKE, S. T.; SILVA, S. D. A.; SEDIYAMA, C. S.
S. Caracteristicas agronémicas de cultivares de mamona em funcéo do local de cultivo
e da época de semeadura no Rio Grande do Sul. Ciéncia Rural, v. 40, n. 3, p. 501-
506, 2010.

ZUCHI, J.; PANOZZO, L. E.; HEBERLE, E.; ARAUJO, E. F. Curva de embebicao e
condutividade elétrica de sementes de mamona classificadas por tamanho. Revista
Brasileira de Sementes, v. 34, n. 3, p. 504 - 509, 2012.

ZUCHI, Jacson. Caracteristicas agrondémicas de cultivares de Mamona em
funcdo do ambiente de cultivo. 2008, 56f. Dissertacéo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2008.



173

CAPITULO 04: Efeito do envelhecimento acelerado (EA) em sementes da cultivar

BRS 149 Nordestina de Ricinus communis L.

RESUMO

As sementes passam por um processo natural de envelhecimento que se inicia desde
0 processo de maturacdo. O envelhecimento acelerado (EA) pode potencializar o
efeito do envelhecimento natural, ja que, as sementes sdo expostas a altas
temperaturas e altas umidades relativas. Este estudo teve como objetivo, avaliar o
perfil fisiologico e bioquimico das sementes da cultivar BRS 149 Nordestina de Ricinus
communis apés EA, com o intuito de identificar marcadores de qualidade e verificar o
vigor das sementes. Para tanto, realizou-se a caracterizacao inicial do lote (andlise
morfométrica, teste de germinacdo, grau de umidade da semente, condutividade
elétrica e pH do exsudato, teste de tetrazolio e curva de embebicdo). Apés o EA,
determinou-se o grau de umidade da semente, germinacéo, condutividade elétrica e
pH do exsudato, tetrazdllio, determinacdo de malonaldeido (MDA), atividade
antioxidante da superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX), monodehidroascorbato redutase (MDHA), dehidroascorbato redutase (DHAR),
glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPX), glutationa S-transferase
(GST). As sementes da cultivar BRS 149 Nordestina apds o EA apresentaram reducao
do vigor e viabilidade das sementes, reducdo significativa na germinacdo e nos
parametros da germinacdo, aumento da condutividade elétrica e reducdo o pH do
exsudato das sementes, e reducdo na quantidade de sementes viaveis. Além do
aumento na peroxidacao lipidica nas sementes inteiras e no embrido, também houve
alteracdes significativas na atividade da SOD ocorrendo aumento nas sementes
inteiras e reducdo no embrido apés EA, e da APX e DHAR reducao da atividade nas
sementes inteiras e embrido. No entanto, apenas nas sementes inteiras ocorreu
reducao significativa na atividade da CAT e da MDHAR, GR e GPX nas amostras de
embrido, apés EA. A GST nao apresentou alteracdo significativa em nenhuma das
condi¢Bes analisadas. As sementes naturalmente envelhecidas, apés passarem por
EA ndo séo capazes de manter seu vigor e viabilidade, provavelmente devido aos
diversos danos ocasionados, dentre eles os danos oxidativos com perda de qualidade.
Estas sementes sdo capazes de manter sua viabilidade e qualidade, no entanto, ao
serem submetidas a condi¢cdes de estresse, por exemplo o EA, essas ndo mantém
seus mecanismos de defesa eficientes, provavelmente devido ao acumulo ERO e o0s
diversos danos causados pelo envelhecimento. Este estudo traz informacdes
pertinentes para posteriores estudo mais profundos sobre o efeito do envelhecimento
na qualidade de sementes oleaginosas de R. communis.

Palavras-chaves: Viabilidade. Vigor. Biomarcador.
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1. INTRODUCAO

Ricinus communis é uma oleaginosa com grande variabilidade genética, dentre
0S genotipos existentes temos a cultivar BRS 149 Nordestina. Esta foi desenvolvida
pela EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), criada para o plantio
no semiarido. Representa uma 6tima opcéo para a agricultura familiar, por se tratar
de uma cultivar de porte médio que possui maior adaptacdo as condi¢cdes do
semiarido, por possuir um sistema radicular mais profundo e desenvolvido, cujas
caracteristicas Ihes conferem maior tolerancia aos efeitos da estiagem (QUEIROGA
et al., 2011; MAGALHAES et al., 2013; JESUS, 2016).

O 6leo extraido das sementes de R. communis apresentam uma grande
variabilidade na sua aplicacéo, este é utilizado como insumo para a producéo de tintas
e verniz, cosmeéticos, medicamentos farmacéuticos, plastico dentre outros. Devido a
grande aplicacéo do 6leo de ricino ha também a necessidade de uma boa produgao
adequada de sementes. Uma forma de garantir a qualidade e a viabilidade das
sementes antes do plantio é através de um armazenamento adequado (CHIERICE e
CLARO NETO, 2007; JESUS, 2016; MELO e VOLTOLINI, 2019).

A velocidade de deterioracdo das sementes oleaginosas depende das
condicBes ambientais de armazenamento e das particularidades da composicao da
espécie. Para a realizacdo de um armazenamento adequado é importante levar em
consideracdo os fatores ambientais: temperatura, umidade, disponibilidade de
oxigénio e embalagem. Além de considerar a qualidade inicial do lote e as
caracteristicas inerentes da semente. Um armazenamento adequado pode manter as
sementes vidveis por mais tempos, pois condi¢cdes Otimas diminui a velocidade de
deterioracdo. Ja que o envelhecimento natural faz parte da semente (BALESEVIC-
TUBIC et al., 2010; ABREU et al., 2013; MISHRA et al., 2016).

Um conjunto de processos bioquimicos, fisioldgicos e moleculares causa o
envelhecimento natural, este € um processo inevitavel e irreversivel que ocorre nas
sementes e vegetais. Os sintomas do envelhecimento nas sementes Sao
manifestados pela perda de vigor e viabilidade, redugéo na germinacéo, tamanho e
massa seca das plantulas normais. Além disso, o envelhecimento € caracterizado pela

perda de proteinas, aumento da atividade proteolitica, dano celular e peroxidacéo
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lipidica (DESIMONE et al., 1996; DEL RIO et al.,, 1998; CORTE, 2010; PES e
ARENHARDT, 2015; KUREK et al., 2019).

Uma forma de acelerar o envelhecimento das sementes € através do teste de
envelhecimento acelerado, as sementes sdo submetidas a alta temperatura e alta
umidade relativa, durante certo periodo. Este é um teste indicado para avaliacdo do
vigor das sementes, a eficiéncia deste teste € avaliada pela diferenca de sensibilidade
ao envelhecimento apresentada pelas sementes. Além disso, o processo de
deterioracédo € acelerado, de modo que sementes mais vigorosas deterioram mais
lentamente (MENDES et al., 2010; PEREIRA et al., 2012; DIAS et al., 2020).

Condicdes ambientais e o envelhecimento (natural ou induzido) leva as
sementes a perda de qualidade, viabilidade e vigor, porque ocorrem mudancas que
levam a deterioracdo, reduzindo a capacidade de sobrevivéncia das sementes. A
deterioracdo € o processo irreversivel e acumulativo. Este pode ser definida como um
processo natural que envolve citologia, alteragdes fisiologicas, bioquimicas e fisicas
nas sementes, essas mudancas reduzem a viabilidade e pode causar a morte da
semente (KAPOOR et al., 2010; MOSAVI NIK et al., 2011; FARHADI et al., 2012;
JYOTI e MALIK, 2013; ZINSMEISTER et al., 2020).

Apds a ocorréncia da deterioracdo das sementes, 0s processos catabdélicos nao
podem ser revertidos. Comeca a acontecer VAarios processos bioguimicos,
predominantemente dano de membrana, comprometimento das reacdes
biossintéticos, desencadeando a reducdo na taxa de germinacdo, emergéncia de
plantulas e morte celular. A perda de viabilidade resulta em substancias quimicas e
estruturais irreversiveis alteracfes nos constituintes celulares, na membrana, no DNA,
oxidacdo de moléculas, alteracdo enzimaticas producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) em excesso, peroxidacao lipidica, &cidos graxos livres (VERMA et al.,
2003; WALTERS et al., 2010; JYOTI e MALIK, 2013; ZINSMEISTER et al., 2020).

As sementes contam com uma protecdo antioxidante ndo enzimatica e
enzimatica, tem como funcéo inibir e/ou reduzir os danos causados pela agdo deletéria
das ERO nas sementes. Este sistema ndo enzimatico € composto por glutationa
(GSH), ascorbato (AsA), tocoferol, compostos fendlicos, alcaloides, carotenoides. E o
sistema enzimatico é composto pelas enzimas: catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX), superéoxido dismutase (SOD), monodehidroascorbato redutase (MDHAR),
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dehiroascorbato redutase (DHAR), glutationa redutase (GR), glutationa S-transferase
(GST), glutationa peroxidase (GPX) (BARBOSA et al., 2010; GILL e TUTEJA, 2010;
VENKATESWARLU et al., 2012; JESUS, 2016).

