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RESUMO

SILVA, Laércio Junio da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2014.
Alteracdes fisiologicas e bioquimicas em sementesJaéropha curcas L. em fungéo

do estadio de maturacdo dos frutos e do armazenament@rientadora: Denise

Cunha Fernandes dos Santos Dias.

A espécielatropha curcad.. se destaca como promissora fonte de matéria-prima para a
producdo de biodiesel e bioquerosene. O sucesso para a exploragcdo comercial dessa
cultura depende da obtencdo de sementes de elevada qualidade fisioldégica. Todavia,
esta espécie carece de pesquisas visando definir estratégias adequadas para a produca
de sementes de alta qualidade. Nesse sentido, sdo escassas as informacdes referentes
conservacdo da qualidade fisiologica das sementes obtidas de frutos em diferentes
estadios de maturacdo durante o armazenamento e também sobre a relacdo entre
viabilidade das sementes, peroxidacéo de lipidios e atuacdo das enzimas do sistema de
defesa antioxidativo. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a qualidade
fisiolégica e investigar a atuagdo das enzimas do sistema de defesa antioxidativo e a
peroxidacao de lipidios durante o armazenamento de semeniesuteasobtidas de

frutos em diferentes estadios de maturacdo. Durante a fase de florescimento das plantas,
diariamente, flores femininas foram etiquetadas no dia da antese. Os frutos foram
colhidos em diferentes estadios de maturagcdo com base na coloracdo externa da casca,
ou seja, amarelo, amarelo-marrom e marrom, aproximadamente aos 60, 70 e 80 dias
apos a antese, respectivamente. As sementes foram extraidas manualmente dos frutos e,
apds secagem natural, foram armazenadas por dezoito meses, em embalagem de papel
Kraft em ambiente de laboratério (23,2 + 2,7 °C; 64 + 11% de UR). Inicialmente e a
cada trés meses, as sementes foram avaliadas quanto ao grau de umidade, germinacéo
primeira contagem de germinacdo, envelhecimento acelerado, teste de frio,
condutividade elétrica, emergéncia e crescimento de plantulas. Além disso, os embrides
das sementes foram avaliados quanto a peroxidacéo de lipidios, contetudo de proteinas e
atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), peroxidase (POX) e peroxidase do
ascorbato (APX). Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema de
parcelas subdivididas, com quatro repeticbes, comparando-se as meédias obtidas para os
estadios de maturacdo pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia. Os dados
obtidos para cada época de avaliacdo foram submetidos a analise de regressédo, com
excecao dos dados bioquimicos, os quais foram expressos pela média + desvio padréo.
N&o foi observada diferenca entre a germinacdo das sementes dos trés estadios de

maturacdo dos frutos durante todo o periodo de armazenamento. Houve reducdo da



qualidade fisiolégica das sementes, com queda na germinacdo e no vigor,
principalmente a partir de nove meses de armazenamento. As sementes extraidas de
frutos com coloragéo da casca amarela e amarelo-marrom sdo mais vigorosas e mantém
por maior periodo de tempo a qualidade fisiolégica. Além disso, houve reducédo no
conteudo de proteina e na atividade das enzimas do sistema de defesa antioxidativo no
embrido das sementes dos trés estadios de maturacdo, com exce¢do da SOD. Nao foi
observada relacdo entre a reducdo da viabilidade das sementes e a peroxidacao de
lipidios.
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ABSTRACT

SILVA, Laércio Junio da, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May, 2014.
Physiological and biochemical changes idatropha curcas L. seeds as a function of

fruit maturation stage and storage. Adviser: Denise Cunha Fernandes dos Santos
Dias.

Jatropha curcad.. species has been listed as a promising source of raw material for
biodiesel and bio-jet fuels production. The success of the commercial exploration of that
culture depends on obtaining seeds with high physiological quality. However, this
species lacks researchs to define appropriate strategies for the production of high quality
seeds. In this sense, there is little information relating to the conservation of the
physiological quality of the seeds obtained from fruits at different maturation stages
during storage and also about the relationship between seed viability, lipid peroxidation
and activity of antioxidant enzymes. Thus, the aim of this study was to evaluate the
physiological quality and investigate the activities of enzymes of the antioxidant
defense system and the lipid peroxidation during storagke ofircasseeds obtained

from fruits at different maturation stages. At the flowering, daily, female flowers were
taggedat anthesis. Fruits were collected at different maturity stages based on external
color, i.e., yellow, yellow-brown and brown, about 60, 70 and 80 days after anthesis,
respectively. The seeds were manually extracted from the fruits and after natural drying,
were packing in Kraft paper bag and stored for 18 moatlaboratory environment

(23.2 £ 2.7 °C; 64 £ 11% of RH). Initially and every three months, the seeds were
evaluated for moisture content, germination, first count of germination, accelerated
aging, cold test, electrical conductivity, emergence and seedling growth. In addition, the
embryos of the seeds were evaluated for lipid peroxidation, protein content, and activity
of superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POX) and ascorbate peroxidase (APX).
The experiment was conducted in a completely randomized design with four
replications with the treatments arranged in split plots. The means obtained for the
maturity stages were compared by Tukey t&5(.05). The data obtained for the
period of storage were subjected to regression analysis, with the exception of
biochemical data, which were expressed as mean + standard deviation. No difference
between the germination of the three fruit maturation stages during the storage period
was observed. There was reduction in seed physiological quality, with decrease in
germination and vigor, especially after nine months of storage. The seeds extracted from
yellow and yellow-brown fruits are the most vigorous and hold the physiological quality

for a longer period. Furthermore, there was reduction in protein content and antioxidant

Xii



enzymes activity of the seed embryo of the three maturity stages, with the exception of
SOD. No relationship between reduced seed viability and lipid peroxidation was
observed.
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INTRODUCAO GERAL

Existe uma grande diversidade de oleaginosas com potencial para serem
utilizadas na producdo de biodiesel e bioquerosene. Dentre estas, destaca-se a espécie
Jatropha curcasL., popularmente conhecida como pinhdo manso, que apresenta
sementes com elevado teor de 6leo, de excelente qualidade para ser usado na producao
de biodiesel (Tiwari et al., 200Dias, 2011). A utilizacdo do 6leo obtido das sementes
de J. curcaspara a queima em motores de combustdo interna, em substituicdo aos
combustiveis fosseis, favorece a diminuicdo da emissdo de gases do efeito estufa
(Openshaw, 2000; Jongschaap et al., 2007).

A propagacédo dé. curcaspode ser feita por sementes ou estacas (Openshaw,
2000; Kumar e Sharma, 2008). A propagacdo por sementes resulta em maior
longevidade das plantas e maior resisténcia as doencas e a seca, 0 que pode ser atribuidc
ao maior aprofundamento do sistema radicular das plantas quando propagadas por
sementes (Kumar e Sharma, 2008).

A implantacéo de cultivos de curcas como opcao de desenvolvimento de novas
areas agricolas, depende, principalmente, do desenvolvimento de tecnologias adequadas
de producgédo, que envolvem o uso de insumos e a adocdo de sistemas de producao
eficientes. Um fator importante é o uso de sementes de materiais selecionados com
elevada pureza, germinacao e vigor, uma vez que atualmente a propagacao da espécie é
feita principalmente por sementes. Todavia, esta espécie carece de estudos basicos sobre
0 seu cultivo e, sobretudo, de pesquisas visando definir estratégias adequadas para a
producdo de sementes de alta qualidade.

Um dos problemas relacionados a obtencédo de semenlesuteasde elevada
gualidade refere-se a desuniformidade de maturacdo dos frutos (Silip et al., 2010).
Geralmente sdo encontrados na mesma planta, ou até mesmo na mesma inflorescéncia,
frutos em diferentes estadios de desenvolvimento, 0 que exige varias colheitas
(Saturnino et al., 2005), dificultando e onerando a colheita das sementes no ponto de
maturidade ideal (Silva et al., 2011).

Os resultados de pesquisas relacionados a maturacdo das sementes dessa espéci
tém apontado a coloragdo dos frutos como parametro para determinacdo do ponto de
colheita, sendo indicada a colheita das sementes quando os frutos apresentam coloracéo
amarela (Kaushik, 2003; Sowmya et al, 2012; Pessoa et al., 2012; Silva et al., 2012); ou
amarelo-marrom (Dantas et al., 2010; Silva et al., 012



As sementes podem ser semeadas logo apds a colheita ou entdo armazenadas
para posterior semeadura. A qualidade fisiolégica das sementes logo apos a colheita esta
entre os fatores que tém influéncia no seu potencial de armazenamento. No entanto, sao
escassas as informacdes sobre a relacdo entre estadio de maturacdo dos frutos por
ocasido da colheita e a conservacdo da qualidade das semeniesuteas no
armazenamento.

Durante o armazenamento, as sementes estdo sujeitas ao processo de
deterioracéo, que acarreta alteracdes degenerativas como a desestabilizag@ladka ati
de enzimas e a desestruturacdo e perda de integridade do sistema de membranas
celulares (McDonald, 1999).

Assim, a perda de viabilidade das sementes é o resultado da soma de eventos
deteriorativos que ocorrem nas sementes durante o armazenamento. O modelo proposto
por Wilson e McDonald (1986) para o envelhecimento das sementes ortodoxas, destaca
que a peroxidacao de lipidios, resultante da formacao de radicas livres, seria a causa
primaria do envelhecimento e da perda de viabilidade das sementes durante o
armazenamento, o0 que explica a alta sensibilidade das sementes oleaginosas a
deterioracéo.

O mecanismo exato da perda de viabilidade das sementes ainda ndo esta
definido (McDonald,1999), porém a formacdo de radicais livres e a consequente
peroxidacdo de lipidios sdo consideradas as principais causas da deterioracdo das
sementes (Wilson e McDonald, 1986; Bailly, 2004; Bailly et al., 2008

A formacé&o de radicais livres nas células ocorre em diferentes compartimentos
celulares, através da respiracdo e da atividade de enzimas oxidativas (BaillyA2004).
mitocdndrias sdo uma das principais fontes de espécies reativas de oxigénio, que sao
moléculas resultantes da reducédo do oxigénio molecular com consequente formacéo de
produtos toxicos, como o radical superéxide’Qadical hidroxila (OF) e o perdxido
de hidrogénio (kO») (Bailly et al., 2008). A cadeia de transporte de elétrons pode gerar
0 anion superoxido, que posteriormente da origem.@n (oller, 2001). Além disso,
0S peroxissomos sdo também possiveis fontes de espécies reativas de oxigénio, como o
anion superoxido (Corpas et al., 2001). Os glioxissomos, um tipo de peroxissomo,
presentes em sementes oleaginosas, atuam na mobilizacio da reserva lipidica. E nessa
organela que ocorre [@oxidacdo e o ciclo de glioxilato, que convertem lipidios em
acucares, sendo que duranfe@xidacao é produzidod®. (Corpas et al., 2001).

As espécies reativas de oxigénio sdo moléculas altamente reativas e sé&o

responsaveis pela peroxidacdo dos lipidios. Essa reacao € iniciada pelo ataque dessas
2



moléculas sobre uma dupla ligacdo de um &acido graxo e resulta na remocao de um
atomo de hidrogénio (Bailly, 2004). Em condi¢cdes aerobicas, o radical de carbono,
resultante da captacdo do hidrogénio, é estabilizado por oxigénio e produz um radical
peréxido (ROQ, que € capaz de remover um atomo de hidrogénio da cadeia de outro
acido graxo para formar um hidroperoxido de lipidio (LOOH). Esses compostos se
decompdem em etano e varios aldeidos insaturados que sao citotéxicos (Hendry, 1993).

