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RESUMO

Pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma Euphorbiaceae de grande interesse
para a producdo do biodiesel, porém componentes toxicos limitam o uso de suas
sementes. O trabalho objetivou verificar a influéncia da restricdo hidrica no perfil
eletroforético de proteinas durante a embebicdo de sementes de pinhdo-manso.
Foi realizada a caracterizacéo fisiologica de dois lotes de sementes oriundas de
Cafarnaum/BA analisando a germinacdo, peso de mil, biometria e umidade das
sementes. O lote com maior germinacdo foi submetido a restricdo hidrica com
PEG 8000 (-0,8 MPa), mantidas em B.O.D. a 25°C, sem fotoperiodo durante 0, 2,
4, 6, 8, 10, 12 e 14 dias. Eixo-embrionario e endosperma foram separados,
macerados em nitrogénio liquido, adicionados a tampdo fosfato pH 7,5,
centrifugado a 14.000 rpm, 4° C por 15 minutos, para extracdo de proteinas totais
acumuladas nos compartimentos. O sobrenadante foi coletado para a
quantificacdo destas proteinas utilizando-se como padrdo, albumina bovina e
leitura de absorbancia a 595 nm. Foi realizado eletroforese em gel de
poliacrilamida a 300 V, 60 mA durante 1:20 h para verificar o perfil proteico dos
compartimentos. As proteinas foram identificadas no gel com solucéo de Azul de
Comassie. O perfil eletroforético diferiu nas amostras germinadas em agua e em
PEG 8000 (-0,8 Mpa), o qual contribuiu para a visualizagdo de bandas proteicas
relacionadas com a defesa da planta a restricdo hidrica e aumento na intensidade
das bandas correspondentes ao peso molecular da curcina nas amostras de
endosperma das sementes submetidas a restricdo hidrica em comparacdo a
sementes secas.

Palavras-chave: Endosperma, eixo-embrionario, componentes téxicos, PEG
8000, curcina.



ABSTRACT

Physic nut (Jatropha curcas L.) is a Euphorbiaceae of great economic interest for
the production of biodiesel, but toxic components limit the use of its seeds. The
aim of the study was to check the influence of water restriction in the
electrophoretic profile of proteins during imbibition of seeds of physic nut. Two
seeds lots from Cafarnaum/BA were characterized by analyzing germination
percentage, weight of thousand seeds, biometry and moisture of seeds. The lot
with higher germination percentage was imbibied water restriction in PEG 8000
solution (-0,8 MPa) and incubated at 25 °C in continuous darkness for 0, 2, 4, 6, 8,
10, 12 and 14 days. Embryonic axis and endosperm were isolated, macerated in
liquid nitrogen, added to phosphate buffer pH 7.5, centrifuged at 14.000 rpm at 4
°C for 15 minutes for extraction of total proteins. The supernatant was collected for
quantification of total protein using BSA as standard and performing absorbance
reading at 595 nm in a spectrophotometer. Was carried the polyacrylamide gel
electrophoresis at 300 V, 60 mA at 1:20 h to verify the protein profile in seed
tissues. The proteins were visualized in the gel with coomassie blue solution. The
electrophoretic profile differed between samples imbibed in water and in PEG
8000 (-0.8 MPa). It was possible to visualize protein bands related to plant
defense to water restriction as well as an increased on intensity of bands
corresponding to the molecular weight of the curcin in samples of endosperm of
seeds imbibed under water restriction, when compared to dry seeds.

Key-words: Endosperm, embryonic axis, toxic components, PEG 8000, curcin.
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1.0 INTRODUCAO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) € uma espécie que pertence a familia
Euphorbiaceae (SANTOS et al., 2005). Apesar de apresentar agentes toxicos,
essa oleaginosa tem despertado atencao, ultimamente, devido ao potencial do
uso do éleo produzido por suas sementes para a producdo de biodiesel. Por ser
uma espeécie tolerante a seca e por adaptar-se muito bem as terras marginais,
apresenta-se como uma alternativa viavel para o aumento da renda da agricultura
familiar sem prejudicar a producdo de alimentos (COX et al., 2006, GLOVER et
al., 2007).

E uma espécie considerada uma opcao agricola para a regido Nordeste do
Brasil, pois se desenvolve sob condi¢cbes climaticas diversas (SEVERINO et al.,
2004), apresenta produtividade elevada chegando a produzir duas toneladas de
Oleo por hectare, ainda ajuda a armazenar mais carbono e manter a qualidade do
solo, agua e nutrientes de uma forma mais sustentavel devido ao seu sistema
radicular profundo (COX et al., 2006, GLOVER et al., 2007). Pode ser utilizado
como cerca viva, suporte para plantas lianas como a baunilha (Vanilla aromatica),
visto que seu tronco possui casca lisa, macia e como fixador de dunas na orla
maritima (PEIXOTO, 1973). Contudo, a espécie ainda prescinde de um
conhecimento agronémico mais aprofundado nas diversas condi¢cdes de clima e
solos brasileiros (BELTRAO e CARTAXO, 2006)

As sementes de pinhdo-manso apresentam toxinas e agentes anti-
nutricionais que limitam sua utilizacdo como racdo animal. Dentre estes se
destacam os ésteres de forbol e a curcina como 0s componentes mais toxicos
localizados no endosperma das sementes (OLSNES & KOSLOV, 2001).

A ineficiéncia dos processos de destoxificagdo da torta resultante da
extracdo do Oleo do pinhdo-manso faz com que seja utilizada apenas como
fertilizante organico. Entretanto, o uso da torta para outra finalidade, como
alimentacdo animal ajudaria a resolver o problema da quantidade de biomassa
produzida, dando outro destino para esta e ainda traria vantagens para os animais
uma vez que a torta € rica em proteinas (OPENSHAW, 2000; AUDI et al., 2005;
SEVERINO, 2005).



Para contribuir com o aumento das informacdes a respeito do pinhdo-manso,
o presente trabalho objetivou verificar a influéncia da restricdo hidrica no perfil
eletroforético de proteinas durante a embebicdo em sementes de pinhdo-manso.
Para tanto foi necessario, (I) caracterizar fisiologicamente sementes de pinhé&o-
manso oriundas de Cafarnaum/BA, (ll) verificar o comportamento fisiolégico de
sementes de pinhdo-manso em condi¢cdes de restricdo hidrica induzida por
solucdo de PEG 8000, -0,8 MPa, (lll) determinar o perfil eletroforético das
proteinas totais presentes no eixo embrionario e no endosperma das sementes de

pinh&o-manso em condi¢fes de restricdo hidrica e extraidas em pH 7,5.



2.0 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Familia Euphorbiaceae e o pinhdo-manso

O pinh&o-manso € uma espécie pertencente a familia das Euphorbiacea, que
estdo entre as familias de maior importancia econémica entre as Angiospermas.
Incluem plantas geralmente latescentes, monoicas ou dioicas, com flores diclinas
pistiladas muito caracteristicas pelo gineceu sincarpico, ovario supero e
tricarpelar. O fruto é geralmente uma cépsula tricoca com deiscéncia explosiva,
abrindo-se em trés mericarpos (SATIRO et al., 2008)

Levantamentos floristicos revelam que a familia esta representada em regifes
tropical e temperada de todo o planeta por um total de 8.000 espécies,
distribuidas em 317 géneros. Estes estdo agrupados em 49 tribos e cinco
subfamilias, segundo o sistema de classificacdo proposto por Webster (1994).

No Brasil € uma das familias mais ricas em nimero de espécies, cerca de
1.000, distribuidas em cerca de 80 géneros. Sua distribuicdo é ampla, possuindo
representantes em todos os diferentes tipos de vegetacdo do pais (CORDEIRO,
1995; HARLEY & SIMMONS, 1986; CARNEIRO et al., 2002; BARROSO et al.
1991). Ocorre praticamente em todas as regibes, sempre de forma esparsa,
propagando-se, sobretudo, nos estados do Nordeste, em Goids e em Minas
Gerais. De modo geral, cresce nos terrenos abandonados e nao cultivados, nao
se desenvolvendo, porém, nos locais de densa vegeta¢cdo, com a qual dificilmente
consegue competir (NUNES, 2007).

Segundo Salatino et al. (2007), muitas espécies de Euphorbiaceae sdo bem
conhecidas em diferentes partes do mundo como toxicas ou medicinais, o pinhao-
manso € uma destas. A alta diversidade dos efeitos causados pelas toxinas dessa
familia é um reflexo da diversidade quimica elevada deste grupo de plantas.

A palavra Jatropha, deriva do grego iatros (doutor) e trophé (comida),
refletindo suas propriedades medicinais. E também conhecido como pinh&o-
paraguaio, pinhdo-de-purga (Brasil), pindn, physic nut, purging nut (Inglaterra),
tempate (Honduras e El Salvador), medicinier, pignon d’Inde, purghere (Franca),
kadam (Nepal), yu-lu-tzu (China), mupuluka (Angola), butuje (Nigéria), pinoncillo
(México) e purgueira (Portugal) (HELLER, 1996).



A origem do pinh&o-manso € bastante discutida. De acordo com Heller
(1996) esta espécie foi provavelmente, distribuida por portugueses maritimos
provenientes das ilhas de Cabo Verde a outros paises como a Africa e a india.
Alguns relatos afirmam ser proveniente da Ameérica do Sul (PEIXOTO, 1973).
Outros afirmam que € natural do Estado do Ceara, no Brasil, outros, informam ser
da Ameérica Latina (FERNANDEZ, 1993), provavelmente do México e América
Central (GINWAL et al., 2005). No entanto, a espécie é encontrada em quase
todas as regifes intertropicais com precipitagdo anual de 200-1500 mm
(BRITTAINE & LUTALADIO, 2010), ocorrendo em maior escala nas regides
tropicais e temperadas e, em menor extensdo, nas frias (CORTESAO, 1956;
PEIXOTO, 1973; BRASIL, 1985).

E caracterizado como arbusto perene com cerca de 4 m de altura,
latescente, folhas alternas, longo-pecioladas, cordiformes, com cinco lobos; flores
unissexuadas, pentameras, amarelo-esverdeadas em paniculas terminais ou
axilares e com as flores masculinas ocupando as extremidades superiores dos
ramos; frutos capsulas tricocas, coriaceas com trés sementes lisas e escuras, de
cotilédones foliaceos e endosperma branco abundante (OLIVEIRA et al., 2007)

Figura 1).