Através das respostas bioquimicas e fisiologicas das sementes, apds o
envelhecimento é possivel verificar alteragdes enzimaticas, que podem fornecer de
forma direta evidéncias sobre o estresse oxidativo fornecendo dados importantes para
0 esclarecimento de rotas de sinalizacdo relacionadas ao envelhecimento das
sementes. Estas informacdes serdo importes para a busca de marcadores de
gualidade para as sementes de R. communis. Neste contexto, este estudo pretende
identificar a qualidade e a viabilidade de sementes, através de respostas bioquimicas

e fisiol6gicas, de sementes envelhecidas naturalmente e artificialmente.
2. MATERIAL E METODO

Todos os experimentos foram realizados como descrito no Capitulo 1.
Realizou-se: determinacao da qualidade inicial das sementes de mamona da cultivar
BRS 149 Nordestina, o teste de germinacao, a curva de embebicao, a determinacao
da condutividade elétrica e pH do exsudato, o teste de tetrazdlio, o envelhecimento
acelerado e caracterizacdo das sementes apds o EA, peroxidacao lipidica e andlise

de enzimas antioxidantes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacdo da qualidade inicial de sementes de mamona da cultivar BRS

149 Nordestina Paraguacu

3.1.1 Biometria, peso de mil sementes (MMS) determinac¢&o do grau de umidade
das sementes (U), determinacdo da umidade relativa (UR) e temperatura do
ambiente (TA)

As sementes € o principal meio de propagacdo de uma espécie, sua
identificacdo € importante para identificar genotipo, espécie, a anatomia, morfologia e
fisiologia das sementes. Analise com estas contribuem melhorando o conhecimento
acerca da semente e sdo capazes de definir se as sementes em estudo possuem
qualidade e viabilidade. O uso de sementes de alta qualidade € um fator fundamental
e de grande importancia para produgédo (OLIVEIRA et al., 2006; LIMA et al., 2007,
LORENTZ e NUNES, 2013; OLIVEIRA et al., 2012).
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A qualidade das sementes € de extrema importancia, para que se tenha uma
boa produtividade. A temperatura e a umidade sdo fatores de grande relevancia
quando se leva em consideragdo a qualidade das sementes. Pois 0 processo de
deterioragdo das sementes € algo natural, que ocorre juntamente com o
envelhecimento das sementes. Mas é potencializado pela temperatura e umidade do
ambiente, pois estes sao fatores que influenciam diretamente na qualidade de
sementes, principalmente pelo fato das sementes entrarem em equilibrio
higroscopicos com o ambiente. A umidade e a temperatura geram mudancas no
metabolismo das sementes, causando mudancas bioquimicas, fisiolégicas e
moleculares (CAMARGO e CARVALHO, 2008; BORGES et al., 2009; SMANIOTTO
et al., 2013; JESUS, 2016).

Através da caracterizacdo inicial do lote de sementes da cultivar BRS 149
Nordestina, determinou-se altura, largura, espessura, volume das sementes, peso de
mil sementes e grau de umidade. Considerando os resultados da cultivar BRS 188
Paraguacu (Capitulo 3), a biometria dessas sementes apresentou um resultado maior,
além de um maior peso de mil sementes. Sendo que o grau de umidade, temperatura
e umidade relativa do ambiente apresentaram valores iguais, por estarem
armazenadas no mesmo ambiente. As sementes da BRS 149 Nordestina
apresentaram biometria (mm): tamanho do comprimento 16,04, largura 11,42 e
espessura 6,77. O volume foi de 1240 (mm3), peso de mil sementes 536 + 1,86 (Q),
grau de umidade da semente 55 * 3,2 (%), umidade relativa 55 + 3,2 e temperatura
ambiente 21 + 0,9 (°C).

Ao avaliar o armazenamento de sementes com a cultivar BR 149 Nordestina,
Jesus (2016) verificou que as sementes apresentaram uma altura de 16,92 mm,
largura de 13,62, mm e espessura de 6,77 mm, o volume foi de 1726,73 g e a massa
de mil sementes de 657,3 g. Sendo valores maiores, do que o encontrado no estudo
atual. Isso pode ser justificado, porque o0 peso das sementes e sua morfometria além
de depender do tipo de cultivar, depende do local de plantio, das condi¢des climéticas,
solo, luz, dentre outras variaveis e fatores bidticos e abioticos. No entanto, ndo ha
comprovacgdes cientificas que sementes maiores sdo mais vigorosas, existem Varios
trabalhos sobre esse assunto e a correlacdo entre tamanho e qualidade, mas estes
ainda divergem muito (PADUA et al., 2010; REGO et al., 2011; CANGUSSU et al.,
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2013; JESUS, 2016), e por isso, muitos trabalhos usam de avaliacdo de imagens de

raio X para avaliar qualidade de sementes.

3.1.2 Procedimentos pré-germinativos em sementes empregadas no teste de
germinacgdo: sementes inteiras com tegumento (Sl), sementes sem tegumento

(SST) e sementes escarificadas (SE)

Sementes de alta qualidade s&o imprescindiveis para a produ¢do comercial,
geralmente baixa produtividade est4 associada a utilizacdo de lotes de sementes com
baixa germinacao, vigor reduzido e alta contamina¢cdo por microrganismos. Além
disso, a antecipacédo na colheita de racemos e consequentemente coleta de sementes
antes da maturidade fisiol6gica, pode resultar em baixa qualidade das sementes. O
teste de germinacéo € o método mais tradicional utilizado para analisar a qualidade e
a viabilidade de sementes, através deste é possivel determinar a proporcdo de
sementes capazes de produzir plantulas normais, anormais deformadas e
deterioradas (FERREIRA et al., 2007; KOBORI et al., 2012; DE PAULA, 2020).

O teste de germinacdo € a forma mais eficiente de avaliar as sementes,
entender seu vigor e viabilidade. No entanto, a sementes armazenadas por muito
tempo podem desenvolver dorméncia, devido ao acumulo de substancias no
tegumento, que corresponde a uma dorméncia fisica. Mas, além disso, o tegumento
funciona naturalmente como uma barreira de protecdo da semente, e, portanto,
verificar a melhor forma de como usar as sementes para o teste de germinagéo &
importante para entender como estas se comportam (CORTINES et al., 2010;
SANTOS, 2010; DAVID et al., 2013; JESUS, 2016).

De acordo com os dados obtidos e descritos na Figura 32, os melhores
resultados para a geminacdo da cultivar BRS 149 Nordestina foi as opc¢des de
sementes sem tegumento e sementes escarificadas, ja que tiveram os melhores
valores de Gmax, T50, U8416 e AAC. As sementes com tegumento integro (SI) foram
as que demostraram os piores resultados, provavelmente deve-se ao acumulo de
alguma substancia no tegumento que impermeabiliza a entrada de agua e/ou a troca
gasosa, pois ao remover 0 tegumento ou parte deste os resultados foram

significativamente superiores.

O tegumento das sementes possui varias substancias que podem interferir no

processo de germinacao, a exemplo dos fendis, ceras e substancias inibidoras de
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germinacao. Além disso, o tegumento pode funcionar como um obstaculo para o
crescimento do embrido, regulando a disponibilidade de agua e passagem de
oxigénio, interferindo nas trocas gasosas (ZUCARELI et al., 2009; CORTINES et al.,
2010; BEWLEY et al., 2013).

Figura 32 - Procedimentos pré-germinativos para sementes de mamona cultivar BRS 149 Nordestina.
Sementes inteiras com tegumento (Sl), sementes sem tegumento (SST) e sementes escarificadas (SE),
germinacdo maxima — Gmax (%), tempo para alcancar 50% da germinacéo - T50 (horas), indice de
uniformidade da germinacdo - U8416 (horas), area abaixo da curva de germinacdo — AAC
(adimensional).
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Letras iguais mailsculas ndo representam diferenca de acordo com o teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Ao se observar os parametros da germinacdo das sementes da cultivar
Nordestina (Tabela 10), as sementes escarificadas apresentam os melhores
resultados, incluindo o nimero de plantulas normais, biometria e massa seca das
plantulas normais. Além disso, o resultado de porcentagem de sementes nao
germinadas foi de 29% nas sementes com tegumento, sendo confirmado pelo teste
de tetrazdlio que essas sementes ndo estavam mortas. Considerando estes
resultados € possivel afirmar que essas sementes, envelhecidas naturalmente,
tiveram o acumulo de alguma substancia no tegumento, que impedem a germinacao,

sendo sugerido a presenca de uma dorméncia tegumentar.

Mendes et al. (2009) em estudo sobre tratamentos pré-germinativos em
sementes de mamona (Ricinus communis L.), utilizaram e cindo lotes de sementes de

mamona da cultivar AL-Guarany, que foram submetidas aos tratamentos com
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escarificacdo, remocao de caruncula, remocédo do tegumento, comparando com o
controle (semente intacta), e germinacdo a 25°C. Verificaram que os melhores
resultados foram com sementes submetidas a escarificacdo com lixa e com a remoc¢ao
da caruncula ou de todo o tegumento. No entanto, considerando a praticidade de
aplicacao, a escarificacdo com lixa pode ser recomendada para acelerar e aumentar

a germinacao das sementes de mamona.

Tabela 10 - Pardmetros da germinacédo das sementes da cultivar BRS 149 Nordestina de R. communis:
germinacao realizadas com sementes inteira com tegumento (Sl), sementes sem tegumento (SST),
sementes escarificadas (SE). Avaliagdo do ndimero de plantas normais (%), nimero de plantulas
anormais deformadas (%), numero de plantulas anormais deterioradas (%), nUmero de sementes
mortas (%), nimero de sementes ndo germinadas (%), biometria das plantulas normais (mm), massa
seca das plantulas normais (g).