Os lipidios, tanto os fosfolipidios de membranas quanto os triacilglicerideos
armazenados como reserva, se destacam como 0s componentes das sementes mais
suscetiveis ao processo de degradacdo. Muitos &acidos graxos poli-insaturados
encontrados nas sementes sdo altamente sensiveis a peroxidagdo, que resulta na
degradacdo desses lipidios e na formacdo de produtos toxicos (Bailly, 2004). A
peroxidacao de lipidios e os produtos resultantes desse processo, ou seja, peroxidos e
aldeidos, levam a desnaturacdo do DNA, inibem os processos de traducéo e transcricao
e reagem com grupos amino terminais livres de proteinas (reagdo amino-carbonil)
(Hendry, 1993). Essa reacao inativa enzimas e reduz a disponibilidade da reserva
proteica necessaria para a germinacdo das sementes. Esses danos sdo responsaveis pe
gueda no vigor e na germinacdo e por consequéncia, pela perda da viabilidade das
sementes.

O principal dano relacionado a degradacdo dos lipidios resulta na perda de
integridade das membranas celulares (Apel e Hirt, 2004). As membranas sdo muito
suscetiveis a peroxidacdo mediada pelo ataque de radicas livres. A peroxidacdo dos
lipidios que comp8em as membranas exerce influéncia na viscosidade, permeabilidade e
na sua funcédo celular. Como exemplo, ocorre queda na atividade respiratéria associada
a peroxidacao dos lipidios da membrana mitocondrial, 0 que leva a perda de vigor das
sementes (Ferguson et al., 1990).

O produto final da peroxidagéo de lipidios é o hidroperoxido de lipidio (ROOH),
do qual é formado aldeido, incluindo o malonaldeido (MDA). Assim, a determinacéo do
contetdo de MDA é um método comumente usado para determinacdo da peroxidagéo
de lipidios (Goel e Sheoran, 2003).

A aquisicdo de um sistema antioxidativo eficiente contra as espécies reativas de
oxigénio (ROS) esta relacionada com o aumento na germinagdo e no potencial de
armazenamento das sementes (Bailly, 2004). Dentre as enzimas removedoras de
radicais livres presentes nas sementes, McDonald (1999) aponta como sendo as

principais a catalase, a peroxidase e a superoxido dismutase.



A enzima superéxido dismutase, que pode ser mitocondrial, citosélica ou
cloroplastidica, dismuta o radical superéxido a peréxido de hidrogénio e oxigénio
(Bowler et al., 1992). O peréxido de hidrogénio é eliminado pela acdo da catalase, que
esta presente em glioxissomos e peroxissomos (Willekens et al., 1995). O ciclo do
ascorbato/glutationa também pode eliminar parte oy HNesse ciclo estdo envolvidas
as enzimas peroxidase do ascorbato (APX), monodehidroascorbato redutase (MDAR),
dehidroascorbato redutase (DHAR) e glutationa redutase (GR). As enzimas desse ciclo,
que estdo presentes nos cloroplastos, citoplasmas, mitocéndria, peroxissomos e no
apoplasto (Mittler, 2002), participam da regeneracédo de poderosos antioxidantes, como
0 4cido ascorbico, a glutationa reduzidacetocoferol.

Existem poucos estudos referentes a peroxidacdo de lipidios e atuacdo das
enzimas do sistema de defesa antioxidativo durante o armazenamento de sendentes de
curcas (Oliveira, 2013. Além disso, sdo escassas as informacoes referentes ao potencial
de armazenamento das sementes obtidas de frutos em diferentes estadios de maturacac
(Santoso et al., 2012)

Assim, o objetivo do presente trabalho foi o de monitorar a qualidade
fisiologica, a atividade de enzimas do sistema de defesa antioxidativo e a peroxidacao
de lipidios em sementes de curcas recém-colhidas e armazenadas por 18 meses,

obtidas de frutos em diferentes estadios de maturacao.
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CAPITULO |

QUALIDADE FISIOLOGICA E CONSERVACAO DE SEMENTES DE Jatropha
curcas L. OBTIDAS DE FRUTOS EM DIFERENTES ESTADIOS DE
MATURACAO

RESUMO

A espéciedatropha curcasL. se destaca como promissora fonte de matéria-
prima para a producao de biegil e bioquerosene. O sucesso da exploracdo comercial
dessa cultura depende da obtencédo de sementes de elevada qualidade fisioldgica, o que
esta associado a colheita em momento adequado. Porém, as informacdes referentes a
qualidade fisiologica das sementes em funcdo do estadio de maturacdo dos frutos
durante o armazenamento ainda séo escassas. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito do estaddio de maturacdo dos frutos na qualidade fisioldégica das
sementes dd. curcasdurante o armazenamento. Assim, sementes foram extraidas de
frutos colhidos em trés estadios de maturacdo com base na coloracdo externa da casca,
ou seja, amarelo, amarelo-marrom e marrom (frutos secos). Em seguida, foram secas
naturalmente até atingirem grau de umidade de aproximadamente 8%. As sementes
foram entdo armazenadas por 18 meses, em sacos de papel Kraft, em ambiente de
laboratorio (23,2 £ 2,7 °C; 64 = 11% de UR). Inicialmente e a cada trés meses, as
sementes foram avaliadas quanto ao grau de umidade, germinacéo, primeira contagem
de germinacdo, envelhecimento acelerado, teste de frio, condutividade elétrica,
emergéncia e crescimento de plantulas. Houve reducdo da qualidade fisiol6gica das
sementes durante o armazenamento, com queda ha germinacdo € no vigor,
principalmente a partir de nove meses de armazenamento. As sementes extraidas de
frutos com coloracéo externa da casca amarela e amarelo-marrom sdo mais vigorosas e

podem ser armazenadas por até nove meses sem perda da qualidade fisiologica.



ABSTRACT

Physiological quality and conservation ofJatropha curcas L. seeds obtained from
fruits at different maturation stages

Jatropha curcad.. species has been listed as a promising source of raw material
for the production of biodiesel and bio-jet fuels. The success of the commercial
exploration of that culture depends on obtaining seeds with high physiological quality,
which is associated with harvest at the appropriated tihogever, the information
related to seed physiological quality as a function of the fruit maturation stage during
storage is scarcelThus, the aim of this study was to evaluate the effect of fruit
maturation stage in the physiological qualityJofcurcasseeds during storagBruits
were collected at different maturity stages based on external color, i.e., yellow, yellow-
brown and brown (dry fruits). After extraction, the seeds were dried naturally until
achieve moisture content of approximately 8%. The seeds wereddacKraft paper
bag and stored for 18 monthslaboratory environment (23.2 + 2.7 °C; 64 + 11% of
RH). Initially and every three months, the seeds were evaluated for moisture content,
germination, first count of germination, accelerated aging, cold test, electrical
conductivity, emergence and seedling growth. There was reduction in seed
physiological quality, with decrease in germination and vigor, especially after nine
months of storage. The seeds extracted from yellow and yellow-brown fruits are the

most vigorous and maintain the physiological quality for a longer period.

INTRODUCAO

A espécielatropha curcad.., popularmente conhecida como pinhdo manso, se
destaca como promissora fonte de matéria-prima para a producdo de biediesel
apresenta sementes com elevado teor de 6leo (cerca de 38%) (Tiwari et al., 2007; Dias,
2011). Alem disso, a utilizacdo do 6leo obtido das sementésalecaspara a queima
em motores de combustao interna favorece a diminuicdo da emissao de gases do efeito
estufa, em substituicdo aos combustiveis fosseis (Openshaw, 2000; Jongschaap et al.,
2007).

A planta del. curcaspossui crescimento indeterminado. Assim, o florescimento

é irregular e sdo encontrados em uma mesma planta frutos em diferentes estadios de



maturacao (Silip et al., 2010), sendo necessarias varias colheitas (Saturnino et al.,
2005), o que dificulta e onera esse processo.

As sementes dd. curcas apresentam elevada qualidade quando atingem a
maturidade fisiologica (Silva et al., 2011). No entanto, devido a dificuldade de
monitorar o seu processo de maturacdo, a coloracdo externa dos frutos tem sido
utilizada como parametro para determinacao do ponto de colheita das sementes.

Em geral, a colheita dos frutos é realizada quando estes apresentam coloracéo
externa da casca amarela (Kaushik, 2003; Pessoa et al., 2012; Silva et al., 2012;
Sowmya et al, 2012) ou amarelo-marrom (Dantas et al., 2010; Silva et al., 2012). Estes
dois estadios sdo os mais indicados para a obtencdo de sementes de elevada qualidade
fisiologica.

Apoés colhidas, as sementes podem ser semeadas ou entdo armazenadas para
posterior semeadura. A qualidade fisiologica das sementes logo apés a colheita esta
entre os fatores que tém influéncia na sua longevidade e no seu potencial de
armazenamento. Segundo Morais (2008), as sementes). deurcas quando
armazenadas com boa qualidade inicial, mantém a viabilidade por até oito meses, porém
a conservacdo das sementes também € afetada pelas condicbes de armazenamento
Assim, Pereira et al. (2013) recomendam que as sementes dercas sejam
armazenadas em camara fria (5 °C), em sacos de papel Kraft ou polipropileno trangado;
ou em tambor de papeldo, em ambiente sem controle de temperatura e umidade.
Segundo Oliveira (2013), o armazenamento das semenlesueas quando realizado
em ambiente que possua controle térmico, como sala refrigerada (20 °C) e camara fria
(10 °C), em conjunto com embalagem adequada (saco plastico), propicia a manutencdo
da viabilidade e do vigor a niveis aceitaveis por um periodo minimo de 12 meses.

No entanto, apesar de existirem alguns trabalhos definindo as melhores
condi¢cdes para o armazenamento das sementds cercas(Worang et al., 2008;
Guzman e Aquino, 2009; Pinto Jr, et al., 2012; Oliveira, 2013; Pereira et al., 2013), sdo
escassas as informacdes sobre a relacdo entre estadio de maturacdo dos frutos por
ocasiao da colheita e conservacdo da qualidade das sementes durante o armazenamento
Nesse sentido, Santoso et al. (2012), avaliou a germinacdo de semehtesirdas
obtidas de frutos em diferentes estagios de maturacdo, durante seis meses e encontraram
maior potencial de armazenamento para sementes obtidas de frutos colhidos nos
estadios amarelo e amarelo-marrom, comparadas as sementes extraidas de frutos verdes

e frutos secos.
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Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do estadio de
maturacdo dos frutos na qualidade fisioldgica das sement&scdecasarmazenadas
por 18 meses.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Pesquisa em Sementes, do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa. Para tanto, fditos de
curcas foram colhidos em area de producdo comercial localizada no municipio de
Vicosa, Minas Gerais. Durante a fase de florescimento das plantas, diariamente, flores
femininas foram etiquetadas no dia da antese até a obtencdo de numero suficiente de
frutos.