Figura 1. Imagens de Pinhdo-manso L.. (A) Arbusto de Pinhdo-manso; (B) botdes florais e
desenvolvimento da semente; (C) Inflorescéncia contendo flores estaminadas do sexo masculino
(M) e flores pistiladas do sexo feminino (F); (D) Corte transversal do fruto contendo trés sementes
em desenvolvimento. (B) Sementes maduras. Fotos: (A)
http://www.biofuelsrevolution.com/images/grass-stains/Jatropha-plantation-in-Brazil.jpg; (B-E) Dr.
Andrew King (KING et al., 2009).

Sua propagacéo é feita geralmente por sementes, mas pode ser propagada
vegetativamente a partir de estacas (BRITTAINE & LUTALADIO, 2010; HELLER,
1996). A multiplicacdo por sementes tem como resultado uma grande
variabilidade, geralmente resulta em plantas mais robustas, de maior longevidade
e com desenvolvimento de raiz aprumada, o que confere uma maior resisténcia a



falta de agua. Por outro lado a estaquia origina maior uniformidade entre
individuos (SATURNINO et al., 2005).

Adaptado as mais diversas condi¢cdes edafoclimaticas, o pinh&o-manso
apresenta aparente rusticidade e tolerancia a condi¢fes de estresses abidticos e,
talvez bioticos, sobrevivendo, assim, em condi¢cdes de solos marginais e de baixa
fertilidade natural. Deve preferencialmente ser plantado em solos profundos, bem
estruturados e pouco compactados, para que o sistema radicular possa se
desenvolver adequadamente, explorando o maior volume de solo possivel
(ARRUDA et al., 2004). A planta sobrevive utilizando a agua armazenada nos
caules, quando perdem as folhas, um mecanismo de adaptacdo a escassez de
agua (SATURNINO et al., 2005).

E uma espécie que nido estd domesticada e ainda ndo se conhecem
variedades melhoradas ou cultivares. Sabe-se também muito pouco da
bioquimica e da fisiologia do pinhdo-manso e alguns aspectos agrondmicos
carecem ainda de investigacdo, como por exemplo, a populacdo ideal de plantas
e a configuracéo da plantacdo (BELTRAO, 2006). No entanto é uma planta que se
destaca pelo potencial oleaginoso de suas sementes (ARRUDA et al.,, 2004,
SATURNINO et al., 2005; DIAS et al., 2007).

2.2 Importéncia do pinhdo-manso

A crescente preocupacdo em relacdo ao meio ambiente e a rapida
diminuicao das reservas de combustiveis fosseis ho mundo, além do aumento no
preco do petréleo levou a exploragcdo de Oleos vegetais na producdo de
combustiveis alternativos (COSTA NETO et al., 2005).

O uso da biomassa para a producdo de energia e biocombustiveis € cons
iderado, atualmente, uma importante alternativa para o ajuste harmonioso entre o
desenvolvimento e a conservagcdo ambiental, principalmente em paises em
desenvolvimento (TOLEDO et al, 2009).

A demanda do uso da biomassa vegetal, em particular, como uma fonte de
biodiesel, tem aumentado recentemente devido a uma série de fatores, incluindo
aumento dos pregcos do petroleo, o desejo de reduzir emissdes de CO, e

seguranca combustivel. Ao mesmo tempo, ha exigéncias crescentes em terra,



agua e outros recursos usados para a producdo de alimentos para uma crescente
populacdo mundial — o que ndo pode concorrer com a producdo de
biocombustiveis (KING et al., 2009).

O Brasil apresenta vantagens naturais para a agricultura energética como
ampla disponibilidade de terras férteis, elevada insolagdo, boa distribuicdo de
chuvas, além de apresentar grandes diversidades em espécies potenciais a
producdo de biocombustiveis (TOLEDO et al, 2009). Neste sentido o pinh&o
aparece como uma oleaginosa viavel para a obtencdo do biodiesel. A producéo
anual de sementes chega a 4,5 toneladas, cerca de 2 toneladas de 6leo por
hectare e atinge a idade reprodutiva cerca de trés a quatro anos apos o plantio —
periodo que pode se estender por 40 anos (CARNIELLI, 2003; ACHTEN et al.,
2008).

Grande parte do interesse em Pinhdo-manso surgiu devido a sua
capacidade de crescer em "terras marginais". Embora este termo seja pouco
definido, é geralmente usado para descrever terra que é de fraca
qualidade em termos de uso agricola e normalmente ndo utilizada
para cultivo. O uso deste tipo de terra para o cultivo de Pinhdo-manso é atrativo,
uma vez que nao ira deslocar a producao de culturas de alimentos (FAIRLESS,
2007).

No pais, além do uso como cerca viva em propriedades distantes do norte
e nordeste de Minas Gerais, existem relatos de que o 6leo de pinhdo-manso ja foi
utilizado no passado na iluminacdo das casas, através de candeias, devido a
vantagem de sua combustdo ndo produzir fumaca nem odor (COELHO, 2006).
Em paises como a india e a Tailandia, grandes produtores de pinhdo-manso, seu
Oleo ja foi utilizado ndo somente na iluminacdo de residéncias como também na
iluminacgéo publica (AGECOM — BA, 2007).

O cultivo do pinhdo-manso ainda ajuda na reducao da erosao e na perda
de agua por evaporacéo, pois a planta cobre o solo com uma camada de matéria
seca evitando enxurradas, e além do mais, enriguece-o com matéria organica
decomposta (BRITTAINE & LUTALADIO, 2010, HELLER, 1996, KING et al., 2009,
PEIXOTO, 1973).



O oleo viscoso contido em suas sementes & solivel em é&lcool e possui
inumeras aplicacbes na industria: producao de lubrificante de motores a diesel
desde a segunda guerra mundial onde foi utilizado por paises colonizados da
Africa (GUIA RURAL, 2006), fabricacdo de sab&o e tinta, na medicina popular
como purgativo, tratamento de afeccdes na pele, hidropsia, gota, paralisia e
reumatismo, principalmente nos paises tropicais (SCAVONE e PANIZZA, 1980;
ADOLF et al., 1984; GANDHI et al., 1995), usado como inseticida ou moluscicida
(BRITTAINE e LUTALADIO, 2010).

O oOleo do pinhdo é rico em acidos graxos insaturados, principalmente
oleato (18:1) e linoleato (18:2), seguido por acidos graxos saturados palmitato
(16:0) e estearato (18:0) (ACHTEN et al., 2008). A extracdo do Oleo das
sementes do pinh&o-manso resulta na torta.

Segundo Mendonca (2009) e Openshaw (2000) essa torta resultante da
extracdo do 6leo das sementes do pinhdo-manso constitui excelente adubo
organico, rico em nitrogénio, fosforo e potassio e poderia ser utilizada como
alimento para racdo animal. No entanto seu uso para tal finalidade esta
impossibilitado devido a presenca de fatores limitantes de natureza toxica,
alergénica e antinutricional presentes, incluindo curcina — o foco deste trabalho e,
ésteres de forbol como os mais téxicos, lectina, inibidores de trypsina, fitatos,
saponinas e taninos (MAKKAR et al., 1998a, MAKKAR et al., 1998b, MAKKAR &
BECKER, 2009, DEVAPPA et al., 2010).

O plantio do pinhdo-manso ainda estd em fase inicial no Brasil, pois 0s
sistemas de producdo apresentam dificuldades de dominio tecnoldgico para
regulamentar a espécie como cultura agricola devido a necessidade de
informacBes sobre a producdo de sementes, sistemas de propagacéao,
densidades de plantio, sistemas de podas de formagcdo e manutencao, nutricdo
mineral e toxicidade, adubacdo e manejo da cultura (EMBRAPA Agroenergia,
2009).

2.3 Restricédo hidrica

Em condicbes naturais e agricultaveis as plantas estdo frequentemente

expostas aos estresses ambientais. Estresse pode ser definido como uma



pressdo excessiva de algum fator adverso que tende a inibir o funcionamento
normal dos sistemas. No caso das sementes, quando ndo levam a morte, alteram
a velocidade, o tempo e a uniformidade da germinacéo. Entretanto, os desvios em
relacdo a essas varidveis dependem tanto do grau do estresse quanto da
resisténcia da espécie a estas condi¢cbes adversas (GIAVENO & OLIVEIRA, 2003;
TAIZ & ZEIGER, 2009).

Para que uma semente viavel possa germinar SA0 necessarios: suprimento
de 4gua em quantidade suficiente; temperatura e uma composi¢cdo de gases
adequada, bem como de luz para determinadas espécies (CARVALHO &
NAKAGAWA, 2000).

A germinacdo é definida como a capacidade da semente produzir uma
plantula que, pelas caracteristicas das estruturas essenciais do embrido,
demonstra aptiddo para produzir uma planta normal sob condigcbes de campo
(BRASIL, 1992).

Frequentemente observa-se um padrao trifasico de absorcdo de agua e
hidratacdo de sementes secas durante a germinacdo. A fase | é rapida, dirigida
pelo potencial matricial da semente seca. Trata-se de um processo puramente
fisico, que depende somente da ligacdo da agua a matriz da semente. Na fase II,
0 metabolismo é reativado para que haja o crescimento do embrido e a finalizacao
da germinacdo. E também chamada de um intervalo para preparacéo metabdlica,
caracterizada por um periodo de platé, onde as sementes ndo absorvem agua (ou
absorvem em pouquissimas quantidades). Na fase Ill, ocorre a protrusédo da raiz
primaria, e é observado um novo incremento no peso da semente, traduzido pelo
acumulo de agua (BEWLEY & BLACK,1994).

Até a fase Il as sementes ainda séo tolerantes a dessecacdo, podendo o
processo ser estagnado e reiniciado posteriormente quando houver reidratacao.
Entretanto a partir da protrusdo radicular havera perda de viabilidade se o
fornecimento de agua for interrompido (TAYLOR, 1997; DE CASTRO et al.,
2004).