SI SST SE
Plantulas normais (%) 48 C 55B 69 A
Plantulas anormais deformadas (%) 4B 8A 1C
Plantulas anormais deterioradas (%) 15C 36 A 278B
Sementes mortas (%) 4A 1B 3A
Sementes ndo germinadas (%) 29A 0B 0B
Biometria plantulas normais (mm) 66 B 53C 74 A
Massa seca plantulas normais (g) 0,3720B 0,3493C 0,6030 A

Letras iguais mailsculas entre coluna néo representam diferenca de acordo com o teste Tukey a 5%
de probabilidade.

Diante dos dados encontrados (Figura 32 e Tabela 10) € possivel confirmar,
gue a melhor forma de dar continuidade a germinagao das sementes da cultivar BRS
188 Nordestina é através da condicdo de sementes escarificadas ja que a remocéao
do tegumento, também pode causar danos a semente, como verificado nos dados da
Tabela 10 e Figura 32. Sendo utilizada entéo a escarificacdo das sementes para as
posteriores analises de germinacédo, além da embebicdo das sementes por 6 horas

para analises bioquimicas.

3.1.5 Curva de embebicdo: Semente inteira com tegumento (Sl), semente sem

tegumento (SST), semente escarificada (SE)

A curva de embebic&o por agua apresenta um padrdao trifasico, na fase | é uma
etapa essencialmente fisica e a absorgcéo de agua € rapida, permite a hidratacdo da
semente. Na fase Il, a absor¢cdo comeca a ficar mais lenta, as reservas das sementes

passam a ser convertidas em compostos mais simples para serem utilizados durante
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a germinacdo, é nesta fase também que ocorre a reativagcdo dos processos
metabdlicos. E a fase Il é caracterizada pela volta a absorcdo de agua, intensa
respiracao e protusdo do eixo embrionario (BEWLEY e BLACK, 1994; CARVALHO e
NAKAGAWA, 2000; ZUCHI et al., 2012; TELES, 2013).

De acordo com os resultados obtidos, as condi¢cbes Sl e SE (Figura 33 Ae C)
tiveram curvas com padrdes muito proximos e a absorcéo da agua foi muito maior na
condicao da SST, devido a auséncia do tegumento nas sementes a absorcao de agua
foi maior e mais rapido. No entanto, a auséncia de tegumento se torna uma condigao
estressante para as sementes, ja que esta nao tem mais barreira fisica a absorcao de
agua é muito mais rapida e ndo a protecdo para a semente dos agentes externos
bioticos e abioticos (Figura 33).

Figura 33 - Curvas de embebicdo das sementes da cultivar BRS 149 Nordestina de R. communis.
Sementes inteiras (Sl), sementes sem tegumentos (SST) e sementes escarificadas (SE).
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Apesar da absorcdo de agua ser diferente em porcentagem, as fases
apresentaram tempos proximo nas condi¢des Sl, SST e SE, a fase | foi em torno de 0
a 18 horas. Para as condigbes Sl e SE, a fase Il vai de 20 a 36 horas e fase Il a partir
de 40 horas. Ja na condicdo SST, as horas foram antecipadas para a fase Il que variou

de 20 até 30 horas e a fase lll iniciou a partir de 32 h (Figura).

Resultados semelhantes foram obtidos com a cultivar BR 188 Paraguacu
(Capitulo 3, Figura 8). Portanto, a condicdo mais afetada foi a condicdo SST, para as
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duas cultivares, devido a auséncia total do tegumento e ao resultado da germinacéo
e os parametros da germinabilidade. Sendo mantido a embebicdo das sementes, na
condicdo SE com absorcdo de agua durante o periodo de 6 horas, para posteriores

analises de peroxidacéo lipidica e ensaio enzimético com as enzimas antioxidantes.
3.1.3 Determinacéo da condutividade elétrica e pH do exsudato das sementes

A deterioracdo das sementes é iniciada imediatamente com a maturidade
fisiologica e a perda do vigor das sementes é determinada por um conjunto de fatores,
dentre estes ha a desestruturacdo dos sistemas das membranas celulares. Tem sido
relatado como consequéncia da deterioracdo e decréscimo do vigor das sementes, a
ocorréncia no aumento da lixiviacdo de eletrdlitos, resultando no aumento da
condutividade elétrica do exsudato da semente. Dentre este lixiviados esta o aumento
da concentracdo de determinados ions, principalmente o potassio. Também sao
liberados acUcares solUveis, grdos de amido, corpos proteicos em quantidades
diferentes em funcao do grau de deterioracdo das sementes. Além disso, os acucares,
acidos organicos e ions de H+ contribuem para a acidificacdo do meio e provocam a
diminuicdo do pH do exsudato de sementes, caracterizando a deterioracdo da
semente. Portanto, medir o pH e a condutividade elétrica do exsudato possibilita o
emprego de testes rapidos para avaliar a viabilidade e o vigor de sementes
(CABRERA e PESKE, 2002; ALVES et al., 2004; MALTA et al., 2005; SOUZA et al.,
2009).

A condutividade elétrica do exsudato das sementes da cultivar BRS 149
Nordestina apresentou um aumento significativo ao longo do tempo de analise,
demostrando que havia um dano de membrana nas sementes (Figura 34). No entanto,
nao houve alteracdo no pH, provavelmente porque apesar do aumento da lixiviagao
de eletrdlitos, ndo houve a liberacdo de compostos que sdo capazes de acidificar o

meio.

De acordo com os resultados obtidos o melhor tempo de avaliagéo foi o de vinte
quatro horas, ja que, os valores de condutividade elétrica nos tempos de trés, seis e
doze horas ainda continuaram aumentando significativamente. Em alguns estudos
com outras espeécies de oleaginosas, tais como amendoim e soja, o periodo de 24
horas de embebi¢cdo tem sido recomendado para a avaliacdo da condutividade
elétrica, pois a maior sensibilidade na avaliacdo do vigor foi indicada em um periodo
mais longo vinte quatro horas (LOEFFLER et al., 1988; DIAS e MARCOS FILHO,
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1996; VANZOLINI e NAKAGAWA, 1999; SOUZA et al., 2009). O mesmo ocorreu ao

avaliar as sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu (Capitulo 3, Figura 9)

Figura 34 - Condutividade elétrica (uS.cm.g'1) e pH de exsudato das sementes da cultivar BRS 149
Nordestina de R. communis, durante o periodo de trés, seis, doze e vinte e quatro horas.
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Letras mailsculas iguais na barra ndo representa diferenca significativa de acordo com o teste Tukey
a 5% de probabilidade.

O resultado da condutividade e pH corrobora o resultado da cultivar Paraguagu
citado no Capitulo 3 (Figura 9), ambos os cultivares BRS 149 Nordestina e BRS 188

Paraguagu apresentaram um aumento significativo até as vinte e quatro horas de
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embebicdo e ndo apresentaram variacao significativa no pH. Ja Souza et al. (2009)
em estudo coma cultivar AL Guarany 2002 de R. communis realizaram a separacao
dos diferentes lotes em relacdo ao vigor, através do resultado de condutividade
elétrica, que se deu a partir de 6 horas de embebicado, tempo suficiente para ter um

resultado significativo.

Ja no estudo de Silva e Martins (2009), verificaram em diferentes lotes da cv.
AL Guarany 2002, que a condutividade elétrica das sementes embebidas durante
duas, quatro, seis, oito e vinte quadro horas. E concluiu que o teste de condutividade
elétrica de massa foi eficiente na deteccéo de diferencas de qualidade fisiolégica em
lotes de sementes de mamona, sendo o periodo de 6 horas de embebicado o indicado
para a realizacdo do teste. Infere-se que o periodo de embebicdo € de grande
importancia para a padronizacéo do teste de condutividade elétrica, pois influéncia de

forma direta no resultado do teste.

3.1.4 Teste de tetrazélio

s

O teste de tetrazdlio é capaz de determinar rapidamente a viabilidade de
sementes, o principio do teste se baseia na atividade das enzimas desidrogenases
que catalisam as reacdes que ocorrem durante a cadeia respiratéria, presentes nas
mitocondrias. A reacdo se baseia na respiracao celular, durante esse processo ha a
liberacdo de ions de H*, que reagem com o sal de 2,3,5-trifenil tetrazélio, uma solugéo
transparente que é colocada nas sementes em corte sargital. E nos tecidos viaveis
ocorre uma reducao da solucao incolor e difusivel, formando uma substancia de cor
vermelha, denominada formazan, delimitando os tecidos vivos das sementes
(GASPAR-OLIVEIRA et al., 2009; BRASIL, 2009; GARLET et al., 2015; JESUS, 2016).

De acordo com o resultado do teste de tetrazolio do lote da cultivar BRS 149
Nordestina a viabilidade foi de 99% de sementes viaveis (Figura 35). Assim, como as
sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu que apresentaram cerca de 96% de
viabilidade nas sementes analisadas (capitulo 3, figura 10), demonstrando que
independentemente da idade da semente, estas podem se manter viaveis. Além disso,
ao se avaliar o resultado da germinacdo dessas sementes (Figura 32, Tabela 9),
obteve-se que nas condi¢cdes de germinacdo STT e SE se obteve quase 100% de
germinacdo, no entanto, na condicdo Sl se obteve 70% de Gmax. E importante

ressaltar que nem sempre o resultado do teste de tetrdzolio vai poder ser
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correlacionado para explicar a germinacao das sementes, como no caso da condi¢ao
Sl, sendo que este resultado, ndo estd correlacionado com o resultado da
porcentagem de viabilidade das sementes, pelo teste de tetrazolio. E esta deficiéncia
do teste de tetrazdlio, é justificada pela capacidade do teste em detectar se a semente
esta viva. No entanto, ndo é possivel garantir que a semente viavel vai realmente
germinar, principalmente quando existe algum tipo de dorméncia nas sementes
(Figura 35).