Os frutos foram colhidos em diferentes estadios de maturacdo com base na
coloracdo externa da casca, ou seja, amarelo, amarelo-marrom e completamente marrom
(frutos secos), aproximadamente aos 60, 70 e 80 dias ap0s a antese, respectivamente. As
sementes de cada estadio de maturacdo foram extraidas manualmente dos frutos e
colocadas para secar naturalmente em ambiente de laboratério até atingirem grau de
umidade compativel com o armazenamento, em torno de 8%. Em seguida, as sementes
foram acondicionadas em sacos de papel Kraft e permaneceram armazenadas em
ambiente de laboratorio (23,2 + 2,7 °C; 64 + 11% de UR) pelos periodos de 0, 3, 6, 9,
12, 15 e 18 meses. Apés cada periodo de armazenamento, foram conduzidos os

seguintes testes e determinacgdes:
Grau de umidade
Foi utilizado o método da estufa, a 105 + 3 °C, por 24 h (Brasil, 2009). Foram

utilizadas quatro repeticdes de aproximadamente 10g de sementes cada. Os resultados

foram expressos em porcentagem.

Germinacao

Foram utilizadas oito repeticdes de 25 sementes distribuidas em rolo de papel
toalha umedecido com quantidade de agua equivalente a 2,7 vezes o0 peso de substrato

seco. Os rolos foram mantidos em germinador a 25 °C e as avaliagcdes da porcentagem
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de plantulas normais foram realizadas aos 7 e 12 dias ap0s a semeadura (Oliveira,
2009).

Primeira contagem de germinacao

Foi conduzido juntamente ao teste de germinagdo. O resultado consistiu na
percentagem de plantulas normais obtidas aos sete dias apds a semeadura.

Envelhecimento acelerado

Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes cada, que foram distribuidas
em camada Unica sobre bandeja de tela metélica dentro de caigerbipg Cada caixa
continha ao fundo 40 mL de agua destilada. As caixas foram tampadas, para se obter
100% de UR em seu interior, e mantidas em BOD a 42 °C por 48 horas (Oliveira et al.,
2014). Apos esse periodo, as sementes foram submetidas ao teste de germinagdo. O

resultado consistiu na porcentagem de plantulas normais aos sete dias apos a semeadura.

Teste de frio

Foi conduzido com oito repeticbes de 25 sementes cada. As sementes foram
distribuidas sobre duas folhas de papel toalha e cobertas com uma fina camada de terra.
Em seguida, foram cobertas com uma terceira folha de papel, sendo confeccionados os
rolos que foram mantidos em incubadora tipo BOD a 10 °C por nove dias. ApOs esse
periodo, os rolos foram transferidos para germinador a 25 °C, por cinco dias, e, em

seguida, determinou-se a porcentagem de plantulas normais.

Condutividade elétrica

Quatro repeticdes de 25 sementes foram pesadas e colocadas em copos plasticos
contendo 75 mL de agua destilada (ISTA, 1995). Em seguida, o conjunto foi mantido
em BOD a 25 °C, durante 24 horas. Apos esse periodo, foi feita a determinacdo da
condutividade elétrica em condutivimetro modelo Digmed DM-31. Os resultados foram

expressos emS cmi! g! de sementes.
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Emergéncia de plantulas

Quatro repeticdes de 25 sementes foram semeadas em substrato composto por
terra e areia, na proporcao de 2:1, em bandejas de poliestireno com capacidade para 1,5
litro, em casa de vegetacdo. O substrato foi inicialmente umedecido até atingir 60% da
capacidade de retencdo de agua e irrigado diariamente. Foram feitas avaliacdes diarias
do numero de plantulas emergidas até os 21 dias ap0s a semeadura, ou seja, tempo
suficiente para a estabilizacdo da contagem. Nas contagens, foram consideradas
emergidas as plantulas que se encontravam com os cotilédones acima da superficie do
substrato. O resultado consistiu ha porcentagem de plantulas emergidas aos 21 dias apos

a semeadura.

Crescimento de plantulas

Aos 21 dias apés a semeadura no teste de emergéncia, as plantulas obtidas foram
removidas do substrato e lavadas em agua corrente. Em seguida, foi determinado o
comprimento total de cada plantula com auxilio de régua graduada. Para determinacao
da massa seca, as plantulas foram levadas para estufa de circulagdo de ar forgada,
regulada a 70 °C, onde permaneceram até atingirem peso constante. Em seguida, foram
pesadas em balanca analitica com precisédo de 0,001g. Os dados de comprimento foram

expressos em cm plantiia os de massa seca em mg plartula

Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em
esquema de parcelas subdivididas, com quatro repeticées. Os estadios de maturacéo dos
frutos foram alocados nas parcelas e as épocas de avaliacdo nas subparcelas. Os dado:
foram submetidos a andlise de variancia. As médias obtidas para os estadios de
maturacdo dos frutos, em cada época de analise, foram comparadas pelo teste de Tukey
(P < 0,05). Para cada estadio de maturacdo, os dados obtidos nas épocas de avaliacdo
foram submetidos a analise de regressao. As estimativas dos parametros da regressao

foram analisadas pelo testd’t< 0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes dé curcasforam armazenadas com grau de umidade proximo de
8,0%, apds o processo de secagem natural. Durante o armazenamento, houve pequena
variacdo nos valores de teor de agua das sementes dos trés estadios de maturacéo do:
frutos, sendo observado pequeno aumento até os doze meses de armazenamento,

seguido de ligeira reducéo a partir dessa época (Figura 1).
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Figura 1. Grau de umidade de semented. aeircascolhidas em diferentes estadios de
maturacdo dos frutos em funcédo do periodo de armazenamemto ( Maem;
Amarelo-marrom;"¥— Amarelo).

A conservacdo das sementes durante o armazenamento esta intimamente
relacionada ao seu teor de agua, sendo que este parametro interfere na composi¢cao
guimica e na velocidade das atividades metabdlicas das sementes (Almeida et al., 2002),
sendo que elevados teores de agua contribui para a rapida perda do vigor das sementes
de J. curcas dependendo das condi¢cdes de armazenamento (Moncaleano-Escandon et
al.,, 2013). Segundo Joker e Jepsen (2003), as sementds alecas podem ser
armazenadas por pelo menos um ano, desde que apresentem baixo grau de umidade,

entre 5 a 10%. Resultados obtidos por Worang et al. (2008), sugerem que teores de agua
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entre 7,9 e 8,4% sao considerados seguros para 0 armazenamento de sementes dess:
espécie sob condicao natural (média de 26,5 °C e 72% de UR).

De acordo com Joker e Jepsen (2003), as sementés algcasapresentam
comportamento ortodoxo, ou seja, sao tolerantes a dessecacdo. Durante o
armazenamento em condicfes nado controladas, a umidade dessas sementes fica em
equilibrio com a umidade do ambiente, devido a sua higroscopicidade (Zonta et al.,
2011), e sofre interferéncia da temperatura e da permeabilidade da embalagem (Pinto Jr,
2012). Assim, a ligeira variagdo no teor de agua das sementes observada nesse
experimento pode ser atribuida a variacdo das condicbes de umidade relativa e
temperatura do ambiente. Contudo, os valores observados se mantiveram dentro dos
limites considerados adequados para a conservagdo das sementes. Além disso, em geral,
o grau de umidade das sementes nao diferiu entre os estadios de maturacdo dos frutos
(Tabela 1).

Tabela 1. Grau de umidade (%) de sementek darcasdurante o armazenamento em

funcao do estadio de maturacao dos frutos.

Armazenamento (meses)

Estadio 0 3 6 9 12 15 18 Médias

Marrom 782a 850a 834a 959a 9,76a 8,68a 8,0la 8,67
Amarelo-marrom 8,41a 8,49a 852a 893b 9,76a 890a 8,16a 8,74

Amarelo 799a 844a 842a 8,74b 953a 9,27a 8,14a 8,64

Médias 807 848 842 909 968 895 8,10

CV (%) 2,85

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste d Ruk&p).

Silva et al. (2012) n&o observaram diferenca na germinacéo, avaliada logo apés
a colheita, de sementes obtidas de frutos nos estadios amarelo, amarelo-marrom e
marrom. Porém, Dranski et al. (2010) observaram reducdo na germinagdo com o
processo de senescéncia dos frutos, ou seja, a germinacdo das sementes de frutos
colhidos secos foi menor do que a das sementes de frutos amarelos e amarelo-marrons.

No presente trabalho, observa-se que houve um ligeiro aumento nos valores de
germinacao (Figura 2) e de primeira contagem de germinacao (Figura 3) das sementes
obtidas de frutos marrom e amarelo-marrom até o0s nove primeiros meses de
armazenamento, o que pode ser atribuido a reducéo da proporcao de sementes duras até
essa epoca de avaliacdo, que inicialmente era de 5% e 8%, e foi reduzida p&f4,2% e

para os estadios marrom e amarelo-marrom, respectivamenteas®@ementes de

15



frutos amarelos, os valores iniciais obtidos foram praticamente mantidos até o nono més
de armazenamento.

A partir do nono més de armazenamento, observa-se reducdo tanto na
germinagdo como na primeira contagem de germinacdo das sementes dos trés estadios
de maturacdo dos frutos (Figuras 1 e 2). Para Pereira et al. (2013), a partir de nove
meses de armazenamento foi possivel detectar, de modo mais evidente, diferengas entre
a qualidade fisiologica de sementesJdeurcasarmazenadas sob diferentes condi¢ées
de ambiente e embalagens. Sementes. daircasapresentando 89% de germinacéo
foram armazenadas em condi¢cdo de ambiente (média de 26,5 °C e 72% de UR) em saco
plastico, ocorrendo reducéo para 75% e 53%, apds um e seis meses de armazenamento,
respectivamente (Worang et al., 2008). J& Guzman e Aquino (2009) observaram perda
total da germinacédo das sementes.daurcasarmazenadas por 12 meses em condicdes
ndo controladas.

Aos 18 meses de armazenamento, observou-se reducao de 25, 30 e 29 pontos
percentuais na germinacdo das sementes dos estadios marrom, amarelo-marrom e
amarelo, respectivamente, em relacdo aos valores observados no inicio do
armazenamento (Figura 2).

Os dados de primeira contagem de germinacao evidenciam a reducao no vigor
das sementes, com queda na velocidade de germinagdo ao longo do armazenamento.
Esse processo esta relacionado ao processo de deterioracdo relatado por Delouche e
Baskin (1973).
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Figura 2. Germinacdo de sementesJdecurcascolhidas em diferentes estadios de
maturacdo dos frutos em funcdo do periodo de armazenamdamto ( Maoem;

Amarelo-marrom;"¥— Amarelo).
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Figura 3. Primeira contagem do teste de germinacéo de semegdtesudeascolhidas
em diferentes estadios de maturacdo dos frutos em funcdo do periodo de
armazenamento®— MarromO— Amarelo-marron¥—  Amarelo).
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Ao longo de todo o periodo de armazenamento, as sementes extraidas dos frutos
nos trés estadios de maturacdo néo diferiram entre si quanto a germinacéo (Tabela 2) e
primeira contagem de germinagéo (Tabela 3). Estes resultados diferiram dos obtidos por
Santoso et al. (2012), que observaram maior porcentagem de germinagao para sementes
de frutos amarelos e amarelo-marrons comparados aquelas obtidas de frutos marrons
(secos), ja a partir do primeiro més de armazenamento, porém com as sementes

armazenadas em sacos plasticos.