Dentre os diversos fatores ambientais capazes de influenciar o processo
germinativo, a indisponibilidade de &gua é um dos mais importantes. Da
embebicdo resulta a reidratagdo dos tecidos, com consequente intensificagcao do

processo respiratorio e das demais atividades metabdlicas, incluindo reativacao
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do ciclo celular e crescimento (DE CASTRO et al., 2000; CARVALHO &
NAKAGAWA, 2000). Consequientemente ocorrem também alteracdes no perfil de
expressdo de genes em resposta a condicdo de estresse hidrico por ‘seca’
(VERLUES et al., 2006).

A aplicagdo de estresse em plantas tem sido usada para aumentar o
desempenho de sementes de espécies ornamentais e agricolas, por acelerar e
uniformizar a germinacéo. O estresse pode ser definido como um fator externo,
gue exerce influéncia desvantajosa sobre a planta (TAIZ & ZEIGER, 2006). Pode-
se citar como estresse a restricdo hidrica e de temperatura elevada, que afetam a
produtividade das culturas e limitam a expansdo da agricultura em muitas regides
do mundo , e pelo ponto de vista agricola esse estresse pode ser resumido como
ambiente desfavoravel, levando a diminuigdo na produtividade e comprometendo
desta forma sua sustentabilidade (SONG et al., 2005).

O estresse hidrico, geralmente, atua diminuindo a velocidade e a
percentagem de germinacdo de sementes, sendo que para cada espécie existe
um valor de potencial hidrico, abaixo do qual a germinacdo ndo ocorre
(ADEGBUYI et al.,, 1981). Em condi¢cdes de laboratério, por conveniéncia,
realizam-se estudos de germinacdo com o uso de solucdes aquosas de sacarose,
sais, manitol e polietilenoglicol, a fim de simular condicbes padronizadas de
estresse hidrico para selecdo de espécies mais tolerantes (SANTOS et al., 1992).
Esse controle da hidratacdo da semente pelo emprego de solucdes diluidas até
um limite que permita a realizacdo dos processos metabdlicos pré-germinativos,
sem a protusdo da radicula, € denominado pré-condicionamento osmético,
osmocondicionamento ou priming (BRADFORD, 1986; YOON et al., 1997).

E importante se conhecer o potencial hidrico onde a porcentagem de
germinacao é nula e o periodo no qual as sementes deveréo estar submetidas a
solugcdo osmoética. Se o fornecimento de agua for insuficiente, as sementes nao
finalizardo a fase Il, e se for excessivo, estas podem alcancar a fase lll e os
beneficios do osmocondicionamento ser&o perdidos (MARCOS FILHO, 2005).

O polietilenoglicol (PEG), formula geral HOCH,(OCH, CH,),OH, é um dos
agentes osmoticos mais utilizados nesses estudos. E quimicamente inerte e

atoxico para as sementes, possui molécula grande de alto peso molecular, é
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capaz de simular condi¢des de restricdo hidrica sem penetrar no tegumento das
sementes (VILLELA et al., 1991).

Loureiro et al. (2007) verificaram que o PEG 6000 no potencial osmaético de
-0,6 MPa houve uma brusca reducéo na germinacdo de sementes de pinhao-
manso chegando a nulidade no potencial de -0,8 MPa. No entanto, a intensidade
da resposta germinativa ao estresse hidrico foi variavel entre as sementes de
diferentes espécies. Silva et al., (2005) estudando o efeito do estresse hidrico
sobre a germinacdo de sementes de faveleira (Cnidoscolus juercifolius), espécie
também pertencente a familia Euphorbiaceae e endémica do semiarido
nordestino, constataram que as sementes apresentaram um limite de tolerancia
maior, verificando a completa inibicdo da germinacédo a partir do potencial de -0,9
MPa.

O estudo sobre germinacado e tratamento osmatico em sementes representa
assim, uma linha de pesquisa das mais promissoras para se entender 0s
mecanismos fisioldgicos de sobrevivéncia ao estresse hidrico, ndo obstante varios
de seus aspectos ainda néo foram elucidados, como, por exemplo, os efeitos da
secagem e a possibilidade de reversao dos efeitos dos tratamentos durante o
armazenamento das sementes (CORDOBA, 1995). Além disso visa definir
metodologias para avaliacdo da viabilidade de sementes sob condicdes
favoraveis (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000).

2.4 Morfologia da semente

A semente de pinhdo-manso é ovalada, endospérmica, de tegumento
quebradico. Possui na parte superior uma proeminéncia carnuda, a caruncula,
gue se encontra proxima a micropila. Na parte inferior do invélucro da semente
existe uma pelicula branca cobrindo a améndoa, o tégmen; alblimen abundante,
branco, oleaginoso, contendo um embrido com formato reto, cotilédones planos,
foliaceos e arredondados (SATURNINO et al., 2005) (Figura 2).

A semente possui cerca de 45% de casca e 55% de améndoa, 0 que pode
variar conforme as condi¢bes ambientais e genotipicas e ainda as porcentagens
de Oleo em relagdo a améndoa variam entre 48 a 59% e em relagdo a semente
pode chegar a 57% (PEIXOTO, 1973).
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Figura 2. Aspecto anatdbmico da semente de Jatropha curcas L., (A): semente inteira com
tegumento ou testa (T) e a caruncula (Ca). (B): semente sem testa, com o tégmen (Tg) e
endosperma (En) expostos. (C): par de cotilédones foliaceos (Cot) e embrido (Em). Fotos: (B): Dr.
Wei He (2011).

2.5 Proteinas totais

As proteinas estao entre as principais substancias de reserva acumuladas
durante o desenvolvimento embrionario (BEWLEY & BLACK, 1994). Na
embriogénese zigotica, o aumento no conteddo de proteina ocorre como
resultado da sintese de proteinas de reserva e proteinas LEA (“late
embryogenesis abundant”). As proteinas LEA tém grande afinidade com as
moléculas de agua, atuando na protecdo a desidratacdo da semente (BEWLEY &
BLACK, 1994). As proteinas de reserva séo utilizadas como fonte de nitrogénio no
desenvolvimento e germinacdo do embrido, sendo divididas albuminas,
globulinas, glutelinas e prolaminas (SHEWRY et al., 1995).

Por estarem no centro da acéo nos processos bioldgicos, as proteinas atuam
mediando as transformacfes moleculares que definem o metabolismo celular,
através de catdlises. Exercem funcgbes regulatérias controlando as condi¢cfes
intracelulares e extracelulares e mandam informacges para outros componentes
da célula, além de serem componentes estruturais essenciais das células (VOET
et al., 2002).

As proteinas executam um papel essencial na modulacdo da resposta da
planta ao estresse. As temperaturas elevadas podem direta ou indiretamente
causar danos as proteinas, pela inativagdo de enzimas, por alteragbes na
conformacao de polipeptideos ou por desestruturacédo de complexos proteicos em
membranas (FERGUSON et al.1990).
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Em condi¢Bes de déficit hidrico, também ocorre o0 aumento da producdo de
radicais livres de oxigénio nas plantas e o acumulo de solutos compativeis podera
ter algum efeito protetor contra danos oxidativos nas proteinas (ITURBE-
ORMAETXE et al., 1998).

O ensaio de quantificagdo de proteinas totais pelo método de Bradford
(1976) ¢é facilmente utilizado para numeros grandes de amostras, bem
como adaptaveis a qualquer tamanho amostral. Baseia-se na observacdo de
que o corante Coomassie Brilliant Blue G-250 existe em duas formas diferentes
da cor, vermelho e azul. A forma vermelho é convertida para a forma azul ap6s
ligacdo do corante a proteina. O complexo proteina-corante tem um coeficiente de
extincdo alto conduzindo assim a uma grande sensibilidade na medicdo da
presenca das proteinas. A ligagdo do corante com a proteina é um processo
muito rapido (aproximadamente 2 min) ndo necessitando de temporizagao critica
para o ensaio (BRADFORD, 1976).

A técnica de eletroforese de proteinas é capaz de auxiliar a deteccdo dos
estadios iniciais de deterioracdo através da avaliacdo da atividade de enzimas
associadas a degradacdo e oxidacdo de substancias de reserva, bem como com
a biossintese de novas substancias (SPINOLA et al., 2000). A capacidade de
avaliacdo e a correta interpretacdo da variacdo eletroforética nos perfis de
proteinas e enzimas pode ser uma eficiente ferramenta na determinacdo de

mudancas bioquimicas resultantes do processo deteriorativo (CARRARO,1990).

2.6 Curcina

As plantas toxicas possuem substancias que, por suas propriedades
naturais, fisicas, quimicas ou fisico-quimicas, alteram o conjunto funcional-
organico em vista de sua incompatibilidade vital, conduzindo o organismo vivo a
reacoes biologicas diversas. O grau de toxicidade depende da dosagem e do
individuo, embora haja substancias toxicas que, em dosagens minimas, entram
na composic¢ao de varios remédios (ALBUQUERQUE, 1980).

Apesar da alta toxicidade da Pinhdo-manso, o 0leo extraido de suas
sementes ndo é toxico, uma vez que as toxinas ndo sao sollveis em lipideos
ficando entdo restritas a torta (GAILLARD & PEPIN, 1999). Essa toxicidade &
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atribuida principalmente a presenca de dois componentes nas sementes, 0s mais
toxicos, dentre eles, a curcina (MACIEL et. al., 2007).

Proteinas Inativadoras de Ribossomos sdo um grupo heterogéneo
de enzimas que possuem atividade de N-glicosidase sobreo TrRNA e,
portanto, so capazes de inibira sintese de proteinasem células
eucarioticas. RIPs tém sido encontrados em muitas espécies de plantase
também em algumas bactérias e fungos e sédo de dois tipos RIP tipo-I e RIP tipo-II
(BARBIERI et al., 1993, STIRPE e BATTELLI, 2006).

RIPs tipo-l possuem uma Unica cadeia enzimética e um peso molecular
aproximado de 30 kDa. Uma vez que RIPs sdo capazes de inativar a sintese de
proteinas, RIPs tipo-l sdo altamente tdéxicas nas células de sistemas livres,
mas sdo bem menos menostéxica para a célulaintacta, dificilmente
podem penetrar na membrana celular. RIPs tipo-ll s&o heterodimeros que
contém uma cadeia enzimatica A e uma cadeia de hidratos de carbono lectina de
ligacdo (cadeia B). A cadeia A é similar a da RIP tipo-l, sdo codificadas pelo
mesmo gene (HARTLEY & LORD, 2004) e a cadeia B ajuda a cadeia A entrar na
célula. Como resultado, RIPs tipo-ll exibem cerca de 1000 vezes mais
citotoxicidade do que RIPs tipo-I (BARBIERI et al., 1993).