A dorméncia de sementes é caracterizada pelo atraso na germinagdo ou
mesmo quando submetidas em condi¢cdes favoraveis a semente mesmo viva nao
germina. Assim, considerando os dados de germinacdo das sementes com
tegumento, é possivel sugerir a presenca de uma dorméncia tegumentar (Figura 32 e
35).

Figura 35 - Resultados do teste de tetrazélio em lote de das sementes da cultivar BRS 149 Nordestina
de R. communis. (A). Comparacao entre a porcentagem de Sementes Viaveis (SV) com Germinacéo
Sementes Inteiras (GSI), Germinagdo Sementes Sem Tegumentos (GSST), Germinacdo Sementes

Escarificadas (GSE), Plantulas Normais Sementes Inteiras (PNSI), Plantulas Normais Sementes Sem
Tegumentos (PNSST) e Plantulas Normais Sementes Escarificadas (PNSE) (B).
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Letras iguais mailsculas nas barras Valores seguidos de asterisco (*) diferem

representam que ndo ha diferenca significativamente do grupo controle (SV) pelo
significativa de acordo com o teste t de

- teste de Dunnet a 5% de significancia.
Student a 5% de probabilidade.

3.2 Anélises das sementes da cultivar BRS 149 Nordestina (Ricinus communis

L.): controle e das submetidas ao EA



186

3.2.1 Determinacéo do grau de umidade da semente, UR e TA

A umidade e a temperatura sdo fatores que influenciam diretamente a
qualidade das sementes. As sementes tendem a entrar em equilibrio hidroscopico
com o ambiente, além de serem dois fatores que aumentam a deterioracdo das
sementes quando em altas quantidades (TOLEDO et al., 2007; KAUTH e BIBER,
2014; HARTMANN FILHO et al., 2016).

De acordo com os resultados obtidos e descritos na tabela 11, apesar da alta
temperatura e da alta umidade relativa do EA, as sementes da cultivar BRS 149
Nordestina, apdés o EA ndo apresentaram aumento significativo na umidade da
semente. Provavelmente, este resultado se deve ao tegumento da cultivar BRS 149
Nordestina, como observado nas diferentes germinagdes (Figura 32), avaliando a
condi¢cdo de Sl, em comparacdo com as condi¢coes SST e SE.

Acredita-se que ha algo no tegumento que provavelmente se acumulou com o
tempo, por se tratar de um lote de sementes envelhecido naturalmente. E que impediu
a troca de umidade com o meio, justificando assim, o aumento n&o significativo na
umidade das sementes.

Tabela 11 - Comparagédo entre as condi¢des controle e apés EA das sementes da cultivar BRS 149

Nordestina de R. communis, durante o periodo de dez dias, nas condi¢cdes: umidade interna das
sementes e do ambiente (temperatura e umidade relativa).

Semente Ambiente
Umidade (%) Temperatura (°C) Umidade relativa (%)
Controle 5+0,6 A 21+09A 55+ 3,2A
EA 10 6+£0,1A 40+0,2B 78+74B

Letras mailsculas iguais na mesma coluna nao representam diferenca significativa de acordo com o
teste t de student a 5% de probabilidade.

3.2.2 Teste de germinacao

Segundo Mondo et al. (2008) o teste de germinacao € importante para avaliar
a qualidade fisiologica das sementes, esta analise propicia melhor entendimento
sobre condi¢Oes favoraveis ao lote, potencial de germinacgéo. Ja que, as sementes em
geral apresentam um desempenho variavel em relacdo a germinacgao, qualidade do
lote, temperatura, substrato. Por isso, realizar o teste de germinacao € importante para

entender o comportamento da semente.
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A germinacao das sementes da cultivar BRS 144 Nordestina, apresentou uma
diminuicao significativa apos o EA, as sementes passaram a germinar menos (Gmax),
demoraram mais tempo para germinar (T50%), apresentaram um menor valor de
AAC, este ultimo valor estar diretamente ligado a relacdo entre germinacgéo e tempo
para alcancar 50% da germinacdo. Além disso, as sementes ap0s o tratamento
passaram a ter uma germinacdo mais desuniformes, como pode ser verificado pelo
valor de U8416 (Figura 36).

Figura 36 - Germinacao de sementes da cultivar BRS 144 Nordestina de R. communis do controle e
sementes apds serem submetidas ao envelhecimento acelerado durante dez dias a 40°C e 85% UR.
(A) Germinacdo maxima — Gmax, (B) Tempo para alcancar 50% de germinacdo — T50, (C) area abaixo
da curva de germinacdo — AAC, (D) Uniformidade de germinacéo medindo-se o intervalo de tempo em
horas entre 84% e 16% de germinagdo de sementes - U8416.
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Letras mailsculas iguais entre barras ndo representam diferenca significativa de acordo com o teste t
de student a 5% de probabilidade.

Nos parametros de germinabilidade houve uma reducdo significativa no
namero de plantulas normais, aumento na quantidade de sementes nao germinadas,

reducdo significativa na biometria e na massa seca das plantulas normais ao se
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comparar a condicdo controle e o tratamento. Ficando evidente que as sementes da
cultivar BRS 149 Nordestina apds o tratamento perderam o vigor e a viabilidade
(Tabela 12).

Tabela 12 - Germinacdo das sementes da cultivar BRS 149 Nordestina de Ricinus communis do
controle (ndo submetidas ao EA) e sementes apos serem submetidas ao envelhecimento acelerado
durante dez dias a 40°C e 85% UR. Avaliacao do nimero de plantas normais (%), nimero de plantulas
anormais deformadas (%), numero de plantulas anormais deterioradas (%), numero de sementes
mortas determinadas pelo teste de tetrazdlio (%), nimero de sementes nao germinadas determinadas
pelo teste de tetrazolio (%), biometria das plantulas normais (mm), massa seca das plantulas normais

(9)-

Germinacao

Controle TEA

Plantulas normais (%) 69 A 49B

Plantulas anormais deformadas (%) 1A 3A

Plantulas anormais deterioradas (%) 27 A 9B

Sementes mortas (%) 3A 0A

Sementes ndo germinadas (%) 0B 39A

Biometria das plantulas normais (mm) 51 A 37B
Massa seca das plantulas normais (g) 0,4181 A 0,1913 B

Letras mailsculas iguais entre coluna nédo representam diferenca significativa de acordo com o teste t
de Studenta 5% de probabilidade.

O aumento do teor de 4gua é um parametro significativo para se analisar
durante o envelhecimento das sementes, pode acontecer em virtude da umidade
relativa do ar, pois a quantidade relativa de vapor de 4gua presente no ar pode ser
suficiente para o aumento do teor de agua na semente. A umidade relativa associada
a altas temperaturas sao fatores que levam ao aumento da respiracédo das sementes,
mobilizacdo de reservas e liberagcédo de energia, contribuindo para acelerar o processo
de deterioracdo das sementes e consequentemente a perda de vigor e viabilidade
(GUEDES et al., 2011; YAGUSHI, 2011; MARCOS-FILHO, 2015). Assim, através do
teste de envelhecimento acelerado é possivel identificar sementes de alto vigor, estas
devem manter sua viabilidade apds o EA e as de baixo vigor, terdo sua viabilidade
reduzida.

E importante ressaltar que o envelhecimento fisiologico e o processo de
deterioracdo das sementes, tém inicio antes da colheita e continua durante a colheita.
O EA potencializa os efeitos, que vao desde alteracdes na integridade da membrana
celular, alteracbes na atividade enzimatica, reducdo na sintese proteica, danos ao

material genético, podendo ocasionar a morte da semente. No entanto, as sementes
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perdem seu vigor antes de perder a capacidade de germinar. Por isso, lotes de
sementes que possuem valores semelhantes de germinacédo, pode ser diferente na
idade fisiolégica (extensdo da deterioracdo), portanto se diferem quanto ao vigor e
viabilidade das sementes (ISTA, 2009; SHABAN, 2013; PATI, 2019).

Oliveira et al. (2014), em estudo com envelhecimento acelerado a 42 e 45°C,
por 48, 72 e 96 horas com sementes de Jatropha curcas obtiveram reducdo na
germinacao apos o envelhecimento em relacdo ao tempo de exposi¢cdo, ocorrendo
reducBes acentuadas para a temperatura a 45°C, ja com a temperatura de 42°C a
germinacao foi menor para o tempo de 72 e 96 h. Concluiram neste trabalho que a
deterioracdo nas sementes se torna mais intensa como o aumento do tempo de
exposi¢cdo. Mendes et al. (2010) avaliaram o potencial fisiologico de sementes de
Ricinus communis apoés teste de envelhecimento acelerado a 100% UR a 41 e 45°C,
durante 48, 72 e 96. Verificaram que a 41°C e 100% de UR no periodo de 72 horas
de envelhecimento foi suficiente para permitir a separacdo dos lotes em diferentes

niveis de vigor.