Tabela 2. Germinacédo (%) de sementesldeurcasdurante 0 armazenamento em

funcdo do estadio de maturagéo dos frutos.

Armazenamento (meses)

Estadio 0O 3 6 9 12 15 18 Medias

Marrom 87a 88a 91a 95a 8la 77a 62a 83
Amarelo-marrom 88a 89a 94a 93a 89a 85a 58a 85

Amarelo 93a 94a 949a 88a 82a 86a 64a 86

Médias 89 90 93 92 84 83 61

CV (%) 6,59

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste P RUXOp).

Tabela 3. Primeira contagem do teste de germinacao (%) de semertesudeas

durante o armazenamento em funcéo do estadio de maturacéo dos frutos.

Armazenamento (meses)

Estadio O 3 6 9 12 15 18 Meédias

Marrom 8ba 87a 86a 91a 84a 70a 60a 80
Amarelo-marrom 87a 85a 91a 89a 88a 73a 5la 80

Amarelo 92a 89a 91a 8a 78a 74a b54a 80

Médias 88 87 89 88 83 72 55

CV (%) 7,93

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste d Fuke%).

Também pelos resultados do teste de envelhecimento acelerado (Figura 4),
verifica-se um ligeiro aumento nos valores obtidos até o terceiro més de
armazenamento, com reducdo mais expressiva do vigor a partir do 9°emés d
armazenamento, independente do estaddio de maturacdo do fruto, conforme também
observado nos testes de germinacéo (Figura 2) e primeira contagem (Figura 3). Esses
resultados estdo de acordo com os obtidos por Oliveira (2013), que observou queda
linear da germinacdo no teste de envelhecimento acelerado das sementesrcas

armazenadas por um ano em condi¢cdes ambientes (média de 23 °C e 75% de UR).
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Figura 4. Germinacdo de sementesldeurcasno teste de envelhecimento acelerado
colhidas em diferentes estadios de maturacdo dos frutos em funcdo do periodo de

armazenamento@®— MarromOo— Amarelo-marron¥—  Amarelo).

Ao comparar os estadios de maturacdo dos frutos (Tabela 4), diferenca
significativa foi observada apenas aos 18 meses de armazenamento, com maior vigor

para as sementes extraidas de frutos amarelos em relagédo as obtidas de frutos marrons.

Tabela 4. Germinacdo (%) de sementesJdecurcasno teste de envelhecimento

acelerado durante o armazenamento em fun¢éo do estadio de maturacao dos frutos.

Armazenamento (meses)

Estadio o 3 6 9 12 15 18 Meédias

Marrom 85a 83a 85a 89a 84a 66a 38b 76
Amarelo-marrom 78a 88a 91a 94a 80a 70a 47ab 78

Amarelo 86a 87a 94a 86a 76a 73a 49a 79

Médias 83 86 90 90 80 70 44

CV (%) 3,89

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste d@ Ruk®p].

Pelo teste de frio (Figura 5), houve reducgdao linear do vigor das sementes obtidas
de frutos amarelo e amarelo-marrom ao longo do armazenamento. J4 para as sementes
de frutos marrons, observa-se reducdo no vigor apenas a partir do nono més de
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armazenamento. Reducdo da germinacao pelo teste de frio em semehtesrrdas
armazenadas nas mesmas condigcbes do presente trabalho também foi observada por
outros autores (Pereira et al., 2013; Oliveira, 2013), evidenciando a reduc¢ao do vigor
das sementes devido ao processo de deterioracdo durante o armazenamento.

Observa-se menor vigor para as sementes obtidas de frutos amarelos aos 9 e 12
meses de armazenamento (Tabela 5). Porém, com a queda expressiva no vigor das
sementes essa diferenca ndo foi mantida. No final do periodo de armazenamento, ou
seja, aos 18 meses, foi observado maior valor de germinacdo no teste de frio para as
sementes extraidas de frutos amarelo-marrons, valor que nao diferiu do obtido para as
sementes extraidas dos frutos amarelos.

100 -

S
S
(]
©
9
7]
(]
= ~
(o]
‘v
201 —e— y=61,60714 + 2,43452% - 0,2877GRE = 0,95; .
—0— y=78,83929 - 2,60119%; & 0,75;
v y=71,52679 -2,68155*; R= 0,78;
0 T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18

Periodo de armazenamento (meses)

Figura 5. Germinagdo de sementesldeurcasno teste de frio colhidas em diferentes

estadios de maturacdo dos frutos durante o armazename®to ( MatCem;
Amarelo-marrom;—%— Amarelo).
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Tabela 5. Germinaca@o) de sementes dé. curcasno teste de frio durante o

armazenamento em funcéo do estadio de maturacéo dos frutos.

Armazenamento (meses)

Estadio o 3 6 9 12 15 18 Médias

Marrom 60a 72a 60a 65a 50a 28a 15b 50
Amarelo-marrom 68a 74a 67a 74a 44ab 32a 30a 55

Amarelo 58a 78a 64a 42b 35b 32a 23ab 47

Médias 62 74 64 60 43 31 23

CV (%) 9,28

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste d@ TUk©p).

Houve aumento dos valores de condutividade elétrica com o aumento do periodo
de armazenamento das sementes para os trés estadios de maturacédo dos frutos (Figura
6). O aumento da condutividade elétrica esta associado ao acumulo de alteracdes
deletérias nas membranas celulares decorrentes do processo de deterioracdo das
sementes ao longo do armazenamento (Basra et al., 2000; Moncaleano-Escandon et al.,
2013). Assim, o teste de condutividade elétrica pode identificar alteracdes fisioldgicas e
bioguimicas e esta relacionado com alteracdo ou perda de integridade do sistema de
membranas celulares (Delouche e Baskin, 1973). Baixos valores de condutividade
elétrica estdo relacionados a maior organizacdo das membranas celulares e,
consequentemente, ao maior vigor das sementes.

Aumento nos valores de condutividade elétrica das semendesuleascom o
armazenamento também foi observado por outros autores (Chaves et al., 2012; Oliveira,
2013), evidenciando a perda da integridade do sistema de membranas celulares devido
ao processo de deterioracdo das sementes (Delouche e Baskin, 1973) e, em
consequéncia, a perda da qualidade fisiol6gica. Assim, a reducéo na germinacao (Figura
1) e no vigor das sementes decurcas(Figuras 2, 3 e 4) acompanhou 0 aumento nos
valores de condutividade elétrica (Figura 6).
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Figura 6. Condutividade elétrica de sementesJdeurcas colhidas em diferentes
estadios de maturacdo dos frutos em funcdo do periodo de armazenar@ento (

Marrom; —O— Amarelo-marront-¥— Amarelo).

Como pode ser observado na Tabela 6, em todas as épocas de avaliacéao,
menores valores de condutividade foram obtidos para sementes extraidas de frutos
amarelos, indicando maior vigor em relacdo as demais, enquanto menor vigor foi
observado nas sementes de frutos marrons. Silva et al. (2012) verificaram menor
condutividade elétrica nas sementes recém-colhidas, obtidas de frutos amarelos, em

comparacao com as de frutos amarelo-marrons e nsarron

Tabela 6. Condutividade elétricag cm! g') de sementes d& curcasdurante o

armazenamento em funcéo do estadio de maturacéo dos frutos.

Armazenamento (meses)
0 3 6 9 12 15 18 Médias

Estadio

Marrom 115,47 a 121,65a 126,45a 129,46 a 123,88 a 126,94 a 152,88a 128,10

An’:;‘?r‘:g'r?] 8958b 9224b 9532b 101,53b 93,69b 10427b 120,05b 9953

Amarelo 73,63c 75,67c 86,0lc 9247c 84,83c 90,78c 103,48c 86,70

Médias 92,89 96,52 102,59 107,82 100,80 107,33 125,47

CV (%) 2,07

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste ¢ RUk©p).
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Houve reducédo na porcentagem de emergéncia de plantulas com o decorrer do
periodo de armazenamento (Figura 7). Esta queda foi menos acentuada para as sementes
extraidas de frutos amarelos, o que evidencia reducdo mais lenta no vigor dessas
sementes em comparacdo com as sementes dos demais estadios de maturacao.

100

80 1

60 -

40 ~

Emergéncia (%)

20 -

¥=281,96429 - 2,45238*; R= 0,75;
y=80,74107 - 1,8125*x; R= 0,66;
y-=76,58929 - 1,19643*x; &= 0,38;
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Figura 7. Emergéncia de plantulas oriundas de sementds clercas colhidas em
diferentes estadios de maturacdo dos frutos em funcdo do periodo de armazenamento
(—®@—Marrom;—O— Amarelo-marront-¥— Amarelo).

Pela Tabela 7, ao se comparar os trés estadios de maturacdo, observam-se
diferencas na emergéncia das plantulas apenas aos trés e 12 meses de armazenamentc
Aos trés meses de armazenamento, foram obtidos maiores valores de emergéncia para
as sementes extraidas de frutos de coloracdo externa marrom e amarelo-marrom,
enguanto aos 12 meses de armazenamento, as sementes extraidas de frutos amarelo:

apresentaram maior percentagem de emergéncia de plantulas.
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Tabela 7. Emergéncia (%) de plantulas oriundas de sementkscdecasdurante o

armazenamento em funcéo do estadio de maturacéo dos frutos.

Estadio Armazenamento (meses) Médias
0 3 6 9 12 15 18
Marrom 84a 76a 59a 72a 38c 53a 38a 60
Amarelo-marrom 83a 75ab 58a 80a 54b 55a 47a 64
Amarelo 88a 62b 56a 74a 68a 63a 50a 66
Médias 85 71 58 75 53 57 45
CV (%) 7,58

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste d€ EuUkOp).

Segundo Windauer et al. (2012), a germinacdo das semeniesuteasreduz
progressivamente em temperaturas acima e abaixo de 25 °C. Assim, 0os menores valores
de emergéncia observados aos trés e seis meses de armazenamento (Tabela 7) estac
relacionados a reducdo da temperatura minima dentro da casa de vegetacdo nessas
épocas de avaliacdo, que foi em média 14,1 °C e 15,7 °C, aos trés e seis meses,
respectivamente (dados ndo apresentados). Esses valores estdo proximos da temperature
basal estabelecida por Windauer et al. (2012) para a germinacdo das semdntes de
curcas ou seja, 14,4 °C,

Os dados de comprimento e massa seca de plantulas em funcdo do periodo de
armazenamento estdo apresentados nas Figuras 8 e 9, respectivamente. Apesar de teren
sido observadas diferencas entre os valores obtidos para esses dados durante o periodc
de armazenamento, ndo foi possivel ajustar nenhum modelo. A reducdo do vigor das
sementes, durante o armazenamento, geralmente provoca redu¢ao do comprimento e da
massa seca das plantulas (Azevedo et al., 2003; Mohammadi et al., 2011). Porém, Fanan
et al. (2009), durante o armazenamento de sementes de mamona, também nao
observaram reducdo do crescimento das plantulas, enquanto Machado et al. (2010)
observaram aumento no comprimento e na massa seca das plantulas dessa espécie.
Segundo esses autores, a obtencdo de plantulas maiores durante o armazenamento €
resultado da reducdo da dorméncia das sementes, propiciando uma germinacdo mais
rapida e uniforme. No presente trabalho, a variagcdo na massa seca e no comprimento
das plantulas pode estar relacionada as diferencas de temperatura dentro da casa de
vegetacdo em cada época de avaliacdo, como citado anteriormente.
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Figura 9. Massa seca de plantulas Jdecurcasoriundas de sementes colhidas em
diferentes estadios de maturagcdo dos frutos em funcdo do periodo de armazenamento
(—@—Marrom;—O— Amarelo-marront-¥— Amarelo).
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Quando comparados os estadios de maturacao dos frutos (Tabelas 8 e 9), apesar
de verificadas algumas diferencas entre os estadios, inicialmente as sementes extraidas
de frutos amarelos apresentaram maior comprimento e maior massa seca de plantula,
resultados que estédo de acordo com os obtidos por Sowmya et al. (2012). Porém, com o
decorrer do armazenamento, observou-se variacdo dos resultados, sendo que para as
sementes de frutos no estaddio amarelo houve tendéncia de menor comprimento de

plantulas, o que ndo ocorreu para a massa seca de plantula.