A curcina € muitas vezes classificada como uma lectina e descrita como
sendo similar a ricina da mamona com a implicacdo que tém toxicidades
semelhantes. Estas descricdes sao imprecisas. Ambas, curcina e ricina sao RIPs
que depurinam rRNA, porém curcina é uma RIP tipo-l com peso molecular de
aproximadamente 28 kDa (BARBIERI et al., 1993;. JUAN et al., 2003; QIN et al.,
2005) enquanto que a ricina € uma RIP tipo-II.

Gandhi et al. (1995) relatam que a atividade inibidora da sintese de
proteinas da curcina s6 foi demonstrada ‘in vitro” e além do mais, € cerca de mil
vezes menor que a da ricina e a da abrina, potentes fitotoxinas extraidas da
espécie Ricinus comunnis L. e do género Aleurites, respectivamente.

Durante décadas, varios autores fizeram experimentos relatando a
toxicidade de Pinh&o-manso L. para animais. Adam & Maqgzoub (1975)
demonstraram a toxicidade desta planta para cabras. As sementes se mostraram
toxicas e com consequéncias fatais entre 2 e 21 dias. Os sintomas foram diarréia

profusa, desidratacdo e debilidade organica. Gandhi et al. (1995) estudaram a
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toxicidade aguda em ratos. Os animais exibiram diarréia e hemorragia nos olhos.
A autopsia revelou inflamacdo do trato gastrintestinal. Nao existem antidotos
especificos. O tratamento € sintomatico e preventivo a fim de se evitar
complicagBes cardiovasculares, neurolégicos e renais. A lavagem gastrica é

utilizada como medida preliminar em todos os casos.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1. Area de amostragem (Procedéncia das sementes)

Foram utilizados dois lotes de sementes de pinhdo-manso coletados em
marco/2010 e marg¢o/2011, respectivamente, na cidade de Cafarnaum/BA
(11°41°38"S e 41°28’4"W), localizada na Chapada Diamantina no semiarido
baiano, a 430 Km da capital do estado, Salvador (Figura 3).

E uma cidade pequena com uma &rea territorial de 675,439 Km? inserida
no bioma caatinga, a 700 m acima do nivel do mar. Sua populacdo era de 17.209
hab. em 2010, com uma densidade demografica de 25,48 hab/km?. A maioria
desta populacdo € urbana, cerca de 61,4% e o PIB per capita do municipio era
cerca de R$ 3.365,45 em 2009. O municipio possui produc¢éo agricola de cereais,
leguminosas e oleaginosas, com o destaque para a maior producdo e maior

namero de hectares plantados para a mamona no ano de 2007 (IBGE, 2010).

Miguel
Calmon
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Figura 3. Mapa de localizacdo da cidade de Cafarnaum/BA (A). Fotos: maps.google.com.br/
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cafarnaum_(Bahia).
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3.2 Ensaios em laboratério

As sementes foram devidamente identificadas em campo e acondicionadas
em sacos plasticos resistentes até a chegada ao Laboratério de Bioquimica,
Biotecnologia e Bioprodutos (LBBB), Departamento de Biofuncdo do Instituto de
Ciéncias da Saude (ICS), na Universidade Federal da Bahia (UFBA), em
Salvador-BA.

As sementes foram beneficiadas e armazenadas em sacos plasticos em
geladeira a 4°C, para subsequente caracterizacao inicial do lote por meio de

testes padroes de avaliagéo.

3.2.1 Teste de germinacéao

Para o teste de germinagdo foram utilizadas cinco repeticbes de vinte
sementes (5 x 20) de cada lote. Inicialmente as sementes passaram por
desinfestacdo superficial com solucédo de hipoclorito de so6dio comercial a 5%,
durante 10 minutos e foram secas sobre papel em bancada (+ 23°C). Em seguida,
foram dispostas uniformemente em rolo de papel de germinagdo estéril
umedecido com agua destilada em volume de 7 mL, equivalente a trés vezes o
peso do substrato (Figura 4), e incubadas durante sete dias sob auséncia de luz
em camara de germinagéo tipo B.O.D a 25°C. As avaliagbes foram realizadas
diariamente e o substrato de papel trocado a cada dois dias, a fim de evitar a

contaminagao das sementes por microrganismos.

Figura 4. Teste de germinagdo em rolo. (A) Distribuicdo das sementes no rolo e (B) Fechamento
do rolo.
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As varidveis de avaliacdo da qualidade fisiol6gica dos lotes de sementes
foram: porcentagem de germinacdo (emissdo de raiz primaria), indice de
velocidade da germinacao (IVG,) tempo médio da germinacao (TM), velocidade
média da germinacdo (VM) e coeficiente de uniformidade da germinacdo (CUG),
segundo recomendacdes das Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009).

3.2.2 Peso de mil sementes

Para realizar a determinacdo do peso de mil sementes utilizou-se oito
repeticbes de 100 sementes para cada lote. Cada semente foi pesada
separadamente em balanca analitica Shimadzu modelo AUY220 com precisdo de
0,0001g e o calculo realizado conforme recomendacdes das Regras para Analises
de Sementes (BRASIL, 2009).

3.2.3 Biometria de sementes

Para a avaliagdo da biometria das sementes, foram amostradas
aleatoriamente 100 sementes de cada lote com o auxilio de um paquimetro digital
(Marathon) com precisédo de 0,01 mm, foram feitas 3 tipos de medidas em cada
semente: comprimento - medida do apice a base/hilo ao lado oposto (Figura 5A),
largura (Figura 5B) e espessura - regido mediana (Figura 5C).

Figura 5: Medidas biométricas de comprimento (A), largura (B) e espessura (C) na semente de
pinhdo manso.

3.2.4 Teor de agua das sementes

Foram utilizadas quatro repeticées de cinco ou seis sementes de cada lote,

que correspondiam ao peso de 5g de sementes, partidas em quatro partes com
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auxilio de um estilete, alocadas em recipientes de metal (pesados inicialmente)
com tampa aberta, e submetidas ao método de estufa a 105 £ 3°C por 24 h. Apos
este periodo os recipientes foram rapidamente tampados e colocados por 30
minutos em dessecador ou até esfriar (Figura 6). Em seguida pesados em
balanca analitica Shimadzu modelo AUY220 com precisdo de 0,0001g e os
valores obtidos foram expressos em porcentagem de massa fresca das sementes,

conforme recomendacfes das Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Figura 6. Dessecador com os recipientes de metal contendo as sementes submetidas a secagem
em estufa (105°C por 24h).

3.2.5 Restricao hidrica de sementes

O delineamento deste experimento foi inteiramente casualizado em fatorial
com duas condi¢des hidricas x sete tempos de embebicdo + um (semente seca).

O tratamento de restricdo hidrica foi realizado por hidratacdo das sementes
secas, por 14 dias, numa solucdo osmaética de polietilenoglicol (PEG 8000) com
potencial osmatico de -0,8 MPa preparadas de acordo com Villela et al. (1991). As
condicdes de tratamento osmotico foram pré-definidas com base nos ensaios de
Loureiro et al. (2007), a partir dos quais se verificou total impedimento da
germinacao de sementes de pinh&o-manso a partir deste potencial osmotico.

As sementes secas de pinhdo-manso em estudo foram submetidas a
embebicdo em PEG 8000, -0,8 MPa em 7 tempos de embebigéo: 0, 2, 4, 6, 8, 10,

12 e 14 dias de embebicdo. Cada tempo com cinco repetices de 25 sementes,
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totalizando 125 sementes, seguindo a mesma disposicao do teste de germinagéo
inicial. As sementes do controle também foram embebidas em agua durante os
mesmos periodos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 dias. As avaliacGes foram realizadas
diariamente tanto para as sementes do controle, quanto para as sementes
embebidas em solucdo de PEG. Foram realizadas trocas de substrato a cada dois
dias durante os periodos de embebicdo a fim de evitar eventual contaminagcao por
microrganismos. Ao final as sementes que estavam na solu¢cdo de PEG foram
lavadas com &gua destilada por 5 minutos para a eliminacdo da solugcédo de PEG.
Em seguida foi retirado o tegumento de todas as sementes, este foi eliminado e
separaram-se 0s compartimentos de interesse: eixo embrionario e endosperma.
As sementes do controle também passaram pela separacdo de seus
compartimentos. Destas também foi eliminado o tegumento e separou-se 0 eixo
hipocétilo-radicula/plantula e endosperma. Algumas sementes do controle ja
continham plantulas formadas devido ao tempo de embebicao, estas entdo foram
consideradas como parte do eixo hipocétilo-radicula.

Os compartimentos foram separados com o auxilio de uma lamina de
bisturi e uma pinca e colocados em saquinhos de papel aluminio contendo
nitrogénio liquido (Figura 7). Os saquinhos foram devidamente identificados com o

namero da repeticdo, o tratamento e 0 compartimento que continha, em seguida

alocados em ultrafreezer a -80°C (Sanyo mod. MDF U53VC) para posterior analise.

Figura 7. (A) Semente sendo aberta com auxilio de uma lamina, apés retirada do tegumento. (B)
Cotilédones do endosperma sendo separados com o auxilio de uma pinga e (C) Saquinhos de papel
aluminio devidamente identificados e utilizados para guardar no ultrafreezer os compartimentos

separados.
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3.2.6 Extracdo de proteinas totais

A extracdo de proteinas foi feita baseada no protocolo elaborado por em
Laemmli (1970) com ajuste do pH da solucao tampéo de extracdo para 7,5.

Os compartimentos das sementes foram retirados do ultra-freezer e
imediatamente macerados separadamente em cadinho de porcelana contendo
nitrogénio liquido. Em seguida foi retirado do material macerado uma quantidade
de 0,1 g pesada em balanca analitica para extragdo de proteinas totais, colocados
em microtubo de 1,5 mL (este ja havia sido pesado anteriormente) e adicionado
imediatamente 1 mL de tampédo fosfato de potassio pH 7,5 (Anexo), uma
propor¢cdo de 10 volumes de tampado para cada volume de amostra. Apos
adicionar o tampéo, cada amostra foi homogeneizada em agitador tipo vortex (lka,
mod. MS 3) por 1 minuto e centrifugada em centrifuga refrigerada (HETTICH mod.
320R) a 14.000 RPM, 4°C, por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e dividido
em 3 aliquotas de 350 pL cada, descartando o pelet. As aliquotas foram

congeladas em ultrafreezer a -80°C (Sanyo mod. MDF U53VC).