Seyyedi et al. (2018) em estudo de envelhecimento acelerado a 40°C e 100%
UR por 96 horas com diferentes cultivares de canola, identificaram que ha uma
diferenca significativa na germinacdo entre as cultivares, reducdo da germinacao.
Durante o processo de envelhecimento acelerado, parte das reservas das sementes
podem ser oxidadas, reduzindo significativamente os fosfolipidios promovendo
problemas nas membranas celulares, aumentado o tempo médio de germinacao e

reduzindo o vigor das sementes.

3.2.3 Determinacdo da condutividade elétrica e pH exsudato das sementes

7

A condutividade elétrica é utilizada para avaliar o vigor das sementes,
baseando-se na permeabilidade das membranas, através a lixiviagdo de ions. O
aumento da condutividade elétrica é proporcional ao aumento da deterioragcdo nas
sementes. Analisando o vigor das sementes da cultivar Nordestina na condi¢cdo
controle e tratamento, ocorreu um aumento significativo na condicdo apdés EA
comparado ao controle ao longo dos tempos de trés, seis, doze e vinte e quatro horas
de embebicdo. Sendo significativo também o aumento da condutividade ao longo do

tempo para ambas as condi¢des de analise (Figura 37 A).
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Outro dado importante, que pode ser correlacionado a condutividade elétrica
sdo os dados de pH do exsudato das sementes, durante a liberacdo de exsudatos
com o aumento da perda da integridade ou descontinuidade das membranas e com a
consequente lixiviagdo de metabdlitos como aglcares, acidos organicos e ions H+, 0s
quais acidificam o meio e provocam a diminuicdo do pH, como identificado no
resultado abaixo. Apés o tratamento o pH do meio reduziu significativamente ao longo
do tempo de experimento, acontecendo também uma reducdo significativa ao
comparar a pH do exsudato das sementes controles e ap6s EA (Figura 37 B).

Figura 37 - (A) Condutividade elétrica (uS.cm-1.g1) do exsudato das sementes da cultivar BRS 149
Nordestina de R. communis do controle e sementes apos serem submetidas ao EA durante dez dias a
40°C e 85% UR, imersas em 75 mL de &gua ultrapura, apos diferentes periodos de embebicéo: 3, 6,

12 e 24 horas; (B) Valores do pH do exsudato das sementes medido no pHmetro durante os periodos
de 3, 6, 12 e 24 horas.
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Letras iguais mailsculas nas colunas controle e EA representa que ndo ha diferenca estatistica entre
os tratamentos; letras iguais mindsculas nas barras controle e EA, representam que nado ha diferenca
significativa na mesma condi¢&o de acordo com o teste Tukey a 5% de probabilidade.

Os dados encontrados para a condutividade elétrica das sementes e o pH do
exsudato, podem ser correlacionados com os resultados encontrados na germinacao
da cultivar BRS 149 Nordestina (Figura 36 e Tabela 12). Fica claro que as sementes
de Nordestina ap0s o envelhecimento perdem seu vigor e consequentemente
aumenta a deterioracdo nas sementes. Além disso, por se tratar de um lote de
semente envelhecido naturalmente, ao ser submetido a condigbes estressantes, sao
mais susceptiveis, provavelmente perderam mecanismo de protecdo natural da
semente, em virtudes aos danos causados pelo envelhecimento natural. No entanto,
ao se avaliar os resultados da cultivar BRS 188Paraguacu (Capitulo 3), fica claro que

sementes jovens, mesmo expostas a condigcbes estressantes, possuem um
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mecanismo de protecdo que permite com que o vigor e qualidade ndo sejam afetados

drasticamente.

Dos Santos et al. (2011), em estudo para avaliar o potencial fisiolégico de
diferentes lotes de sementes de soja, realizaram teste de condutividade elétrica e
medida de pH para avaliar o vigor das sementes e separar os lotes de acordo com o
vigor. A condutividade elétrica e o pH do exsudato das sementes foram alterados, no
entanto, apenas o teste de condutividade elétrica foi eficiente na separacao dos lotes
de semente. No entanto, Barros e Marcos Filho (1990), utilizaram a medida do pH do
exsudato para avaliar o vigor de diferentes lotes de sementes de soja e este foi
eficiente para determinar o vigor dos lotes. Araujo e Silvia (2018), em seu estudo para
a avaliacdo do potencial fisiolégico de sementes de Encholirium spectabile também
obtiveram resultados eficientes ao utilizar a medig&o do pH do exsudato para distinguir
os lotes pelo seu vigor. Ja4 Albuquerque et al. (2001), ndo obteveram resultados
eficientes com os testes de condutividade e pH para a avaliacdo das sementes de

diferentes gendtipos de girassol.
3.2.4 Teste de tetrazoélio

O teste de tetrazodlio se mostrou um teste eficiente para determinar a viabilidade
das sementes da cultivar BRS 149 Nordestina. Houve diferenca significativa entre a
guantidade de sementes viaveis e inviaveis do controle em comparacdo com as

sementes apos EA (Figura 38).

O teste de tetrazélio pode ser correlacionado ao teste de germinacdo das
sementes, o qual foi obtido uma germinacdo proxima a 100% para as sementes
controle e de quase 60% para as sementes apés EA (Figura 38). J& Pinto et al. (2009)
em estudo para avaliagdo da viabilidade de sementes de pinhdo manso pelos testes
de tetrazolio e de raios x, concluiram que ambos os testes séo eficientes para avaliar
a viabilidade das sementes de pinhdo manso. No entanto, Gaspar-Oliveira et al.
(2009), em estudo da avaliagédo da qualidade fisiologica de sementes de R. communis
pelo teste de tetrazoélio conseguiu correlacionar a qualidade dos cinco lotes de
sementes com a viabilidade através do teste de tetrazolio, concluindo que os
parametros estabelecidos séo eficientes para a avaliacdo da viabilidade e promissor

para a avalicdo do vigor de sementes de mamona pelo teste de tetrazdlio.
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Segundo Franca Neto et al. (1999) o teste de tetrazolio tem se constituido uma
importante alternativa para a determinacdo da viabilidade, principalmente pela
eficiéncia e rapidez do teste, constitui-se na observacéo da coloragéo desenvolvidas
em diferentes estruturas das sementes, sendo possivel determinar a presenca, a
localizacéo e a natureza das alteracdes nos tecidos analisados na semente, como a

presenca de deterioracao.

Figura 38 - Teste de Tetrazolio do lote das sementes da cultivar BRS 149 Nordestina de R. communis
do controle e apds serem submetidas ao EA durante dez dias a 40°C e 85% UR. (A) Porcentagem de
sementes viaveis; (B) Coloragéo das sementes viaveis e (C) Coloracdo das sementes inviaveis.
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Letras iguais mailsculas nas colunas controle e EA representa que ndo ha diferenca estatistica entre
os tratamentos; letras iguais mindsculas nas barras controle e EA, representam que néo ha diferenca
significativa na mesma condi¢cdo de acordo com o teste Tukey a 5% de probabilidade.

3.3 Peroxidacdo lipidica das sementes inteiras (sem tegumento) e embrido

através da determinacdo de malonaldeido (MDA)

7

A producdo de ERO acontece naturalmente, o problema é aumento
exacerbado. O aumento descontrolado pode ser ocasionado por estresse bidtico ou
abidtico, e o envelhecimento também é um fator que gera o desbalanco na producéo.
O envelhecimento acelerado potencializa o efeito da deterioragdo nas sementes
gerando os danos de membrana, através da peroxidacao lipidica (LIMA e ABDALLA,
2001; FERREIRA e ABREU, 2007; SCHWEMBER e BRADFORD, 2010; ATAIDE et
al., 2012).
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A peroxidacado lipidica gera subprodutos téxicos, como a formacdo de
malonaldeido (MDA), produto secundario gerado da oxidac&o de &cidos graxos poli-
insaturados. A determinacédo de MDA ¢ indicagdo de presenca de estresse oxidativo,
a depender do nivel do dano pode existir colapso no sistema de troca de metabdlitos,
as alteracbes nas membranas levam a transtornos da permeabilidade, alterando o
fluxo iGnico e o fluxo de outras substancias, o que resulta na perda da seletividade
para entrada e/ou saida de nutrientes e substancias tdxicas a célula caso seja extremo
os danos pode ocorrer morte celular (BENZIE, 1996; LIMA e ABDALLA, 2001;
FERREIRA e ABREU, 2007).

Os resultados do valor de MDA aumentam ao se comparar a condi¢cao controle
e tratamento, nas duas andlises: sementes inteiras e apenas embrido. No entanto, a
peroxidacao lipidica foi maior no embrido (Figura 39 A e B). Estes resultados podem
ser correlacionados com os dados fisioldgico obtidos neste estudo, justificando a
reducdo do vigor e viabilidade das sementes ap6s o TEA e pelo aumento da
condutividade elétrica e reducdo do pH, devido ao aumento da lixiviacdo de ions

ocorrido por danos na membrana (Figuras 37, 39).

Figura 39 — Determinacdo de malonaldeido (MDA) na cultivar BRS 149 Nordestina nas condi¢des
controle e apds EA. (A) semente inteira sem tegumento e (B) Em embrido. (MS) massa seca.
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Letras mailsculas iguais entre barras ndo representam diferenca significativa de acordo com o teste t
de student a 5% de probabilidade.

Corte et al. (2010) ao avaliar a deterioracdo de sementes de Melanoxylon
brauna submetidas ao envelhecimento natural e acelerado, identificaram em seus

resultados que houve uma reducéo progressiva no teor de lipidios no eixo embrionario
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e cotilédones de sementes, devido ao aumento da deterioracdo. Resultados
semelhantes foram observados tanto no armazenamento por 12 meses quanto no
envelhecimento artificial por 72 horas. No entanto, no envelhecimento por 72 horas a
peroxidacao estabilizou a partir 24 horas, em ambos os compartimentos. O aumento
da peroxidacdo de lipidios, mediado por radicais livres e peréxidos € uma das

provaveis razdes para a perda da viabilidade de sementes durante o armazenamento.