Tabela 8. Comprimento de plantulas (cm plantulde J. curcasoriundas de sementes

submetidas ao armazenamento em fung¢éo do estadio de maturagéo dos frutos.

Armazenamento (meses)
0 3 6 9 12 15 18 Médias
Marrom 18,65ab 20,56a 16,26ab 20,42a 21,93a 21,08a 19,35a 19,75

Amarelo- 1683 1932ab 17,94a 21,38a 19,66b 19,73a 1923a 19,16
marrom

Amarelo 19,03a 18,02b 1553b 20,63a 19,02b 1994a 17,12b 18,47
Médias 18,17 19,30 16,58 20,81 20,20 20,25 18,56
CV (%) 3,68

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste d& Ruk&p).

Estadio

Tabela 9. Massa seca de plantulas (mg plaftuda J. curcasoriundas de semerste

submetias ao armazenamento em funcéo do estadio de maturacéo dos frutos.

Armazenamento (meses)

o
stadio ——, 3 6 9 12 15 18 Médias

Marrom 397,54 ab 422,47 a 341,07 b 498,81 a 462,13 a 413,18 a 425,88a 423,01

Aﬁf;?{g'r‘r’] 370,87b 381,3la 42439a 51520a 496,78a 42299a 395,74a 429,61

Amarelo 451,42 a 406,55a 435,60a 497,86 a 480,09 a 433,78 a 385,76 a 441,58

Médias 406,61 403,44 400,35 503,96 479,67 423,31 402,46

CV (%) 5,81

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste dB Euk©p).

Em sintese, verifica-se que houve redugcédo na germinacdo das semehtes de
curcasa partir do nono més de armazenamento, independente do estadio de maturagéo
do fruto (Figura 2). Porém, néo foi observada diferenca significativa entre a germinagao
das sementes dos trés estadios de maturacdo dos frutos ao longo de todo o periodo de
armazenamento (Tabela 2). Ao se avaliar o vigor das sementes, verifica-se redugao para
todos os estadios de maturacdo dos frutos, principalmente a partir dos nove meses de

armazenamento, como evidenciado pelos testes de primeira contagem de germinacgéo
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(Figura 3), envelhecimento acelerado (Figura 4) e teste de frio para sementes de frutos
marrons (Figura 5).

Comparando-se os diferentes estadios de maturacéo, verifica-se que a queda no
vigor foi menos intensa para as sementes extraidas de frutos amarelos e amarelo-
marrons quando comparadas as sementes obtidas de frutos marrons, o que ficou bem
evidente pelos testes de frio (Tabela 5), condutividade elétrica (Tabela 6) e emergéncia

de plantulas (Tabela 7).

CONCLUSOES

As sementes dé& curcaspodem ser armazenadas por até nove meses sem perda
significativa da germinagdo e do vigor, e por até 12 meses mantendo elevada
porcentagem de germinacao, porém com queda no vigor.

As sementes extraidas de frutos com coloracdo externa da casca amarela e
amarelo-marrom sao mais vigorosas e mantém por maior periodo de tempo a qualidade

fisiolégica, comparadas as sementes extraidas de frutos marrons, ou seja, frutos secos.
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CAPITULO I

PEROXIDACAO DE LIPIDIOS E ATIVIDADE DE ENZIMAS
ANTIOXIDATIVAS DURANTE O ARMAZENAMENTO DE SEMENTES DE
Jatropha curcas L. OBTIDAS DE FRUTOS EM DIFERENTES ESTADIOS DE
MATURACAO

RESUMO

Sdo escassas as informacdes referentes ao potencial de armazenamento das
sementes déatropha curcad.. obtidas de frutos em diferentes estadios de maturacéo e
referentes a relacdo entre viabilidade das sementes, peroxidagéo de lipidios e atuacao
das enzimas do sistema de defesa antioxidativo durante o armazenamento. Assim, o
objetivo desse trabalho foi investigar a atuacdo das enzimas do sistema de defesa
antioxidativo e a peroxidagao de lipidios durante o armazenamento de semehtes de
curcas obtidas de frutos em diferentes estadios de maturacdo. Foram utilizadas
sementes extraidas de frutos colhidos em trés estaddios de maturacdo com base na
coloragéo externa da casca, ou seja, amarelo, amarelo-marrom e marrom (frutos secos).
Em seguida, as sementes foram armazenadas por dezoito meses, em sacos de pape
Kraft em ambiente de laboratorio (23,2 + 2,7 °C; 64 + 11% de UR). Inicialmente e a
cada trés meses, as sementes foram avaliadas quanto a germinacdo, condutividade
elétrica, peroxidacao de lipidios, contetdo de proteinas e atividade das enzimas SOD,
POX e APX no embrido das sementes. As sementes dos trés estadios de maturacdo dos
frutos ndo diferiram quanto & germinacao durante todo o periodo de armazenamento,
sendo observada reducdo da germinacdo a partir de nove meses de armazenamento. A
condutividade elétrica foi maior para as sementes obtidas de frutos marrons e menor
para sementes de frutos amarelos, e esses valores aumentaram durante o armazenament
para todos os estadios de maturacdo. Houve reducdo no contetado de proteina e na
atividade das enzimas do sistema de defesa antioxidativo no embrido das sementes dos
trés estadios de maturacdo, com excecdo da SOD. N&ao foi observada relacdo entre a

reducdo da viabilidade das sementes e a peroxidacao de lipidios.
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ABSTRACT

Lipid peroxidation and antioxidative enzymes activity during storage oflatropha
curcas L. seeds obtained from fruits at different maturation stages

Information relating to the storage potentialJatropha curcad.. seeds from
fruits at different maturation stages and on the relationship between seed viability, lipid
peroxidation and activity of antioxidant enzymes during storage are sd&s, the
aim of this study was to investigate the role of antioxidant enzymes during storage and
lipid peroxidation ofJ. curcasseeds from fruits at different maturation stages. Seeds
extracted from fruits harvested at three maturation stages, i.e., yellow, yellow-brown
and brown (dried fruit), were used. Then the seeds were packed in Kraft paper bag and
storedat laboratory environment (23.2 + 2°C, 64 + 11% of RH) for 18 months.
Initially and every three months, the seeds were evaluated for germination, electric
conductivity and lipid peroxidation, protein content, and SOD, POX and APX enzymes
activity in the seed embryo. The seeds of the three fruit maturation stages did not differ
in germination throughout the storage period. Reduction in germination was observed
after nine months of storage. The electrical conductivity was higher for seeds from
brown fruits and lower for seeds from yellow fruits, and these values increased during
storage for all fruit maturation stages. There was reduction in protein content and in
antioxidant enzymes activity in the embryo of seeds of the three maturation stages, with
the exception for SOD. No relationship between reduction of seed viability and lipid

peroxidation was observed.

INTRODUC AO

As sementes ddatropha curcasL., popularmente conhecido como pinh&o
manso, possuem elevado teor de Oleo, cerca de 38%. Essa espécie é considerada
promissora fonte de matéria prima para a producdo de biodiesel, ja que o dleo presente
em suas sementes apresenta elevada qualidade e € adequado para ser utilizado na
producdo desse biocombustivel (Tiwari et al., 20Dias, 2011). Assim, a espécie
curcas se apresenta como uma alternativa sustentavel ao substituir os combustiveis
fosseis e contribuir para a reducdo da emissdo de gases do efeito estufa (Openshaw,
2000; Jongschaap et al., 2007).
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A planta de J. curcas possui crescimento indeterminado, apresentando
desuniformidade de florescimento, sendo encontrados na mesma planta, ou até mesmo
na mesma inflorescéncia, frutos em diferentes estadios de maturacao (Silip et al., 2010).
Assim, a indicacdo do momento de colheita dos frutos visando a obtencdo de sementes
com elevada qualidade fisiologica tem sido feita de acordo com a coloracdo externa dos
frutos, sendo mais indicados para a colheita das sementes, os frutos com coloracao da
casca amarela ou amarelo-marrom (Kaushik, 2003; Pessoa et al., 2012; Silva et al.,
2012; Sowmya et al, 2012).

Sementes oleaginosas, como asl.deurcas sdo mais propensas a deterioracéo
durante o armazenamento (McDonald, 1999), o que reduz a sua longevidade. Existem
varios mecanismos envolvidos na perda da viabilidade das sementes durante o
armazenamento, entre eles, a peroxidacdo de lipidios, a inativacdo de enzimas ou
degradacdo de proteinas, o rompimento de membranas celulares e a perda da
integridade do DNA (Smith e Berjak, 1995; Walters, 1998; McDonald, 1999).

Apesar de o mecanismo exato responsavel pela perda de viabilidade das
sementes ainda ndo estar completamente entendido (McDonald,1999), a formacéo de
radicais livres e a consequente peroxidacdo de lipidios, aliadas a habilidade das
sementes em remover esses radicais, sdo consideradas as principais causas da
deterioragéo das sementes (Wilson e McDonald, 1986; Hendry, 1993; Bailly, 2004).

A peroxidacdo de lipidios é um processo que ocorre em cadeia, sendo
desencadeada pelo ataque de radicais livres as duplas ligacbes de acidos graxos
insaturados (Wilson e McDolnald, 1986), sendo responséavel pela degradacdo dos
lipidios presentes nas membranas celulares ou armazenados como reserva pelas
sementes. Em funcédo desse processo, ha reducdo da sua disponibilidade como reserva
mobilizavel para o crescimento das plantulas e também pode levar ao acumulo de
derivados téxicos nas sementes, 0 que gera estresse oxidativo e leva a perda de
viabilidade das sementes (Hendry, 1993; McDonald, 1999).