3.2.7 Quantificacdo de proteinas totais

As proteinas presentes na amostra foram quantificadas utilizando-se os
procedimentos do Kit “Micro-protein” (Bio-Rad, cod. n° 500-0002), modificado a
partir dos métodos descritos por Bradford (1976). Para a analise das amostras foi
utilizada uma aliquota de 1 uL do extrato bruto em 799 uL de agua ultrapura
(Millipore, Milli-Q) totalizando 800 pL. Essas amostras foram preparadas em
microtubos de 1,5 mL e acrescentado a elas 200 yuL do reagente de Bradford
(reagente de cor), contido no kit BIO-RAD Protein Assay.

As leituras foram feitas em espectrofotbmetro (Analyzer 850M), no
comprimento de onda de 595 nm, e o calculo foi realizado utilizando a curva
analitica obtida a partir de diluicdo da solucéo estoque padrdo de albumina sérica
bovina — BSA (1440 ug.mL-1, Molecular probes cod. n® T-7451). Os padrdes
foram preparados diluindo-se a solucdo estoque de BSA, de maneira a obter

solugdes padrdoes com as seguintes concentragdes: 0 (branco); 0,5; 1,0; 2,0; 4,0;
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6,0; 8,0 e 10,0 ug.mL-1, acrescentado-se a estes 200 yL do reagente de Bradford
e procedendo-se a leitura da absorbancia para posterior quantificacao.

Apos a leitura dos padrdes foi efetuada a leitura das amostras de interesse,
também a 595 nm. Foram efetuadas leituras em espectrofotbmetro de 16
amostras para o controle e 16 para os tratamentos de restricdo hidrica. Cada
analise foi efetuada em triplicata. Um total de 48 testes para cada condicdo de
hidratac&o.

O quadro 1, abaixo, apresenta as siglas utilizadas para os extratos brutos
obtidos das amostras de sementes de pinhdo-manso embebidas em &gua
(controle) e em PEG 8000 com suas respectivas descri¢oes.

Quadro 1. Siglas utilizadas para cada extrato bruto de amostra de sementes de pinhdo-manso

provenientes de Cafarnaum/BA embebidas em &gua e em PEG 8000, -0,8 MPa com suas
respectivas descrigdes.

AMOSTRAS DESCRICAO DAS AMOSTRAS

SSEX Amostra de eixo-embrionario da semente seca;
SSEn Amostra de endosperma da semente seca;
" Amostra de eixo-embrionério da semente com 2 dias de embebicdo em
Ag. Ex. 2dae agua;
< Amostra de eixo-embrionério da semente com 4 dias de embebicdo em
Ag. Ex. 4dae agua:
" Amostra de eixo-embrionario/plantula da semente com 6 dias de
Ag. Ex. 6dae - L

embebicdo em agua,
< Amostra de eixo-embrionario/plantula da semente com 8 dias de
Ag. Ex. 8dae A g .

embebicdo em agua,
" Amostra de eixo-embrionario/plantula da semente com 10 dias de
Ag. Ex. 10dae - L

embebicdo em agua,
< Amostra de eixo-embrionario/plantula da semente com 12 dias de
Ag. Ex. 12dae A g .

embebicdo em agua,
" Amostra de eixo-embrionario/plantula da semente com 14 dias de
Ag. Ex. 14dae - L

embebicdo em agua,
< Amostra de endosperma da semente com 2 dias de embebi¢cdo em
Ag. En. 2dae agua:
" Amostra de endosperma da semente com 4 dias de embebicdo em
Ag. En. 4dae agua;
< Amostra de endosperma da semente com 6 dias de embebicdo em
Ag. En. 6dae agua;
" Amostra de endosperma da semente com 8 dias de embebicdo em
Ag. En. 8dae agua:
Ag. En. 10dae ggsjc;s.tra de endosperma da semente com 10 dias de embebicdo em
Ag. En. 12dae 2$%§tra de endosperma da semente com 12 dias de embebic&o em
Ag. En. 14dae 2&(;§tra de endosperma da semente com 14 dias de embebicdo em
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Amostra de eixo-embrionario da semente com 2 dias de embebicdo em

PEG Ex.2dae | beG 8000, -0,8 MPa;
Amostra de eixo-embrionério da semente com 4 dias de embebicdo em

PEG Ex. 4dae | be'a000, -0,8 MPa:
PEG Ex. 6dae Amostra de eixo-embrionério da semente com 6 dias de embebic&do em

' PEG 8000, -0,8 MPa;
PEG Ex. 8dae Amostra de eixo-embrionario da semente com 8 dias de embebic&o em

PEG 8000, -0,8 MPa,

Amostra de eixo-embrionario da semente com 10 dias de embebicéo

PEG Ex. 10dae | . /'br G 8000, -0.8 MPa:

Amostra de eixo-embrionério da semente com 12 dias de embebicao

PEG Ex. 12dae | . 'or6 8000, -0.8 MPa:

Amostra de eixo-embrionario da semente com 14 dias de embebicéo

PEG Ex. 14dae | .56 8000, -0.8 MPa:

Amostra de endosperma da semente com 2 dias de embebicdo em

PEG En. 2dae | beG 8000, -0,8 MPa;

Amostra de endosperma da semente com 4 dias de embebi¢cdo em
PEG En. 4dae | be 8000, -0,8 MPa;

Amostra de endosperma da semente com 6 dias de embebic&do em
PEG En. 6dae | beG 8000, -0,8 MPa;
PEG En. 8dae Amostra de endosperma da semente com 8 dias de embebi¢cdo em

PEG 8000, -0,8 MPa;

Amostra de endosperma da semente com 10 dias de embebicdo em

PEG En. 10dae | br~"a000 -0 8 MPa:

Amostra de endosperma da semente com 12 dias de embebi¢cdo em

PEG En. 12dae | bes'a000. -0 8 MPa:

Amostra de endosperma da semente com 14 dias de embebicdo em
PEG 8000, -0,8 MPa;

PEG En. 14dae

3.2.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)

Foram preparados géis de poliacrilamida (PAGE - “Polyacrylamide Gel
Electrophoresis”) contendo Dodecil Sulfato de Sdédio (SDS — “Sodium Dodecyl
Sulfate”) na concentragédo de 12,5% de acrilamida (Sigma-Aldrich, cod. n® A3553)
para o gel separador e 4% para o gel empilhador de acordo com Laemmli, 1970,
modificado por De Castro et al., 1998 (Tabela 1).

Apobs o preparo, a solucdo de gel separador foi aplicada entre as placas de
vidro com o auxilio de pipeta graduada, até a extremidade inferior do pente
(aproximadamente 1,5 cm). Apdés a polimerizacdo, cerca de 25 minutos, foi
aplicada solucéo de gel empilhador, e inserido o pente na parte superior do gel
para a formacédo das canaletas. Cada gel era composto de 10 canaletas, sendo
gue todos 0s géis receberam na sua primeira canaleta a aplicacdo de 6 pL do
marcador BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 KDa, Invitrogen)
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correspondendo a concentragdo de 0,6 pg . Nas demais canaletas foram
aplicadas as amostras diluidas em solucédo tampéo de amostra contendo azul-de-
bromofenol (GE cod. n® 17-1329-01) (Anexo 1). Para o gel das amostras
submetidas a restricdo hidrica foi utilizada uma concentracéo de proteinas de 30
Mg em cada poco e um volume final de 20 uL e para o gel das amostras controle
foi utilizada uma concentracédo de 15 pg de proteinas em cada poco e volume final
de 25 uL em cada canaleta. Por fim adicionou-se o tampéao de corrida (Anexo |) e

fechou-se o sistema.

Tabela 1. Protocolo de preparacdo do gel de eletroforese SDS-PAGE (Laemmli, 1970, De Castro et al.
1998).

Gel separador  Gel empilhador

Solugdes (12,5%) (4%)
Solucéo estoque de acrilamida (Sigma-Aldrich, cod. n® A3553) 6,25 mL 670 L
Tris-HCI 1,5M pH 8,8 (GE, cod. N° US75825) 3,75mL e
Tris-HCI 0,5M pH 6,8 (GE, cod. N° US75825)  semeemeeeees 1,25 Ml
SDS 10% (Sigma-Aldrich, cod. n® L3771) 150 pL 50 pL
Agua Milli-Q 4,8 mL 3mL
TEMED (tetrametilenodiamina) - (Sigma-Aldrich, cod. n°® T9281) 22 uL 10 pL
APS 10% (persulfato de ambnio) -(GE, cod. n® 17-1311-01) 150 pL 70 uL
Volume final 15mL 5mL

A programacao de corrida para cada gel foi de 300V e 60mA (fonte GE
EPS 601, cod. n°® 18-1130-02) durante 1:20h, executada em aparelho de
eletroforese vertical (Bio-Rad mod. Mini-Protean).

Apos a eletroforese, os géis de poliacrilamida foram mantidos por 16 h
(overnight) em solucdo corante de azul de Coomassie (Anexo |) a temperatura
ambiente (23° C). Em seguida, o gel foi submerso em uma solugéo descorante
(Anexo 1), sendo mantido a temperatura ambiente sob agitacdo em vortex (Ika,
mod. MS 3) por um periodo de + 5h, ocorrendo trocas da solucdo descorante a
cada 30 minutos até a visualizagdo das bandas de proteinas. Em seguida os géis
foram fotografados em camera fotografica Fujifilm modelo A180 e descartados em

recipiente proprio para tal.
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3.3. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia. A diferenca
entre as médias foi analisada pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade,
utilizando-se para tal o programa SISVAR 5.0 desenvolvido pela Universidade
Federal de Lavras (FERREIRA, 2000).
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacédo dos lotes

4.1.1 Variaveis da germinagao

As sementes de pinhdo-manso provenientes de Cafarnaum/BA
apresentaram uma meédia de 91% de germinacdo e 5,73 para o indice de
velocidade de germinacao (IVG) para o lote de 2010, 83% de germinacéao e 5,11
de IVG para o lote de 2011 (Tabela 2). Estes valores ndo apresentaram diferenca
estatistica a 5% de probabilidade e podem indicar que as sementes dos dois lotes
estdo bem vidveis, pois sdo valores satisfatérios. O IVG é calculado pela
quantidade de plantulas normais que germinam a cada dia durante a realizacao
do teste de emergéncia uma vez que quanto mais rapidamente a semente
germina, ou seja, quanto maior o indice de velocidade, maior € o seu vigor (RAS,
1992).