J& Lehner et al. (2008) em estudo sobre envelhecimento com graos de trigo,
através do armazenamento sob duas condi¢des (45°C e 100% UR e 30°C e 75% UR)
para investigar se a deterioracdo dos graos durante o envelhecimento estava
relacionada a peroxidacdo lipidica, verificaram uma diminuicdo na eficiéncia do
sistema antioxidante. Entretanto, o conteido de MDA nao mudou, sugerindo que néo
houve peroxidacdo de lipideos durante esse envelhecimento das sementes.
Resultado semelhante foi obtido com as sementes da cultivar Paraguacu, na condi¢ao
de andlise de peroxidacao lipidica no embrido, ndo houve um aumento significativo
(Capitulo 3, Figura 20). Silvia et al. (2018) em estudo sobre armazenamento de
sementes de Jatropha cucas durante dezoito meses, nao verificaram aumento na
producdo de MDA, e nao foi observada a relacdo entre a perda de viabilidade das
sementes e 0 acumulo de MDA. No entanto, os resultados obtidos no presente estudo,
podem ser justificados por se tratar de sementes que tiveram seu envelhecimento
natural e foram submetidas ao EA, provavelmente houve um aumento das ERO e 0s

varios danos causados pelos estresses aos quais as sementes foram submetidas.
3.4 Determinacgdo da atividade enzimatica das enzimas antioxidantes:

3.4.1 Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A SOD ¢ a primeira enzima do sistema antioxidante a atuar na dismutacéo do
superéxido, em peroxido de hidrogénio. A SOD apresentou um aumento significativo
na atividade da semente inteira. No entanto, no embrido houve uma reducao
significativa na atividade, apesar dos valores da atividade SOD ser maior nas
amostras de embrido em comparagao a semente inteira. Isso pode ser justificado pelo
fato de o embrido ser um tecido mais sensivel e ser um tecido com alta atividade
metabdlica e que esta em desenvolvimento. Além disso, a reducdo significativa no
embrido pode ser justificada pelos efeitos das ERO na sintese de proteinas, que pode

ter sido comprometido devido aos efeitos deletérios apos o EA (Figura 40). Além disso,
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houve perda de vigor das sementes, comprovada pelos dados anteriores

demonstrados.

Bailly et al. (1996) avaliando envelhecimento acelerado em sementes de
girassol a 45°C e umidade relativa 70 ou 100% verificaram que a atividade da SOD
resistiu nos primeiros dias de envelhecimento, depois decaiu devido aos efeitos da
alta temperatura e umidade na semente, de forma que a reducéo da atividade da SOD
foi correlacionada com outros dados do trabalho, como a perda do vigor e a viabilidade

da semente, caracterizado por uma reducao na germinacao das sementes.

Figura 40 — Atividade da Superéxido dismutase (U SOD.mg"! de proteina) das sementes da cultivar
BRS 149 Nordestina de R. communis nas condicdes controle e apés EA. (A) Semente inteira sem
tegumento e (B) Em embrido.
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Letras mailsculas iguais entre barras ndo representam diferenca significativa de acordo com o teste t
de student a 5% de probabilidade.

Moori et al. (2019) em estudo com semente de trigo sob envelhecimento
acelerado a 40°C e 100% de umidade relativa, verificou a reducédo da atividade da
SOD em virtude ao estresse oxidativo gerado pelo EA. Essa reduc¢ao na atividade da
SOD, pode ser justificado também, por se tratar de EA em uma semente oleaginosa,
e estas se deterioram com o envelhecimento acelerado causado por danos nas
sementes intimamente relacionados a uma diminuicdo nos parametros germinacao,
comprimento de plantulas, producéo de matéria seca e indice de vigor (KUMAR et al.,
2019).
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3.4.2 Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A catalase € uma enzima capaz de anular a toxidade do peroxido de hidrogénio,
capaz de decompor essa molécula em agua e oxigénio. A CAT teve uma reducao
significativa na sua atividade na semente inteira, no entanto, sua atividade foi maior
nas amostras de embrido, apesar de ndo haver uma alteracéo significativa (Figura
41).

Figura 41 — Atividade da Catalase (H202 min-t.ug-'prot) das sementes da cultivar BRS 149 Nordestina

de R. communis, nas condi¢cBes controle e apds EA (A) Semente inteira sem tegumento (B) Em
embrido.
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Letras mailsculas iguais entre barras ndo representam diferenca significativa de acordo com o teste t
de student a 5% de probabilidade.

Nery et al. (2018) realizaram envelhecimento acelerado em sementes de
gengilim, submetidas por 72h e solugdo de NaCl a 45°C por 48 horas, nos periodos
de 0, 24, 48, 72 e 96 horas. descreveram que houve reducdo na atividade dessa
enzima resultando em uma menor prevencgao contra os estresses oxidativos. Em geral
a reducdo da atividade da CAT nas sementes, diminui o fluxo respiratério, reduzindo
a capacidade do suprimento de energia (ATP) para a germinacédo das sementes em
virtude do aumento na deterioracdo das sementes. Resultado semelhante foi obtido
por Demirkaya et al. (2010) com as sementes de cebola apdés o envelhecimento
acelerado, aléem da reducéo da atividade da CAT, também houve reducéo da atividade
da SOD, corroborando com as evidéncias do envelhecimento que coincide com a
desnaturacdo e degradacdo, inativagdo de enzimas, quebra de fosfolipidios,

peroxidacao lipidica, alteragbes na permeabilidade de membrana.
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Resultado semelhante foi obtido com as sementes da cultivar Paraguacu
(Capitulo 3). Provavelmente a este resultado pode ser em virtude a existéncias de
outras enzimas antioxidantes com a capacidade de decompor peroxido de hidrogénio
ou pode corroborar com a hipétese de Balilly et al. (1996), que concluiram que a
reducdo de uma enzima antioxidante pode estar ligada ao aumento da peroxidacao
lipidica e aumento dos efeitos de envelhecimento acelerado, ocorrendo uma relacéao
entre vigor e atividade antioxidante (BAILLY et al., 2000; BAILLY et al., 2002).

3.4.3 Enzimas do ciclo do ascorbato/glutationa

A ascorbato peroxidase € uma enzima pertencente ao ciclo do AsA/GSH, esta
enzima é capaz de decompor o peréxido de hidrogénio na presenca de ascorbato. A
atividade da APX diminuiu significativamente apés o tratamento do envelhecimento,
nas condicdes de semente inteira e embrido, apesar da atividade da APX ser maior
no embrido (Figura 42).

Figura 42 — Atividade da ascorbato peroxidase (mmol ASA min-! pug?! prot) das sementes da cultivar
BRS 149 Nordestina de R. communis nas condi¢ces controle e apds EA. (A) Semente inteira sem
tegumento (B) Em embrido.
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Bailly et al. (1998), em sobre envelhecimento acelerado com sementes de
girassol, identificou em seus resultados que a APX ndo teve atividade nem nas
sementes controle nem nas sementes apés o envelhecimento. No entanto, Xin et al.
(2014) avaliaram envelhecimento acelerado com sementes de soja e verificaram que
a atividade da APX reduziu significativamente com os danos a sementes. Resultado
semelhante foi encontrado por Goel e Sheoran (2003), em estudo sobre
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envelhecimento natural, mostrando que a atividade da APX reduziu com o tempo,
devido aos danos as sementes ocasionadas pelo envelhecimento natural. A atividade
antioxidante foi correlacionada com os resultados fisioldgicos, demostrando que além
da atividade antioxidante a germinacdo também foi decaindo. No entanto, o MDA e o
peréxido de hidrogénio foi aumentando. Isso significa que os danos oxidativos foram
aumentados com o tempo, de forma a danificar varios sistemas nas sementes, entre

eles a sintese de proteina.

A MDHAR é capaz de produzir AsA usando o MDHA como substrato, através
da reducdo do NADPH + H*. A atividade da MDHAR apresentou um aumento
significativo apenas nas amostras do embrido (Figura 43, B). Isso significa que mesmo
com a producéo de AsA no embrido a atividade da APX foi independente da presenca
de substrato, reafirmando que os danos nas sementes foram significantes para

interferir na maquinaria de sintese proteica.

Figura 43 — Atividade da Monodehidroascorbato redutase (umol min pug -1 prot) das sementes da
cultivar BRS 149 Nordestina de R. communis nas condi¢des controle e apos EA. (A) Semente inteira
sem tegumento (B) Em embrido.
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Yin et al. (2014), em estudo com envelhecimento com sementes de arroz,
identificaram reducgdo significativa da MDHAR, em correlagdo com a redugao
significativa na germinacédo, assim como a atividade da CAT e APX. Xin et al. (2014)
em estudos para avaliar o efeito do envelhecimento artificial nas mitocondrias das
sementes de soja, ao avaliar a atividade antioxidantes de algumas enzimas na

remocgéo de ERO, verificou em seu estudo que o envelhecimento acelerado afetou
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significativamente algumas enzimas, dentre elas estdo a SOD, APX, MDHAR, DHAR
e GR.