O produto final da peroxidacao de lipidios é o hidroperdxido de lipidio (ROOH),

a partir do qual é formado aldeido, incluindo o malonaldeido (MDA). Assim, a
determinagcdo do conteudo de MDA é um método comumente usado para a
determinacao da peroxidacgéo de lipidios (Sung e Jeng, 1994), sendo observado acumulo
desse composto com a redugédo da viabilidade das sementes devido ao pmcesso d
deterioragdo em varias espécies como amendoim (Sung e Jeng, 1994), soja (Sharma et
al., 2013), girassol (Kibinza et al., 2006), algodao (Goel et al., 2003) e trigo (Lehner et

al., 2008).
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Os radicais livres, responsaveis pela peroxidacdo de lipidios, sdo moléculas
resultantes da reducdo do oxigénio molecular com consequente formacéo de produtos
téxicos (Ballly et al., 2008). Varias formas de radicais livres sdo encontradas em tecidos
vivos, entre eles, o anion superoxido {2 peroxido de hidrogénio ¢8.) e o radical
hidroxila (*OH), cada um com capacidade diferente em causar danos as células
(McDonald, 1999; Mittler, 2002). As reacOes de estresse oxidativo que ocorrem nas
células das plantas estédo ligadas a formacéo desses radicais.

Assim, a aquisicdo de um sistema antioxidativo eficiente contra as espécies
reativas de oxigénio, durante o desenvolvimento das sementes, esta relacionado com o
aumento na sua germinagao e no seu potencial de armazenamento (Bailly, 2004). Dentre
as enzimas removedoras de radicais livres presentes nas sementes, destacam-se &
superdxido dismutase (SOD), peroxidase do ascorbato (APX), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPX) e peroxiredoxina (PrxR) (Mittler, 2004).

A superdxido dismutase, que pode ser mitocondrial, citosélica ou
cloroplastidica, dismuta o radical superéxido a peréxido de hidrogénio e oxigénio
(Bowler et al., 1992). O peroxido de hidrogénio € eliminado pela acdo da catalase, que
esta presente em glioxissomos e peroxissomos (Willekens et al., 1995). O ciclo do
ascorbato/glutationa também pode eliminar parte iy HNesse ciclo estao envolvidas
as enzimas peroxidase do ascorbato (APX), monodehidroascorbato redutase (MDAR),
dehidroascorbato redutase (DHAR) e glutationa redutase (GR). As enzimas desse ciclo,
gue estdo presentes nos cloroplastos, citoplasmas, mitocéndria, peroxissomos e no
apoplasto (Mittler, 2002), participam da regeneracédo de poderosos antioxidantes, como
0 acido ascorbico, a glutationa reduzida e-tocoferol. Em alguns trabalhos com
sementes oleaginosas, como exemplo algodao (Goel et al., 2003; Goel e Sheoran, 2003
Freitas et al., 2004), soja (Sung e Chiu, 1995), amendoim (Sung, 1996) e girassol
(Kibinza et al., 2006) é observada reducdo na atividade dessas enzimas durante o
processo de deterioracdo das sementes. Esse fato contribui para o decréscimo no vigor e
na germinacgdo, devido a ineficiéncia na eliminagdo dos radicais livres, o que leva a
peroxidacéo dos lipidios e, por fim, a perda da viabilidade das sementes.

Os estudos referentes a peroxidacao de lipidios e atuacdo das enzimas do sistema
de defesa antioxidativo durante o armazenamento de semeniesuteasainda sao
escassos (Oliveira, 2013). Ha também poucas informacdes referentes ao potencial de
armazenamento das sementes obtidas de frutos em diferentes estadios de maturacao
(Santoso et al., 2012).
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Assim, o objetivo do presente trabalho foi investigar a atuacdo das enzimas do
sistema de defesa antioxidativo, SOD, POX e APX, e a peroxidacdo de lipidios,
avaliada pelo conteudo de MDA no embrido, durante o armazenamento de sementes de

J. curcasobtidas de frutos em diferentes estadios de maturacéo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Pesquisa em Sementes,
pertencente ao Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigcosa. Para
tanto, frutos de). curcasforam colhidos em area de producdo comercial localizada no
municipio de Vicosa, Minas Gerais. Durante a fase de florescimento das plantas,
diariamente, flores femininas foram etiquetadas no dia da antese até a oblencéo
namero suficiente de frutos.

Os frutos foram colhidos em diferentes estadios de maturacdo com base na
coloracdo externa da casca, ou seja, amarelo, amarelo-marrom e completamente marrom
(frutos secos), o que correspondeu a aproximadamente 60, 70 e 80 dias ap0s a antese,
respectivamente. As sementes de cada estadio de maturacdo foram extraidas
manualmente dos frutos e colocadas para secar naturalmente até atingirem grau de
umidade compativel com o armazenamento, em torno de 8%. Em seguida, as sementes
foram acondicionadas em sacos de papel Kraft e permaneceram armazenadas em
ambiente de laboratério (23,2 + 2,7 °C; 64 + 11% de UR) pelos periodos de 0, 3, 6, 9,

12, 15 e 18 meses. Em cada época foram realizados os seguintes testes e determinacdes:
Germinacao

Foram utilizadas oito repeticbes de 25 sementes distribuidas em rolo de papel
toalha umedecido com quantidade de agua equivalente a 2,7 vezes o0 peso de substrato

seco. Os rolos foram mantidos em germinador a 25 °C e as avalia¢gdes da porcentagem

de plantulas normais foram realizadas aos 7 e 12 dias ap0s a semeadura.
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Condutividade elétrica

A condutividade elétrica foi determinada pelo método da condutividade de
massa (ISTA, 1995). Assim, quatro repeticbes de 25 sementes foram pesadas e
colocadas em copos plasticos contendo 75 mL de agua destilada. Em seguida, o
conjunto foi mantido em BOD a 25 °C, durante 24 horas. Apoés esse periodo, foi feita a
determinacdo da condutividade elétrica em condutivimetro modelo Digmed DM-31. Os

resultados foram expressos gt cm! g de sementes.

Avaliacado da peroxidacéo de lipidios

O contetdo de MDA foi determinado pela reacé@o do &cido tiobarbitdrico (TBA)
(Heath e Packer, 1968). Amostras de 0,2 g de embrides isolados foram homogeneizadas
com 2 mL de é&cido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) e o homogeneizado foi
centrifugado a 12.000 xg por 15 min. Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi
adicionada a 1,5mL de TBA 0,5% (p/v) e TCA 20%. A mistura foi incubada em agua
fervente por 30 min. e, entdo, imediatamente resfriada em banho de gelo. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 10.000 xg durante 10 min. A absorbancia da amostra
foi lida nos comprimentos de onda de 532 nm e 600 nm em espectrofotometro modelo
Thermo Scientifi€¥ UV-Vis Genesys 105. A peroxidacgéo de lipidios foi expressa como
conteido de MDA em nmolgde massa fresca, utilizando-se coeficiente de extingéo

molar de 155 mMcm?.

Extracdo e determinacéo da atividade enzimatica

Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos pela homogeneizacdo de quatro
repeticdes de 300 mg de eixos embrionérios em nitrogénio liquido, seguida da adi¢éo de
2 mL do meio de extracdo, constituido de tampéao fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8,
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico
(PMSF) 1 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1 % (p/v) (Peixoto et al., 1999). O

homogeneizado foi centrifugado a 12.000 g, por 15 min, a 4 °C.
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Determinacédo da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade SOD foi determinada pela adicdo deuBGdo extrato enzimatico
bruto a 2,97 mL de meio de reagdo constituido de tampéao fosfato de soédio 50 mM, pH
7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazdlio (NBT)W,%EDTA 0,1 mM
e riboflavina 2uM (Del Longo et al., 1993). A reacado foi conduzida a 25 °C, numa
camara de reacdo sob iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W, mantida no
interior de uma caixa coberta com papel aluminio. Apés 5 min de exposicéo a luz, a
iluminacéo foi interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorreducédo do NBT,
foi medida pela absorbancia a 560 nm. O valor da absorvancia de um meio de reacdo
exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro por igual periodo, serviu como
branco e foi subtraido da leitura da amostra que recebeu iluminacao (Giannopolitis e
Ries, 1977). A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro modelo
Thermo Scientifi€™ UV-Vis Genesys 105. Uma unidade de SOD foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT
(Beauchamp e Fridovich, 1971).

Determinacéo da atividade da enzima peroxidase (POX, EC 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi determinada pela adicdo deullO@o extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reacdo, constituido de tampéao fosfato de potassio
25 mM, pH 6,8, guaiacol 20 mM ex8> 20 mM (Kar e Mishra, 1976). A producéo de
purpurogalina foi determinada pelo incremento da absorbancia a 420 nm, a 25 °C,
durante o primeiro minuto de reacdo. A leitura da absorbéncia foi realizada em
espectrofotdbmetro modelo Thermo ScientlficUV-Vis Genesys 105. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,4mM

1 (Chance e Maehley, 1955) e expressaueml mint mg? proteina.

Determinacédo da atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX, EC1.11.1.11)

A atividade da APX foi determinada pela adicdo de 100 do extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reagao constituido de tampé&o fosfato de potassio
50 mM, pH 7,8, acido ascérbico 0,25 mM, EDTA 0,1 mM gOH0,3 mM. O

decréscimo na absorbancia a 210 nm, a 25 °C, foi determinado durante o primeiro
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minuto de reacdo. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro modelo
Thermo Scientifit UV-Vis Genesys 105. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar 2,8 tam? (Nakano e Asada, 1981), e 0

resultado foi expresso epmol min! mg? proteina.

Determinacédo de proteinas

Os teores de proteinas dos extratos enzimaticos foram determinados pelo método
de Bradford (1976), utilizando BSA como padréo. Q0o extrato enzimatico foram
adicionados a 1 mL do reagente de Bradford, seguido de agitacdo. Apds 20 minutos, foi
realizada a leitura da absorbéancia da amostra em espectrofotometro modelo Thermo
Scientific™ UV-Vis Genesys 105 no comprimento de onda de 595 nm.

Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em
esquema de parcelas subdivididas, com quatro repeticdes. Os estadios de maturacdo dos
frutos foram alocados nas parcelas e as épocas de avaliacdo nas subparcelas. Os dado:
foram submetidos a analise de variancia. Os dados obtidos para os periodos de
armazenamento foram apresentados pelas médias + desvio padrdo. As médias obtidas
para os estadios de maturacdo dos frutos, em cada época de andlise, foram comparadas
pelo teste de Tukey(< 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No inicio do armazenamento, as sementesl.deurcas dos trés estadios de
maturacdo, apresentaram valores de germinacdo maiores que 87% (Figura 1). As
sementes obtidas de frutos marrons e amarelo-marrons apresentaram ligeiro aumento na
porcentagem de germinacao até os nove meses de armazenamento, 0 que esta associad
a reducdo da dorméncia dessas sementes nos primeiros meses de armazenamento.
Principalmente a partir dos nove meses de armazenamento, foi observada redugcao nos

valores de germinacdo das sementes dos trés estadios de maturacao dos frutos.
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Figura 1. Germinacédo de sementes) deurcas obtidas de frutos em diferentes estadios

de maturacdo, em funcéo do periodo de armazenamento.