Tabela 2. Porcentagem de germinacéo (%G), Tempo médio (TM), Velocidade média (VM), indice
de velocidade de germinacdo (IVG), e Coeficiente de uniformidade de germinacdo (CUG) de
sementes de pinhdo-manso provenientes de Cafarnaum/BA, a 25° C sem fotoperiodo.

%G VM ™ IVG CUG
Lote 2010 9la 0,30a 3,25a 5,73a 4,082
Lote 2011 83a 0,29a 3,31a 511a 4,232
CV(%) 8,13 3,25 2,89 7,99 70,81

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.

O teste de germinacao € o principal parametro utilizado para a avaliagdo da
qualidade fisioldgica das sementes e permite conhecer o potencial de germinacao
de um lote em condic¢des favoraveis. Os resultados do teste sdo utilizados para
determinar a taxa de semeadura, para a comparacéo do valor de lotes e para a
comercializacdo e ainda possibilita a obtencdo de resultados comparaveis entre
laboratérios (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000). Estudos como estes sao
efetivamente o ponto de partida para utilizacdo e exploracdo de forma racional
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das espécies cujos trabalhos sobre germinacdo ainda sao escassos (CABRAL et
al., 2003).

Para Borges (2003) o estabelecimento de dada espécie esta ligado a
capacidade de suas sementes germinarem rapida e uniformemente, a fim de
vencer a concorréncia com outras espécies presentes no local, ou pela
capacidade de se manterem viaveis por periodos mais longos até que as
condicBes ambientais sejam propicias ao desenvolvimento das plantulas.

Apesar da porcentagem da germinagdo oferecer informagdes importantes
sobre as caracteristicas de germinacao de um conjunto de sementes face a um
determinado tratamento, uma andlise da germinacdo sob um enfoque cinético
requer outras formas de abordagens como um todo. Nesse sentido, o tempo
médio (TM) e a velocidade média de germinagdo (VM) permitem estas
interpretacfes adicionais ao processo fisiolégico da germinacdo (FERREIRA &
BORGHETTI, 2004).

Na Tabela 2 pode-se verificar que TM e VM nao apresentaram diferenca
estatistica a 5% entre os lotes. Os valores estéo relacionados proporcionalmente
a porcentagem da germinacao.

N&o houve diferenca significativa para o CUG entre os lotes 2010 e 2011
(Tabela 2). O processo germinativo foi desuniforme para ambos os lotes (CUG
inferior a 10%) demonstrando a heterogeneidade das sementes que resulta da
variabilidade na germinagdo das sementes individuais que compdem os lotes.
Quanto mais elevado o indice de uniformidade maior a sincronizacdo de
germinacao entre as sementes de um lote (CARMONA, et al., 1998)

Segundo Santana & Ranal (2004), o coeficiente de uniformidade é muito
importante, pois permite avaliar o comportamento germinativo das sementes de
uma amostra. Comparando as amostras, consideram-se uniformes aquelas que
apresentam valores de uniformidades maiores.

Silva et al. (2011) trabalhando também com pinh&o-manso verificaram que
a germinacdo das sementes se iniciou a partir do terceiro dia de semeadura, mas
sem uniformidade.

Pereira & Lopes (2011) ao avaliar sementes de pinhdo-manso com
tratamentos de restricdo hidrica, descreveram que a germinagdo das sementes

iniciava em média ao terceiro dia de embebi¢cdo na amostra controle.
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4.1.2. Peso de mil, umidade e massa seca de sementes

O peso de mil, a massa seca e umidade das sementes estdo expressos na
Tabela 3.

O peso de mil sementes é utilizado para calcular a densidade de
semeadura, o numero de sementes por embalagem e o peso da amostra de
trabalho para analise de pureza, quando nio especificado nas RAS. E uma
informacao que da ideia do tamanho das sementes, assim como de seu estado de
maturidade e de sanidade (BRASIL, 2009).

Tabela 3. Peso de mil sementes (g), massa seca (g) e umidade (%) das sementes de pinhao-
manso provenientes de Cafarnaum/BA.

Peso de mil (g) Massa seca (g) Umidade (%)
Lote 2010 619,39b 3,95a 7,762
Lote 2011 651,10a 3,97a 7,622
MEDIA 635,25 3,96 7,69
CV(%) 2,46 3,94"* 9,39"*

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.
*significativo a 5%, %, "° ndo significativo.

N&o ha diferenca estatistica a 5% de probabilidade para a umidade entre
os lotes de sementes. Os valores de 7,76% para as sementes do lote de 2010 e
peso de 619,399 para mil sementes e de 7,62% para o lote de 2011 para um peso
de mil sementes de 651,109 estdo dentro do limite de 5 a 10% do peso fresco e
manutencdo da viabilidade das sementes em estado desidratado. Dantas et al.
(2007) avaliando o mesmo parametro para o pinh&o-manso encontrou valores de
8,75% de teor de 4gua para 466,659 de peso de mil sementes, demonstrando que
os valores diferem devido as condicbes em que cada lote de semente esta
submetido.

Segundo Joker & Jepsen (2003), as sementes de pinhdo-manso séo
ortodoxas e podem ser secas a baixos teores de agua (5 - 7%) e quando
armazenadas em condi¢Bes de baixa temperatura, mantém a viabilidade por pelo
menos um ano. Contudo, por possuirem alto contetdo de 6leo, ndo se espera que
possam ser conservadas por longos periodos como a maioria das espécies

ortodoxas. Nestas, um moderado aumento da temperatura, consequente do
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processo respiratério, é suficiente para decompor os lipidios e elevar a taxa de
deterioracdo atribuida as hidrdlises enzimaticas, peroxidacdo e autoxidac&do. Por
esse motivo, as sementes oleaginosas devem ser armazenadas com grau de
umidade inferior ao recomendado para as amilaceas (11-12%) (BRACCINI et al.,
2001; MARCOS FILHO, 2005).

Embora os lotes ndo tenham apresentado diferenca para a massa seca de
sementes e umidade das mesmas, o peso de mil foi significativamente diferente,
com o lote de 2011 apresentando maior valor (Tabela 3). Diversos autores tém
verificado uma correlagéo positiva entre 0 peso e a germinacdo de sementes, a
exemplo de Berreta et al. (1990) que trabalhou com qualidade de sementes de B.
auleticus e confirmou uma germinacao melhor e mais rapida para sementes de
maior peso. No entanto, mesmo o lote 2011 apresentando um maior valor para o
peso de mil, sua germinacdo foi mais lenta (menor VM e maior TM) e obteve
menor germinabilidade quando comparado ao lote 2010 (Tabela 2), mesmo nao

existindo diferenca estatistica para estes parametros.

4.1.3 Biometria das sementes

Quanto as dimensdes de analise morfométrica, as sementes dos lotes de
2010 e 2011 apresentaram médias de 17,3 mm de comprimento, 10,5 mm de
largura, 7,96 mm de espessura e 17,3 mm de comprimento, 10,9 de espessura e
8,24 mm de largura, respectivamente. Houve diferenca estatistica tanto para
largura quanto para a espessura das sementes entre os lotes. Para estes dados o

lote de 2011 também apresentou 0s maiores valores (Figura 8).



30

MEDIA (mm)
(=
w

COMP LARG ESP

B Lote 2010 O Lote 2011

Figura 8. Média (mm) das medidas de biometria das sementes dos lotes 2010 e 2011 de pinhao-
manso provenientes de Cafarnaum/BA. Comp. (comprimento), Larg. (largura) e Esp. (espessura).
LBBB/ICS/UFBA/Marla Cerqueira. Colunas com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-
Knott a 5%.

Aquino et al. (2009) estudando a morfometria de sementes de pinh&o-
manso de diferentes procedéncias, encontraram valores de 17,03 a 19,08 mm
para comprimento e 8,47 a 8,77 mm para espessura, enquanto que Hui Liu et al.
(2009) verificaram 15 a 20 mm de comprimento e 10 a 13 mm de largura. No
entanto, Ginwal et al. (2005) verificaram divergéncias morfol6gicas e germinativas
nas sementes de pinhdo-manso, apontando portanto, para a necessidade de
selecdo e identificacdo de caracteristicas fisicas, correlacionadas com a qualidade
fisiologica, a fim de eliminar as sementes indesejaveis e buscar aprimoramento da
qualidade do lote.

A biometria da semente esta relacionada a caracteristicas da disperséo e
do estabelecimento de plantulas (FENNER, 1993), sendo também utilizada para
diferenciar espécies pioneiras e nao pioneiras em florestas tropicais (BASKIN &
BASKIN, 1998). Estudos sobre a morfometria de sementes fazem-se necessario
visto a importancia para identificagdo botanica, assim como na propagac¢do da

espécie. Além de permitir a identificacdo de genotipos superiores quando aliado a
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estudos quantitativos de caracteres agrondmicos da planta, imprescindiveis para
o melhoramento genético (JARVIS et al., 2000; REGO et al., 2007).

Os dados obtidos para analisar a qualidade fisiologica das sementes de
pinh&o-manso dos lotes de 2010 e 2011 demonstraram que n&do houve diferengas
a 5% de significancia para a maioria dos parametros. O lote de 2010 apresentou
melhores valores para as variaveis de germinacdo, mesmo nhao sendo
diferentemente significativo do lote de 2011, por isso foi escolhido para o

experimento de restricdo hidrica.