A DHAR € uma enzima importante para fornecer AsA para a APX decompor o
peroxido de hidrogénio, esta é capaz de oxidar a GSH para reduzir do DHAR em AsA.
A atividade da DHAR reduziu significativamente apds o EA nas sementes inteiras e
apenas embrido (Figura 44). O que significa, que os danos do envelhecimento foram

drasticos de forma que a DHAR néo é capaz de reduzir o DHA em AsA.

Figura 44 — Atividade da Dehidroascorbato redutase (mM GSSG min-l. ug de prot) das sementes da
cultivar BRS 149 Nordestina de R. communis nas condi¢des controle e apos EA. (A) Semente inteira
sem tegumento (B) Em embrido.
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de student a 5% de probabilidade.

Zhao et al. (2017) em estudo sobre envelhecimento natural de semente em
ambiente Umido e seco, verificaram que houve uma relacédo positiva e significativa
entre capacidade de germinacao e teor de umidade. As sementes em tratamento seco
acumularam H20: significativamente maior do que no tratamento umido. A atividade
da superoxido dismutase, ascorbato peroxidase, dehidroascorbato redutase e guaicol
peroxidase foi significativamente maior do que no tratamento seco. Neste estudo o
vigor das sementes foi associado a umidade e a eliminacéo do contetudo de peréxido

de hidrogénio.

Xia et al. (2015) em estudo sobre envelhecimento de sementes de aveia,
avaliaram as sementes com umidade de 4, 10 e 16%, mantidas durante O, 8, 16, 24,

32 e 40 dias de exposicao das sementes a 45°C. A atividade da DHAR e GR decaiu
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entre 32 e 40 dias e a atividade das enzimas foram maiores a 4 do que 10% de
umidade, e a 16% as atividades decairam totalmente. O nivel da umidade
provavelmente acelerou a deterioragéo das sementes, mas as enzimas antioxidantes
foram um fator chave para o reparo dos danos da peroxidacao lipidica e manutencéo
da integridade da ultraestrutura celular das sementes envelhecidas em aveia durante

a embebicéo.

A glutationa redutase é capaz de oxidar o NADPH+ H* para reduzir a glutationa
oxidada que pode ser utilizada na sua forma reduzida pela DHAR ou a GST e GPX.
A atividade GR foi caracterizada por uma reducéo significativa no embrido, o que
provavelmente afetou a atividade da DHAR em virtude da auséncia de glutationa
reduzida para a produgédo de AsA, reduzindo a disponibilidade de substrato para a
APX (Figura 45, B).

Figura 45 — Atividade da Glutationa redutase (umol min-t ug-? prot) das sementes da cultivar BRS 149
Nordestina de R. communis nas condi¢cfes controle e apds EA. (A) Semente inteira sem tegumento
(B) Em embriéo.
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Letras mailsculas iguais entre barras ndo representam diferenca significativa de acordo com o teste t
de student a 5% de probabilidade.

Goel e Sheoran (2003) avaliaram o envelhecimento natural em sementes de
algodao, e descreveram que a reducdo da germinacdo esta relacionada com o
aumento do acumulo de perdxido de hidrogénio e o aumento da quantidade de MDA,
devido ao aumento da deterioragdo das sementes. E a atividade da GR decaiu,
juntamente com a atividade da SOD, CAT, APX, POX. O resultado apoia a hipotese
gue as sementes de algodao envelhecidas, ocorre deterioracdo devido a peroxidacao
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lipidica causando desequilibrio entre ERO e o sistema antioxidante. Bailly et al. (1996)
ao avaliar a deterioracdo das sementes de girassol, relacionaram a baixa da
viabilidade da sementes em virtude dos danos ocasionados pelo envelhecimento,
como reducdo da germinacdo aumento do MDA e da contudividade elétrica com a
reducao da atividade antioxidante da SOD, CAT e GR. Balilly et al. (1998) verificaram
gque as ERO aumentam o efeito do envelhecimento das sementes, reduzindo a
germinacdo e aumentando a quantidade de MDA, além de ser caracterizado pelo
decréscimo na atividade da CAT e GR.

As enzimas do ciclo da ascorbato/glutationa apresentaram alteracGes
significativa nas amostras do embrido do cultivar Nordestina apds o EA,
provavelmente por se tratar de uma estrutura sensivel as alteragbes aos efeitos da
umidade e temperatura, devido aos danos oxidativos gerados, marcados pela reducéo
na germinacdo, aumento da peroxidacao lipidica, aumento da condutividade elétrica
redugdo de enzimas antioxidantes, havendo uma correlagdo entre os danos
oxidativos, aumento da deterioragéo, perda da viabilidade e decréscimo da atividade

antioxidante.
3.4.4 Glutationa peroxidase (GPX, EC 1.11.1.9)

A GPX é capaz de decompor o peréxido de hidrogénio em agua, através da
reducdo de GSH. A atividade da GPX apresentou uma reducdo significativa na
condicao de analise em embrido apos o TEA, essa reducdo pode ser correlacionando
com a atividade da GR (Figura 46, B).

Carta et al. (2018) ao avaliar o efeito do envelhecimento em sementes de
Ranunculus baudoti, analisaram o efeito da umidade e temperatura sob a semente no
solo, a atividade da GPX na semente. Houve aumento da atividade da GPX durante o
envelhecimento da semente e em condi¢des de maior umidade. A ativacdo do sistema
antioxidante, mesmo em condi¢cdes desfavoraveis, pode recuperar sementes uma vez

gue todos 0s processos de prote¢do possam atuar.

A atividade da GPX pode ser correlacionada com a atividade da SOD, CAT e
APX, e nenhuma destas enzimas teve um aumento na sua atividade no embrido, pelo
contrario a CAT nédo apresentou alteragéo significativa e a SOD e APX, assim como a

GPX, tiveram uma reducgdo significativa na atividade, provavelmente devido ao
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acumulo de danos na semente e um provavel dano na sintese de enzimas, devido ao

comprometimento no sistema bioquimico e molecular das sementes.
Figura 46 — Atividade da Glutationa peroxidase (umol min- pug? prot) das sementes da cultivar BRS

149 Nordestina de R. communis nas condig8es controle e ap6s EA. (A) Semente inteira sem tegumento
(B) Em embrido.
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Letras mailsculas iguais entre barras néo representam diferenca significativa de acordo com o teste t
de student a 5% de probabilidade.

3.4.5 Glutationa S-transferase (GST, EC 2.5.1.18)

A GST é capaz de reduzir a toxidade de compostos xenobiéticos e pode atuar
como uma peroxidase. No entanto, esta enzima nao apresentou alteracéo significativa

em nenhuma das condi¢Bes analisadas (Figura 47, A e B).

Hsu e Sung (1997) avaliaram sementes de melancia envelhecidas, identificou
em seus resultados que alteracdes acentuadas nos niveis de GSH e GSSG durante o
envelhecimento podem estar associados com alteragGes simultaneas na atividade da
GRA, GST e GP.

As sementes apresentam um sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico
para eliminar ERO. No entanto, quando o estresse na semente é muito intenso ha um
desbalanco entre a producdo de antioxidantes e ERO, de forma a aumentar
consideravelmente a producédo de ERO, que pode levar as sementes a uma cascata
de eventos que inicia a peroxidacdo de lipidios, degradacdo de membrana, inibicéo
de sintese proteinas, alteracdo no material genético, entre outros. Esses danos irdo

aumentar a deterioracao das sementes, levando as mesmas a morte celular. Por isso,
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a importancia de avaliar as sementes através de seus dados fisioldgicos, bioquimicos
e moleculares.
Figura 47 — Atividade da Glutationa S-transferase (umol min-! ug? prot) das sementes da cultivar BRS

149 Nordestina de R. communis nas condig8es controle e ap6s EA. (A) Semente inteira sem tegumento
(B) Em embrido.

A) B)

0.050 A 0.10
. A _ A A
3 T 2
3 0040 T 5 0.08
2 L
% 0.030 5 0.06
£ c
£ €
= =
g 0.020 g 0.04
= =
— =

0.010 1
8 3 0.02

0.000 0.00

Controle EA Controle
Semente inteira Embrido

Letras mailsculas iguais entre barras ndo representam diferenca significativa de acordo com o teste t
de student a 5% de probabilidade.

3.5 Correlacéo entre as enzimas antioxidantes

Como visto no Capitulo 3, o coeficiente de correlacdo de Pearson (r) leva em
consideracao uma correlacao forte, positiva e direta (r = 1) e correlagéo forte, negativa
e inversamente proporcional (r = -1) (GALARCA et al., 2010; ROSA et al., 2006). Foi
avaliado a correlacdo das enzimas antioxidantes e levando em consideracdo 0s
parametros de analise do trabalho: condi¢cdo controle, envelhecimento acelerado,
semente inteira e embrido. Verificou-se que a APX apresentou uma correlacao forte,
positiva e direta com a DHAR e uma correlacdo forte, negativa e inversamente
proporcional com SOD, GST e GPX. A DHAR apresentou correlacao forte, negativa e
inversamente proporcional com SOD, CAT e GPX. A SOD apresentou apenas
correlacéo forte, positiva e direta com CAT e GST. A CAT teve uma correlagéo forte,
positiva e direta com GST e uma correlacdo forte, negativa e inversamente
proporcional com a MDHAR. A GST também, apresentou uma correlagdo forte,
negativa e inversamente proporcional com a MDHAR. A MDHAR e a GR
apresentaram correlagao forte, positiva e direta, apenas com a APX. E a GPX, apenas
com a CAT (Tabela 13).
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As Unicas enzimas que apresentaram apenas uma correlacao forte, positiva e
direta foram a APX, DHAR e CAT. E a SOD, MDHAR e GPX. No entanto, a GST foi a
Unica que apresentou uma correlacao forte positiva e negativa, quando comparadas
as outras enzimas. As enzimas APX e CAT séo capazes de decompor o peroxido de
hidrogénio, a DHAR € uma enzima do ciclo da ascorbato-glutationa responsavel pela
producdo de ascorbato, substrato que utilizado pela APX na decomposicdo do
peroxido. A SOD, realiza a dismutacao do superdxido em peréxido de hidrogénio, um
composto menos toxico para a célula. A GPX atua na decomposicao de peroxido de
hidrogénio em agua e a MDHAR possui um papel importante no ciclo do ascorbato-
glutationa, na oxidacdo do NADPH + H* e formacé&o de ascorbato. A GST pode atuar
na desintoxicagdo de compostos xenobidticos ou atuar como peroxidase na
decomposicdo do peroxido de hidrogénio (GUPTA et al., 2010; HASANUZZAMAN et
al., 2012; SHARMA et al., 2012; GALLE et al., 2019; HU et al., 2019; ROHMAN et al.,
2019).