Apesar da reducéo da viabilidade das sementes observada a partir de nove meses
de armazenamento, os valores de germinacdo obtidos no presente trabalho foram
superiores aos obtidos em outros trabalhos para periodos menores de armazenamento, 0
gue pode ser atribuido a qualidade inicial dessas sementes, que foram armazenadas apods
serem colhidas e apresentandongeacdo acima de 87% (Figuralhssim, para
sementes del. curcas inicialmente com 80% de germinagdo, armazenadas em
condi¢cdes ambientais (26 + 3 °C; 55 + 12 % UR), Chaves et al. (2012) concluiram que a
gualidade fisiologica das sementes € comprometida a partir do sexto més de
armazenamento. Pereira et al. (2013) verificaram que sementes com germinacao inicial
de 86%, apresentaram 76% de germinacdo no 6° més de armazenamento, enquanto
Guzman e Aquino (2009) observaram perda total da germinacdo de dois lotes, com
germinacao inicial de 94% e 80%, ap0s 12 meses de armazenamento.

Incialmente e ao longo de todo o periodo de armazenamento, as sementes
extraidas dos frutos nos trés estadios de maturacdo ndo diferiram entre si quanto a

porcentagem de germinacéo (Tabela 1).
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Tabela 1. Germinacdo (%) de sementesl.deurcas durante o armazenamento, em

funcéo do estadio de maturagéo dos frutos.

Armazenamento (meses)

Estadio 0O 3 6 9 12 15 18 Medias

Marrom 87a 88a 91a 95a 8la 77a 62a 83
Amarelo-marrom 88a 89a 94a 93a 89a 85a 58a 85

Amarelo 93a 94a 94a 88a 82a 86a 64a 86

Médias 89 90 93 92 84 83 61

CV (%) 6,59

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste d Ruk@p).

Houve aumento dos valores de condutividade elétrica com o0 aumento do periodo
de armazenamento das sementes para os trés estadios de maturacédo dos frutos (Figura
2). Este aumento foi mais evidente aos 18 meses de armazenamento, em todos o0s
estadios de maturacdo. Esse periodo coincidiu com a reducdo mais acentuada da
germinacdo das sementes, ou seja, aos 18 meses de armazenamento houve queda de 1-
27 e 22 pontos percentuais na germinacdo das sementes, dos frutos nos estadios
marrom, amarelo-marrom e amarelo, respectivamente, em relacdo ao periodo anterior
(Tabela 1). Esses resultados estdo de acordo com a teoria proposta por Delouche e
Baskin (1973), de que a reducao da viabilidade das sementes est4 associada a perda da

integridade do sistema de membranas celulares.
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Figura 2. Condutividade elétrica de sementesJdeurcas obtidas de frutos em
diferentes estadios de maturacao, em funcao do periodo de armazenamento.
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Aumento nos valores de condutividade elétrica das semenfesuaieascom o
amazenamento também foi observado por outros autores (Chaves et al., 2012; Oliveira,
2013), o que evidencia a perda da integridade do sistema de membranas celulares,
associado ao acumulo de alteracdes deletérias decorrentes do processo de deterioracao
das sementes ao longo do armazenamento (Basra et al., 2000; Moncaleano-Escandon et
al., 2013).

Como pode ser observado na Tabela 2, ao longo de todo o periodo de
armazenamento, menores valores de condutividade foram obtidos para sementes
extraidas de frutos amarelos, enquanto os maiores valores foram observados nas
sementes obtidas de frutos marrons. Esses dados sugerem que nas sementes obtidas d
frutos marrons (secos) ja houve inicio o processo de deterioracdo. Segundo Delouche e
Baskin (1973), o evento inicial que caracteriza o processo de deterioracdo das sementes,
que se instala a partir da maturidade fisiolégica, € a degeneracdo das membranas

celulares.

Tabela 2. Condutividade elétricag cm! g') de sementes d& curcas durante o

armazenamento, em funcéo do estadio de maturacéo dos frutos.

Armazenamento (meses)
0 3 6 9 12 15 18 Médias

Estadio

Marrom 11547 a 121,65a 126,45a 129,46 a 123,88a 126,94 a 152,88a 128,10

Ar:]n;rrfr'r?' 8058b 9224b 9532b 10153b 9369b 10427b 12005b 9953

Amarelo 73,63c 75,67c 86,01lc 9247c 84,83c 90,78c 103,48c 86,70

Médias 92,89 96,52 102,59 107,82 100,80 107,33 125,47

CV (%) 2,07

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste € RuUkEp).

Na Figura 3, observa-se reducdo dos valores iniciais do conteudo de
malonaldeido (MDA) no embrido das semented.daurcasdurante o armazenamento,
independente do estadio de maturagéo dos frutos, até os nove meses de armazenamento
Aos 12 meses houve aumento no conteudo de MDA, porém, apés esse periodo, houve
reducdo dos valores. Nao houve diferenca no contetdo de MDA das sementes dos trés
estadios, tanto no inicio como no decorrer de todo o periodo de armazenamento (Tabela
3).
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Figura 3. Conteudo de malonaldeido (MDA) no embrido de sementés alecas

obtidas de frutos em estadios de maturacéo, em funcéo do periodo de armazenamento.

Tabela 3. Contetido de malonaldeido (MDA) (nmdlrgassa fresca) no embrido de

sementes dd. curcas durante o armazenamento, em funcao do estadio de maturacdo

dos frutos.
. Armazenamento (meses)
Estadio
0 3 6 9 12 15 18 Médias
Marrom 1489a 12,73a 8,43a 4,46a 9,09a 457a 6,26a 8,63

Amarelo-marrom 16,44 a 11,21a 10,19a 4,88a 9,67a 4,60a 58l1la 8,97
Amarelo 1559a 11,42a 9,08a 5,21a 10,31 a 4,67a 510a 8,77

Médias 15,64 11,79 9,23 4,85 9,69 461 5,72

CV (%) 8,65

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste d Ruk&p).

O acumulo de MDA esta associado a peroxidacéo de lipidios e ao processo de
deterioracdo das sementes, sendo observado em sementes de amendoim (Sung e Jeng
1994), girassol (Kibinza et al., 2006), soja (Sung, 1996), trigo (Lehner et al., 2008) e
algodao (Goel et al., 2003) envelhecidas artificialmente, ou seja, em condicbes de
umidade e temperatura elevadas; e em sementes de soja (Sharma et al., 2013), com o
envelhecimento natural. No entanto, Kibinza et al. (2006) também observaram reducéo
no conteudo de MDA em sementes de girassol armazenadas com baixo teor de agua.

Esses autores demonstraram que durante o envelhecimento acelerado das sementes con
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grau de umidade abaixo de 17,6% e temperatura de 35 °C, a deterioracdo das sementes
ocorreu sem que ocorresse a peroxidacao de lipidios. Por outro lado, nas sementes com
teores de agua acima de 19,9%, nessa mesma temperatura, foi observada reducdo da
viabilidade das sementes aliada ao acumulox@® el de MDA.

No presente trabalho, as semented.daurcasforam armazenadas com grau de
umidade proximo de 8,0%. Durante o armazenamento os teores de agua das sementes
variaram entre 7,5% e 9,6% (dados nao apresentados). Segundo McDonald (1999) e
Walters (1998), a peroxidacgao de lipidios € um processo dependente do teor de umidade
das sementes, ou seja, ocorre por autoxidacdo em valores de umidade abaixo de 6%,
enquanto a producdo de radicais livres por enzimas oxidativas € responsavel pela
peroxidagcdo de lipidios em teores de adgua acima de 14%; entre esses valores de
umidade é provavel que a peroxidacdo de lipidios seja minima porque ha contetdo de
agua suficiente para servir como protecdo contra a autoxidacdo ocasionada pelo ataque
de radicais livres, mas nao suficiente para ativar enzimas oxidativas.

Assim, mesmo ocorrendo aumento da condutividade elétrica das sementes ao
longo do periodo de armazenamento (Figura 2) e reducdo da geminacao (Figura 1), os
dados obtidos para o conteido de MDA no embrido, sugerem gque nas condi¢cdes em que
as sementes foram armazenadas, ou seja, baixo teor de umidade (cerca de 8%) e em
condigbes ambientais (23,2 £ 2,7 °C; 64 £ 11% de UR), a peroxidacdo de lipidios,
avaliada pelo acumulo de MDA, nao ocorreu.

De acordo com os resultados obtidos por Lehner et al. (2008), a reducao da
viabilidade de sementes de trigo com baixo teor de agua, submetidas ao envelhecimento
artificial (30 °C, 75% de UR), ocorreu sem o acumulo de MDA oux@e.HNo entanto,
0s autores ndo excluiram a possibilidade do papel de produtos secundarios, como 0s
radicais livres, aldeidos e hidroperoxidos, produzidos pelas reacfes de autoxidacdo na
deterioracdo das sementes. Assim, no presente trabalho, essa possibilidade também néo
pode ser descartada.

Na Figura 4 e na Tabela 4 estdo apresentados os dados de proteinas totais no
eixo embriondrio das sementes de curcas No inicio do armazenamento foram
observados menores conteudos de proteinas no eixo embrionario das sementes obtidas
de frutos nos estadios de maturagcdo amarelo-marrom e marrom, comparadas as
sementes obtidas de frutos no estaddio amarelo. Em seguida, houve ligeiro aumento
nesses valores aos seis meses de armazenamento, sendo que a partir dessa época hou
reducdo no conteudo de proteinas para esses dois estadios. As sementes obtidas de

frutos amarelos apresentaram maior conteldo de proteina no eixo embrionario em
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relacdo aos demais estadios de maturacdo dos frutos no inicio do armazenamento
(Tabela 4). Em seguida, houve ligeira reducdo nos valores obtidos até os 12 meses de
armazenamento para esse estadio. Em todos os estadios de maturacéo foi observada
reducdo mais expressiva do contetudo de proteinas do eixo embrionario das sementes a
partir de 12 meses de armazenamento, periodo que coincidiu com a reducdo mais

acentuada da germinacao das sementes, como observado na Figura 1.
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Figura 4. Contetdo de proteina no embrido de sementkscdecas obtidas de frutos

em diferentes estadios de maturacdo, em funcdo do periodo de armazenamento.

Tabela 4. Contetido de proteina (mbde massa fres) no embrido de sementes dle

curcas durante o armazenamento, em funcdo do estadio de maturacao dos frutos.

Armazenamento (meses)
0 3 6 9 12 15 18 Médias
Marrom 24,40b 24,28a 28,90a 27,20a 26,85a 24,00a 15,11a 24,39

Amarelo- ., 111 27004 2943a 2447a 27.92a 2267a 17.60a 2521
marrom

Amarelo 35,38a 29,18a 28,28a 26,83a 27,31a 21,78a 17,37a 26,59
Médias 29,07 26,82 28,87 26,16 27,36 22,82 16,69
CV (%) 9,30

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste d@ Ruk&p).

Estadio

Redug&o no conteudo de proteinas do eixo embrionario também foi observada

por Oliveira (2013) em sementes Hecurcasarmazenadas em condigdes semelhantes a
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do presente trabalho. A degradacao de proteinas € um dos mecanismos apontados como
a causa da perda da viabilidade das sementes (Walters, 1998; McDonald, 1999), e tem
como consequéncia a redugcdo ou perda da atividade de enzimas importantes para o
processo germinativo, como as enzimas do sistema de defesa antioxidativo. Além disso,
pode haver reducéo da atividade das enzimas relacionadas a mobilizacdo de reservas, o
gue afeta a germinacéo e o vigor das sementes (Sun e Leopold, 1995).

Comparando-se os estadios de maturacdo dos frutos (Tabela 4), observa-se
maior conteudo de proteinas totais no eixo embrionario das sementes obtidas de frutos
amarelos logo apos a colheita. Com o0 armazenamento os valores obtidos para esse
estadio de maturacao nao diferiram dos observados nos demais estadios.