4.2 Quantificacdo de proteinas totais

Para a determinacdo da concentracéo de proteinas no extrato bruto obtido,
foi construida uma curva analitica, de acordo com a metodologia descrita por
Bradford (1976). As curvas analiticas obtidas a partir de solu¢éo padrdao de BSA e
utilizadas como base do calculo para a quantificacdo de proteinas estao
apresentadas no Apéndice |I. Cada extrato bruto foi avaliado em triplicata. A partir
da concentracdo de proteinas foi definido o volume de extrato a ser colocado em
cada canaleta do gel de eletroforese para cada amostra do controle e dos
tratamentos de restri¢cao hidrica.

Os valores obtidos em absorbancia em cada amostra sdo mostrados no
apéndice Il. O quadro 1 apresenta os valores obtidos para absorbancia em cada
amostra do controle e o quadro 2 apresenta os valores obtidos para absorbancia
em cada amostra do tratamento de restricdo hidrica. O valor da absorbancia nos
quadros representa a média aritmética das leituras em triplicatas para cada
amostra. A concentracdo de proteinas foi determinada utilizando a equacédo da
reta da curva padrédo do BSA (Figura 13 e 14 em apéndice ).

O tratamento de restricdo hidrica das sementes de pinhdo-manso utilizando
o PEG 8000 com potencial osmotico de -0,8 MPa foi realizado com base nos
experimentos de Loureiro et. al. (2007). Estes avaliaram a germinagao e o vigor
de sementes de pinhdo-manso submetidas ao estresse hidrico simulado por PEG
6000 nos potenciais osmaticos de -0,2, -0,4, -0,6, -0,8, -1,0, -1,2, -1,4 e -1,6 MPa

e descreveram que estas apresentaram um decréscimo na emissdo da raiz
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priméria a medida que o potencial osmético se tornou mais negativo, chegando a
nulidade na germinacao no potencial de -0,8 MPa.

Para Bewley & Black (1994) a inibicdo na emergéncia da raiz primaria
decorrente de uma menor disponibilidade de agua relaciona-se, frequentemente,
a reducdo na atividade de algumas enzimas com menor prejuizo ao metabolismo

geral das sementes.

4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)

Analisando os géis de poliacrilamida SDS-PAGE dos extratos brutos
obtidos a partir de amostras do controle e do tratamento de restricdo hidrica é
possivel verificar diferencas na intensidade das bandas que representam
proteinas presentes nas amostras das sementes de Pinhdo-manso (Figuras 9, 10,
11 e 12), considerando a concentragédo de proteina aplicada.

A figura 9 apresenta o perfil eletroforético de proteinas totais em gel de
acrilamida SDS-PAGE para extratos brutos de amostras de eixo hipocatilo-

radicula/plantula do controle.
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Figura 9. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) contendo extratos proteicos de amostras de eixo
hipocétilo-radicula/plantula das sementes do controle: sementes embebidas em agua. Canaletas -
MM: marcador de peso molecular, 2: semente seca; 3: 2 dias de embebicdo, 4: 4 dias de
embebicéo; 5: 6 dias de embebicéo; 6: 8 dias de embebicéo; 7: 10 dias de embebicao; 8: 12 dias

de embebicao; 9: 14 dias de embebicgéo.

A figura 10 apresenta o perfil eletroforético de proteinas totais em gel de
acrilamida SDS-PAGE para extratos brutos de amostras de endosperma do
controle.
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Figura 10. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) contendo extratos proteicos de amostras de
endosperma das sementes do controle: sementes embebidas em agua. Canaletas - MM:
marcador de peso molecular, 2: semente seca; 3: 2 dias de embebicéo, 4: 4 dias de embebigéo;

5: 6 dias de embebicdo; 6: 8 dias de embebi¢do; 7: 10 dias de embebicdo; 8: 12 dias de
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embebicdo; 9: 14 dias de embebicdo. A seta indica o peso molecular correspondente a proteina

curcina e provaveis bandas da curcina.

Na figura 9 as bandas de proteinas sdo visualizadas com pouca
intensidade, estando de acordo com a concentracdo de proteina aplicada.
Quando comparadas com as bandas do gel dos extratos brutos das amostras de
endosperma do controle, pode-se verificar maior intensidade de bandas,
confirmando a caracteristica de endosperma de reserva e cotilédone foliaceo. Nao
houve muita diferenca na intensidade das bandas de proteinas entre os tempos
de embebicdo em agua, 0 a 14 dias (canaletas 2 a 9) tanto para as amostras de
eixo hipocotilo-radicula/plantula quanto para as amostras de endosperma.
Proteinas correspondente a peso molecular 60 kDa (marcadas com circulo preto)
séo visualizadas com maior intensidade no eixo embrionario de semente seca
(canaleta 2, figura 9), no endosperma da semente seca e em todos os tempos de
embebicdo (canaletas 2 a 9, figura 10). As bandas de proteinas de peso
molecular aproximadamente de 15 kDa (marcadas com circulo branco) sao
visualizadas também em todos os tempos de embebicdo nas amostras de
endosperma, no entanto, apenas no eixo embrionario da semente seca (canaleta
2, figura 9) e na amostra de eixo com 2 dias de embebicdo em agua (canaleta 3,
figura 9).

Comparando as figuras 9 e 10 é possivel verificar que algumas bandas de
proteinas sdo mais intensamente visiveis nas amostras do endosperma ou
apenas neste, como é o caso das bandas de peso molecular 25 kDa que nao é
visivel nas amostras de eixo-embrionario. Estas bandas, destacadas pelo circulo
vermelho (Figura 9) e uma seta (Figura 10), devem ser analisadas com atenc¢ao
maior, pois incluem a faixa de peso molecular correspondente a curcina, uma
proteina toxica inativadora de ribossomo tipo | (RIP I) que age como irritante da
mucosa gastrointestinal, tem acdo hemaglutinante (MARQUES et al., 2008) e é
uma das responsaveis por limitar o uso do pinhdo-manso.

Suda & Giorgini (2000) trabalhando com anélise bioquimica da germinacao
de sementes a 30° C de Euphorbia heterophylla, também uma Euphorbiaceae
demonstraram que no endosperma das sementes eram visualizadas bandas de

proteinas sollveis em agua na faixa de peso molecular de 29,5 a 66 kDa e 20 a
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22 kDa. Eles identificaram estas proteinas como albuminas e verificaram que
apos 48 horas de embebicdo estas albuminas eram fracionadas e comecavam a
ser visualizadas apenas como bandas com cerca de 20 kDa de peso molecular,
podendo estar sendo degradadas. JaA Marcone et al. (1998) afirmaram que as
proteinas expressas tanto em dicotiledéneas quanto em monocotileddneas na
faixa de peso molecular entre 20 e 27 kDa e 30 a 39 kDa eram as globulinas.

Outros pesquisadores, estudando proteinas de oleaginosas, demonstraram
que a fracdo globulinica foi majoritaria entre as outras fracdes proteicas, a
exemplo de Lourenco (2004) estudando as sementes de canola
(variedade Hyola601), que apresentou valores de 32,16% de globulina e Ramos &
Bora (2004) para a castanha-do-para, que encontrou 72,99% de globulinas.

As proteinas de sementes vegetais foram classificadas, de acordo com a
sua solubilidade, em albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas. Com essa
classificacédo, tem-se uma ideia da composi¢do de aminoacidos que as sementes
vegetais possuem (OSBORNE, 1924)

Os tecidos vegetais possuem grande quantidade de &gua e baixa relagcéo
proteina/matéria fresca, além de possuir substancias que interferem na andlise
proteica, como compostos fendlicos, enzimas proteoliticas e oxidativas,
terpendides, pigmentos, acidos organicos, ions inibitérios e carboidratos. Apds a
extracdo, geralmente as proteinas sdo precipitadas em solucbes salinas,
tamponantes e/ou solventes orgéanicos, visando a eliminacdo da maioria dos
interferentes ainda assim € dificil a visualizacdo das bandas proteicas
(CARPENTIER et al., 2005).

Além do mais, varios mecanismos estdo envolvidos no controle da sintese
protéica, mecanismos estes que atuam desde a transcricdo do gene até a
obtencdo da proteina na forma ativa. Durante a sintese proteica podem ocorrer
modificacdes poéstranscricionais e poés-traducionais alterando conformacao
espacial de proteinas e gerar diferentes classes protéicas, as quais
bioquimicamente e estruturalmente que podem desempenhar diferentes funcdes
nas vias metabdlicas e na composicdo do proteoma do organismo (DIAS et. al,
2007).
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A figura 11 apresenta o perfil eletroforético de proteinas totais em gel de
acrilamida SDS-PAGE para extratos brutos de amostras de eixo embrionario do

tratamento de restricdo hidrica.
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Figura 11. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) contendo extratos proteicos de amostras de eixo-
embrionério das sementes sob restricdo hidrica: sementes embebidas em PEG 8000, -0,8 MPa.
Canaletas - MM: marcador de peso molecular, 2: semente seca; 3: 2 dias de embebicéo, 4: 4
dias de embebicéo; 5: 6 dias de embebicéo; 6: 8 dias de embebicéo; 7: 10 dias de embebicéo; 8:

12 dias de embebicao; 9: 14 dias de embebicao.
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A figura 12 apresenta o perfil eletroforético de proteinas totais em gel de
acrilamida SDS-PAGE para extratos brutos de amostras de endosperma do

tratamento de restricdo hidrica.
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Figura 12. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) contendo extratos proteicos de amostras de

endosperma das sementes sob restricdo hidrica: sementes embebidas em PEG 8000, -0,8 MPa.
Canaletas - MM: marcador de peso molecular, 2: semente seca; 3: 2 dias de embeicéo, 4: 4 dias
de embebicéo; 5: 6 dias de embebicdo; 6: 8 dias de embebicéo; 7: 10 dias de embebicéo; 8: 12
dias de embebicao; 9: 14 dias de embebigcdo. A seta indica o peso molecular correspondente a

proteina curcina e provaveis bandas da curcina.
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Observando as figuras 11 e 12 verifica-se que h& bandas em comum e
bandas diferentes entre as amostras de eixo embrionario e de endosperma. As
bandas de proteinas com peso molecular de 100 kDa sao visualizadas com mais
intensidade nas amostras do endosperma e em todos os tempos de embebicéo, 0
a 14 dias (Figura 12). Bandas proteicas correspondentes a peso molecular de 100
e 80 kDa sao visualizadas mais intensamente nas amostras de eixo embrionario
embebidas em PEG do que nas amostras do endosperma, no entanto nao foi
possivel visualizar proteinas com 80 kDa nas condi¢6es utilizadas em nenhum
dos compartimentos da semente seca ja as bandas correspondentes a 100 kDa
foram visualizadas com maior intensidade nos extratos brutos provenientes do
eixo embrionario (Figura 11). E ainda, bandas com peso molecular de 60 kDa e
15 kDa (marcadas com circulo preto e branco, respectivamente) séo visualizadas
tanto nas sementes secas (eixo e endosperma) quanto nos extratos brutos de
eixo e endosperma das sementes embebidas e em todos os tempos de
embebicdo (0 a 14 dias).