Tabela 13 - Correlacao de Pearson entre os dados das enzimas antioxidantes das sementes da cultivar
BRS 149 Nordestina de R. communis. Glutationa S-transferase (GST), Monodehidro ascorbato
redutase (MDHAR), Superédxido dismutase (SOD), Glutationa redutase (GR), Catalase (CAT),
Glutaiona peroxidase (GPX), Ascorbato peroxidase (APX), Dehidroascorbato redutase (DHAR).

APX DHAR SOD CAT GST MDHAR GR GPX
APX 1 0.93204 -0.70207 -0.42431 -0.62404 0.15927 -0.53771 -0.84596
DHAR 1.02E-01 1 -0.62501 -0.19765 -0.34658 -0.18426 -0.59521 -0.98043

SOD 0.01092 0.02977 1 0.85322 0.79885 -0.44278 -0.21105 0.59411
CAT 0.16921 0.53805 0.00042 1 0.93364 -0.83088 -0.49307 0.11374
GST 0.03010 0.26975 0.00183 9.06E-02 1 -0.85302 -0.18225 0.21080
MDHAR 0.6210 0.56646 0.14944 0.00081 0.00042 1 0.44360 0.32959
GR 0.07137 0.04118 0.51025 0.10335 0.57077 0.14859 1 0.54350
GPX 0.00052 2.19E-04 0.04165 0.72487 0.51077 0.29547 0.06779 1

4. CONCLUSAO

A melhor condicdo para testar a germinacdo das sementes da cultivar BRS 149
Nordestina e com 0 uso de sementes escarificadas, principalmente pelo fato de existir

uma dorméncia tegumentar nestas sementes.

As sementes da cultivar BRS 149 Nordestina, mesmo ap0s envelhecimento natural,

se mostraram viaveis para uso.
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Apesar do aumento da umidade das sementes nao ser significativo, o EA se
mostrasse como um teste quando as sementes ja estdo envelhecidas naturalmente,

como é o caso do lote da cultivar BRS 149 Nordestina.

O EA gera aumento na condutividade elétrica e reducdo do pH do exsudato das
sementes, comprovando a existéncia de danos de membrana gerados apos o

envelhecimento.

A viabilidade das sementes envelhecidas naturalmente, ap0s o teste de

envelhecimento acelerado reduz em cerca de cinquenta por cento.

A peroxidacao lipidica das sementes aumenta apds o EA, sendo identificado o
aumento de MDA nas sementes tanto na condicdo de semente inteira como em

embrido.

A atividade da SOD, APX, DHAR apresentaram alteracéo significativa nas sementes
inteiras e em embrido apos o EA. A SOD aumentou significativamente na semente
apos o EA e a APX e DHAR apresentou reducao significativa. No entanto, em embrido
a SOD, APX, DHAR apresentaram reducéao significativa apos EA. Ja MDHAR, GR e
GST, apresentou alteracdo significativa apenas em embrido apds o EA, na MDHAR

ocorreu um aumento significativo, na GR e GST reducéo significativa.

A GST ndo € uma enzima interessante para avaliar sementes envelhecidas

naturalmente que foram submetidas a EA.

As enzimas SOD, APX, DHAR podem ser consideradas como marcadores

bioguimicos de envelhecimento natural e EA de sementes de R. communis.
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CONSIDERACOES FINAIS

e As sementes da cultivar BRS 188 Paraguacu e BRS 149 Nordestina
apresentam qualidade e viabilidade nas andlises iniciais, permitindo o uso
dessas sementes para as posteriores analises;

e A cultivar BRS 149 Nordestina apresenta uma provavel dorméncia tegumentar,
ao se avaliar as diferentes condi¢cdes de germinacdo, sendo a condicédo de
semente escarificada (SE) a melhor opcéo para a germinacdo das sementes;

e A condicdo de semente inteira (SI) para a cultivar BRS 188 Paraguacu,
apresenta os melhores resultados de parametros da germinacgéo, biometria das
plantulas normais e massa seca das mesmas;

e O efeito do EA é diferente quando € levado em consideracdo sementes jovens
e sementes naturalmente envelhecidas;

e Sementes jovens possuem mecanismo de protecdo eficiente, mesmo apos
acao do EA;

e O efeito do EA na cultivar Paraguacu, causa o aumento da expressao de Varios
genes;

e O acumulo dos oligossacarideos da familia (RFO) foram identificados ap6s EA
na cultivar Paraguacu, o que justifica uma protecdo das sementes por efeito
vitreo;

e A cultivar BRS 149 Nordestina apresenta um efeito mais drastico, quando é
avaliado as suas respostas fisioldgicas, quando se compara a condicao
controle e apos o EA;

e O aumento da condutividade elétrica € comum para ambas as cultivares
Paraguacu e Nordestina. No entanto, a cultivar BRS 149 Nordestina apresenta
danos mais severos de membrana que permite a liberacdo de ions que reduz
0 pH;

e A SOD e a DHAR apresentaram ser marcadores bioquimicos nas condic¢des de
semente inteira e embrido, para ambas as cultivares BRS 188 Paraguacu e
BRS 149 Nordestina.
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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
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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

Produgado de R. communis por tonelada Brasil
700
600 >
500
] $: o
400 .
3 oo’ e L
5300 | ¢ T
= 3 k3 e
200 |¢*° * &
MY N o
100 o7 e o %y, '’
g L 6
1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020
Ano (1961-2017)

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).

23



Ricinus communis L.: Sementes, envelhecimento e estresse oxidativo

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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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
proteinas a partir de mRNA
recentemente sintetizados

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

N
s
L)

Fase ll

Fase |

Conteudo de agua

Tempo de embebicao

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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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.

o
lo) R1)J\0H
(o] (o]
)j\ O)ol\ R, lipase OH )]\
R4 0{ JJ\ —_— HO{ + R, OH
0" Rs 3 H,0 OH o
R3JLOH
triacilglicerol glicerol acidos graxos livres

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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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
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Semente em equilibrio

- Proteinas

-

- Material genético

| Atua como mensageiro |

l Mediador
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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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Thamires Soares Ricardo Jesus, Patricia Campos Santos,
Henk Hilhorst, Wilco Ligterink e Luzimar Gonzaga Fernandez

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).
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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.

Iniciagao Propagacao Terminagao

Energizagdo

§

(7}
\ LH Alcoois
OH'
Cetonas
ERO o ’ .
‘ 2 L / Esteres
L» LOO. LOOH ~nG o | | Aldeidos

m

HO H20

MDA
Malonaldeido

OWOH

—N

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

Antioxidantes

Néo enzimatico cj_t> Enzimatico

- Ascorbato - Superoéxido dismutase

- 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.
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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.
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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
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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)
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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.

70



Enzimas antioxidantes

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

Danos celular:
danos a membrana,
baixo funcionamento

das organelas,
de

eletrélitos, redugéo
do metabolismo,
rompimento das
cromatides, mutagao.

Estresse biético
Estresse abiético

0-»

Peroxissomo

Estresse

Citosol

Morte celular

Sinalizagao molecular

DEFESA Proliferagao celular,
respostas ao estresse
‘ abiético, celular
diferenciagéo,
4 desenvolvimento, morte
Nzo enzimatico Enzimatico celular regulaggo.
Ascorbato, Superodxido dismutase, catalase,
glutationa, tocoferol, ascorbato peroxidase,
alcaldides, monodehidroascorbato redutase,
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.

Morfometria

ah
Curva de embebicao ]

\

Determinagdo do - \
grau de umidade Teste de tetrazolio
) Anilises iniciais ;

@ Determinacéao: UR e TA* ]

Massa de mil
sementes

[

Determinacao da
condutividade elétrica e pH
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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 |

%

Controle Submetidas ao TEA

Anilises que podem ser realizadas

7

Avaliagao das enzimas
Teste de Germinagao ] antioxidantes
Diferentes tecidos e/ou fase
S Extragdo e quantificagao
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Diferentes tecidos e/ou fase

N\
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Diferentes tecidos e/ou fase

Embebigédo das Extragdo RNA e RNA-seq
sementes
Diferentes tecidos e/ou fase de

desenvolvimento

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.

98



Métodos utilizados para andlise de qualidade e envelhecimento de sementes

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.
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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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