Durante o armazenamento das sementes houve aumento da atividade da enzima
SOD para os trés estadios de maturacao dos frutos (Figura 5). O aumento na atividade
dessa enzima foi mais acentuado até os nove meses de armazenamento, principalmente
para as sementes extraidas de frutos marrons, seguido por ligeiro decréscimo até os 15
meses de armazenamento e novo aumento apds esse periodo. Estes resultados estdo d
acordo com os obtidos por Oliveira (2013) que observou aumento na atividade da SOD
em sementes dk curcasapds nove meses de armazenamento em condicfes similares

as do presente trabalho.
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Figura 5. Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) de eixos embrionarios de
sementes dé&. curcas obtidas de frutos em diferentes estadios de maturacdo, em funcao

do periodo de armazenamento.
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Cai et al. (2011) observaram aumento da atividade da enzima SOD durante a
germinacao de sementes dlecurcas Segundo esses autores, 0 aumento na atividade
dessa enzima pode ser desencadeado pelo aumento da producdo de espécies reativas d
oxigénio (EROS) ou pode ser uma medida de protecdo adotada pela espécie contra
danos oxidativos. No presente trabalho, houve aumento da atividade da SOD ao longo
do armazenamento das sementes (Figura 5). Esses dados sugerem que esta enzima fol
eficiente na protecédo das células contra as espécies reativas de oxigénio, pois os dados
obtidos para o conteado de MDA (Figura 3) descartam a peroxidacdo de lipidios como
responsavel pela reducdo da viabilidade das sementes. Além disso, foram observados
valores elevados de germinacao até os 12 meses de armazenamento (Figura 1), ou seja,
as sementes se mantiveram viaveis por periodo prolongado, associado ao aumento na
atividade da SOD.

Antes do armazenamento, a atividade da enzima SOD foi de 1,26, 1,05 e 0,78 U
min! mg proteind, para os estddios marrom, amarelo-marrom e amarelo,
respectivamente (Tabela 5). Assim, verifica-se maior atividade dessa enzima no estadio
mais avancado de maturacdo dos frutos, ou seja, frutos marrons (secos) e menor valor
para o estadio amarelo, ou seja, proximo do ponto de maturidade fisiol6gica das
sementes, definido por Silva et al. (2011).

Tabela 5. Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) (& mint de proteina)
de eixos embrionarios de sementesldeurcas durante o armazenamento, em funcao

do estadio de maturacao dos frutos.

Armazenamento (mesg

Estadio 0 3 6 9 12 15 18 Médias

Marrom 126a 1,82a 1,70a 2,26b 1,82a 1,76a 2,88a 1,93
Amarelo-marrom 1,05ab 1,97a 1,80a 2.64a 1,72a 1,77a 2,38b 1,91

Amarelo 0,78b 1,40b 1,74a 2,02b 1,71a 191a 2,30b 1,70

Médias 1,03 1,73 1,75 231 1,75 181 252

CV (%) 5,77

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste d@ Ruk@®p].

Segundo Martins et al. (2012), a atividade mais intensa da SOD é requerida no
inicio e no final do processo de maturacdo das sementes. Isso é um indicativo de que
sua acgéo na defesa contra a formagéo de radicais livres € principalmente requerida nos

estadios em que as sementes ndo estdo completamente formadas, porém apresentandc
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intenso metabolismo e atividade respiratoria, com consequente formacdo de radicais
livres, e quando j& se iniciou o processo de deterioragcdo. Assim, 0 aumento na atividade
dessa enzima com a senescéncia dos frutos esta associado ao inicio do processo de
deterioracdo das sementes, relatado por Delouche e Baskin (1973), afetando a
integridade do sistema de membranas celulares, como demonstrado pelo teste de
condutividade elétrica (Tabela 2), no qual os maiores valores foram obtidos para
sementes extraidas de frutos marrons e 0os menores para sementes extraidas de frutos
amarelos.

Houve reducdo na atividade da enzima peroxidase (POX) durante o
armazenamento das sementesldeurcasdos trés estadios de maturacao dos frutos,
sendo que apds nove meses de armazenamento ndo foi detectada a atividade dessa
enzima, devido a reducdo da atividade a niveis ndo detectaveis ou a perda total da
atividade da enzima com o processo de deterioracdo (Figura 6). Reducao na atividade da
POX também foi observada por Pallavi et al. (2003) durante o armazenamento de
sementes de girassol e por Goel et al. (2003) em sementes de algoddo envelhecidas
artificialmente.
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Figura 6. Atividade da enzima peroxidase (POX) de eixos embrionarios de sementes de
J. curcas obtidas de frutos em diferentes estadios de maturacdo, em funcdo do periodo

de armazenamento.
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Comparando-se os estadios de maturacdo dos frutos (Tabela 6), foi observado
maior atividade da POX nas sementes extraidas de frutos marrons no inicio do
armazenamento, assim como constatado para a enzima SOD (Tabela 5). Porém, aos tré
meses de armazenamento houve queda acentuada na atividade dessa enzima nas
sementes extraidas dos frutos marrom e amarelo-marrom, observando-se maior
atividade nas sementes obtidas de frutos amarelos. A partir dai, houve reducdo na
atividade da POX em todos os estadios de maturagdo e aos nove meses de
armazenamento, Ultima época em que foi possivel detectar a atividade dessa enzima,

nao ocorreu diferenca entre os estadios de maturacdo dos frutos (Jabela 6

Tabela 6. Atividade da enzima peroxidase (POX) (nmolimmy! de proteina) de
eixos embrionarios de sementesldeurcas em funcéo do periodo de armazenamento,

em funcéo do estadio de maturacéo dos frutos.

Armazenamento (meses)

Estadio 0 3 6 9 12 15 18 Médias

Marrom 585,54a 129,72b 28,65b 47,71a - - - 197,90
Amarelomarom 328,16 b 129,97b 11492 a 10,77a - - - 145,95

Amarelo 373,87 b 310,94a 79,36 ab 25,42a - - - 197,40

Médias 429,19 190,21 74,31 27,96 - - -

CV (%) 13,60

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste d@ Ruk®p).

Houve reducédo da atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) durante o
periodo de armazenamento das sementek dercas(Figura 7). Comparando-se 0s
estadios de maturacdo dos frutos, observa-se maior atividade da APX nas sementes
obtidas de frutos marrons, seguidas pelas obtidas de frutos amarelo-marrons até os trés
meses de armazenamento (Tabela 7). Aos seis meses de armazenamento, houve quede
acentuada na atividade da APX para as sementes obtidas de frutos marrons e amarelo-
marrons, enquanto a atividade dessa enzima nas sementes extraidas de frutos amarelos
apresentou queda gradual até os 12 meses de armazenamento, quando foi reduzida
drasticamente (Figura 7, Tabela 7). Nas sementes dos trés estadios de maturacéo nao foi
detectada a atividade da APX aos 18 meses de armazenamento, devido a reducao da
atividade dessa enzima a niveis ndo detectaveis ou a perda total da atividade devido ao
processo de deterioracdo das sementes. Reducdo na atividade dessa enzima também fo
observada com o envelhecimento natural de sementes de algoddo (Goel e Sheoran,
2003) e soja (Sung e Chiu, 1995).
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Figura 7. Atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) de eixos embrionarios de
sementes dé. curcasobtidas de frutos em diferentes estadios de maturacédo, em funcao

do periodo de armazenamento.

Tabela 7. Atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) (nmdi mift de
proteina) de eixos embrionarios de sementek dercas durante o0 armazenamento, em

funcdo do estadio de maturacéo dos frutos.

Armazenamento (meses)

Estadio 0 3 6 9 12 15 18 Medias

Marrom 42342 a 37687a 8062b 14739a 17.93a 4183a - 18135
Amarelo-marrom 27582 b 304,10b 117,24a 4366c 1550a 2638a - 130,45

Amarelo  104.25c 126,75c 11851a 87,08b 35la 3942a - 79,92

Médias 267.83 26924 10546 9271 1231 3587 -

CV (%) 9.57

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste d@ RuUk®p].

A reducdo na atividade das enzimas relacionadas ao sistema de defesa
antioxidativo esta relacionada ao processo de deterioracdo das sementes, tendo sido
observada para sementes de soja (Sung e Chiu, 1995), algodado (Goel et al., 2003),
amendoim (Sung, 1996) e girassol (Kibinza et al., 2006). No presente trabalho, houve
reducdo na atividade das enzimas POX (Figura 6) e APX (Figura 7). De acordo com
Walters (1998) e McDonald (1999), a reducdo da atividade enzimatica durante o

envelhecimento das sementes é um dos eventos causadores e indicadores da
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deterioracdo. Entretanto, essas enzimas exibem diferentes sensibilidades ao
envelhecimento das sementes dependendo da espécie e das condicdes de
armazenamento (Lehner et al., 2008), como observado para a enzima SOD, no presente
trabalho, para a qual foi observado aumento na atividade enzimatica.

As atividades das enzimas SOD (Tabela 5), POX (Tabela 6) e APX (Tabela 7)
foram maiores nas sementes obtidas de frutos marrons e menores nas sementes
extraidas de frutos amarelos e amarelo-marrons logo apés a colheita das sementes. Em
J. curcas o estadio amarelo-marrom corresponde ao ponto de maturidade fisiologica
das sementes, sendo que estas sementes apresentam elevado teor de agua (52%) (Silv:
et al., 2011). As sementes extraidas de frutos no estadio marrom (secos) apresentaram
teor de 4gua proximo de 18% antes de serem submetidas a secagem natural.

Segundo Leprince at al. (1993), a capacidade das sementes em resistir a
dessecacao pode estar relacionada com a sua capacidade de eliminar as espécies reativa
de oxigénio, a fim de evitar eventos deletérios, tais como a peroxidacdo de lipidios
induzida por agueles compostos. Assim, a maior atividade das enzimas relacionadas ao
sistema de defesa antioxidativo nas sementes obtidas de frutos marrons, ou seja, frutos
secos, pode estar relacionado a producdo de espécies reativas de oxigénio durante o
processo de dessecacdo natural dessas sementes. Além disso, pode estar também
relacionado a protecdo adquirida por essas sementes no final da fase de maturacao,
garantindo a reducdo dos efeitos causados pelo ataque dos radicais livres sobre
compostos essenciais para o metabolismo durante a germinagao. O que foi comprovado
pelo contetdo de MDA no eixo embrionario das sementes deste estadio de maturacao,
que ndo diferiu dos demais (Tabela 3).

CONCLUSOES

Sementes dd. curcascom elevada qualidade inicial podem ser armazenadas
sob condicbes ambientais por até 12 meses, sem reducdo significativa da germinacéo,
independente do estadio de maturacdo em que os frutos foram colhidos.

A deterioracdo das sementes de curcas durante o armazenamento em
condi¢cdes ambientais ocorre sem que haja peroxidacao de lipidios.

A deterioracdo de sementesdeurcasesta associada a altera¢des na atividade
das enzimas do sistema de defesa antioxidativo no embrido das sementes durante o
armazenamento, sendo que ocorre aumento da atividade da SOD e reducao na atividade
das enzimas POX e APX.
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