Algumas bandas de proteinas de peso molecular de dificil identificagdo na
faixa de peso molecular do padrao utilizado s&o visualizadas apenas nas
amostras de eixo-embrionario e endosperma submetidas ao estresse hidrico, ndo
aparecendo, portanto, nos mesmos compartimentos das sementes secas, 0 que
sugere que o PEG (estresse hidrico) induziu o aparecimento de novas bandas de
proteinas em ambos compartimentos ou apenas em um, isoladamente. Estas
proteinas podem estar relacionadas com a defesa da planta ao estresse
submetido. Campalans et al. (2000) estudando os eventos moleculares envolvidos
na aquisicdo de tolerAncia a desidratacdo, observou a inducdo de novos
polipeptideos durante a desidratacdo de embrifes de Prunus amygdalus. Como
resposta a acdo do ABA e do estresse osmaotico que ocorre no embrido maduro,
foram identificadas as proteinas tipo deidrinas, LEA e outras (Campalans et al.,
2000), que tém sido utilizadas como marcadores das diferentes fases desses
processos (Garello et al., 2000).

Yang et al., (2009) analisando proteoma de sementes de pinhdo-manso
embebidas em agua durante 0, 24, 48, 60 e 72 h, conseguiram identificar pontos
de proteinas de endosperma de peso molecular entre 12 e 97 kDa, classificadas

em 5 grupos: proteinas tradutoras de sinais, proteinas relacionadas com
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mobilizagdo de dleo, ATP sintase, proteinas relacionadas com estresse oxidativo
e outras proteinas nao identificadas.

A identificacdo de proteinas expressas diferencialmente permite a
associacao destes polipeptideos com diferentes eventos fisiol6gicos que ocorrem
nas ceélulas, tecidos e 6rgaos (Korkumat et al., 2006).

Como nas amostras de endosperma do controle, bandas com peso
molecular que incluem a proteina curcina, 25 kDa, marcados com o circulo
vermelho (Figura 11) e seta (Figura 12), s&o visualizadas ainda mais
intensamente nas amostras de endosperma dos tratamentos de restricdo hidrica
(com excecdo da semente seca que aparece uma banda com menor intensidade),
em todos os tempos de embebicdo (canaletas 3 a 9, figura 12) e ndo séo
visualizadas nas amostras de eixo-embrionario destas e na semente seca
(canaletas 2 a 9, figura 11). Dados semelhantes para sementes de pinhdo-manso
foram encontrados na literatura.

Wei (2011) trabalhando com 4 isoformas da curcina: curcina 1, curcina 2,
curcina 3 e curcina 4, demonstrou que a curcina 1 € abundante em altos niveis no
endosperma de sementes durante a germinacao e o estabelecimento de plantulas
e comeca a ser acumulada durante o desenvolvimento das sementes. Em seus
trabalhos ele encontrou baixos niveis de curcina 1 no embrido das sementes, mas
pode ter sido contaminacdo de material do endosperma durante a separacédo dos
compartimentos ou entdo durante o desenvolvimento da semente houve o
acumulo de curcina 1 em niveis muito baixos no embrido. A curcina 1 € uma
isoforma particularmente do endosperma e Wei (2011) afirma que ela nao foi
identificada em outros 6rgdos de Pinhdo-manso ou se foi encontrada foi em
quantidade muito baixa, insignificante. Ja a curcina 2 foi mais expressa em
plantulas, cotilédones e em todos os tecidos vegetativos e curcina 4 é
embrionaria, aparecendo em plantulas, cotilédones e em todos os tecidos
vegetativos, ndo sendo encontrada, portanto no endosperma. N&o foi possivel
detectar a curcina 3 nas andlises feitas, entdo ela foi excluida das analises
realizadas pelo autor. Qin et al. (2010) explorando a regiao promotora de
curcina 1 e curcina 2 em pinhdo-manso descreveram que a curcina 1 é
endospérmica e a curcina 2 s6 aparece sob tratamento de estresse nas

sementes. Estes dados estdo de acordo com os dados obtidos neste trabalho,
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uma vez que as bandas bem marcadas nas sementes submetidas a restricao
hidrica vistas na figura 12 podem representar além da curcina 1, a curcina 2
justificando a intensidade da banda no endosperma.

Yin et al. (2010) encontraram curcina 2 em sementes jovens sem
tratamento de estresse sugerindo que a curcina 2 nao esta unicamente ligada ao
estresse e Wei (2011) também verificou que a curcina 2 é pouco induzida pelo
PEG 6000. No entanto Qin et al. (2005) verificaram que concentracfes altas de
PEG 6000 induziram o aparecimento da curcina 2. Segundo o0s autores, essa
toxina esta relacionada com a defesa da planta a uma condicdo de estresse
bidtico ou abidtico. Ela pode ser responsavel pela protecdo da planta a estas
situacoes.

A distribuicdo especifica das isoformas da curcina pelos tecidos da
semente de pinh&o-manso é remanescente da observacdo de outras RIPs
presentes em outras familias de plantas como por exemplo a ricina, na mamona
(Tully e Beevers, 1976) e o milho B32 (Soave e Salamini, 1984).
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5.0 CONCLUSOES

e As sementes de pinh&o-manso dos lotes de 2010 e 2011 provenientes de
Cafarnaum/BA estdo viaveis, ndo existindo diferenca fisioldégica entre os

lotes.

e A germinagédo, peso de mil sementes, biometria e umidade das sementes
dos dois lote analisados nao diferem significativamente a 5% de
probabilidade.

e O perfil eletroforético de proteinas dos extratos brutos difere entre os
tecidos tanto para as amostras de sementes germinadas em agua quanto
para as amostras sob condi¢Ges de restricdo hidrica com PEG 8000, -0,8
MPa.

e O perfil eletroforético de proteinas totais revelou bandas de proteinas com
peso molecular semelhante ao de proteinas relacionadas com a defesa da
planta a restricdo hidrica em tecidos embrido e do endosperma de
sementes de pinhdo-manso embebidas sob condi¢cbes de restricdo hidrica

em solucéo de PEG 8000 a -0,8 MPa;

e O perfil eletroforético de proteinas totais revelou bandas de proteinas em
sementes de pinhdo-manso, com peso molecular semelhante ao da

curcina;
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Figura 13: Curva analitica utilizada para o calculo da concentragédo de proteinas nas amostras do controle (sementes de pinhdo manso provenientes de
Cafarnaum/BA embebidas em agua).
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Figura 14: Curva analitica utilizada para o célculo da concentracdo de proteinas nas amostras do tratamento de restricdo hidrica (sementes de pinhao-manso
provenientes de Cafarnaum/BA embebidas em PEG 8000, -0,8 MPa.
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APENDICE I

Quadro 2. Valores de média de absorbéancia, concentragdo de proteinas por pL da amostra (ug), quantidade de amostra para obter 15 pg de proteinas (uL) e
volume de bromofenol para 25 pL de volume final em cada canaleta para amostras do controle: sementes de pinhdo manso provenientes de Cafarnaum/BA
embebidas em agua.

Absorbancia Concentracao de Quantidade de amostra Volume do corante azul de
Amostras 1 proteinas por L da para obter 15 ug de bromofenol para 25 pL de
(média) . :
amostra (ug) proteinas (uL) volume final (uL)

SSEX 0,207 4,9 3,1 21,9
Ag. Ex. 2dae 0,329 7.9 1,9 23,1
Ag. Ex. 4dae 0,083 1,9 8,1 16,9
Ag. Ex. 6dae 0,087 2,0 7,7 17,3
Ag. Ex. 8dae 0,060 1,3 11,6 13,4
Ag. Ex. 10dae 0,034 0,7 22,8 2,2
Ag. Ex. 12dae 0,152 3,5 4,3 20,7
Ag. Ex. 14dae 0,053 1,1 13,4 11,6

SSEn 0,190 4,5 3,4 21,6
Ag. En. 2dae 0,324 7,7 1,9 23,1
Ag. En. 4dae 0,474 11,4 1,3 23,7
Ag. En. 6dae 0,233 55 2,7 22,3
Ag. En. 8dae 0,134 3,1 4,8 20,2
Ag. En. 10dae 0,150 3,5 4,3 20,7
Ag. En. 12dae 0,294 7,0 2,2 22,8
Ag. En. 14dae 0,034 0,7 22,8 2,2
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Quadro 3. Valores de média de absorbéancia, concentragdo de proteinas por pL da amostra (ug), quantidade de amostra para obter 30 ug de proteinas (uL) e
volume de bromofenol para 20 pL de volume final em cada canaleta para amostras do tratamento de restricdo hidrica: sementes de pinhdo-manso
provenientes de Cafarnaum/BA embebidas em PEG 8000, -0,8 MPa.

Absorbancia Concentracao de Quantidade de amostra Volume do corante azul de
Amostras o proteinas por uL da para obter 30 ug de bromofenol para 20 pL de volume
(média) . .
amostra (ug) proteinas (uL) final (uL)

SSEX 0,207 4,9 6,1 13,9
PEG Ex. 2dae 0,446 5,6 54 14,6
PEG EX. 4dae 0,265 3,2 9,3 10,7
PEG Ex. 6dae 0,639 8,1 3,7 16,3
PEG EXx. 8dae 0,447 5,6 54 14,6
PEG Ex. 10dae 0,440 55 54 14,6
PEG Ex. 12dae 0,663 8,4 3,6 16,4
PEG Ex. 14dae 0,310 3,8 7,9 12,1

SSEn 0,190 4,5 6,7 13,3
PEG En. 2dae 0,264 3,2 9,3 10,7
PEG En. 4dae 0,249 3,0 10,0 10,0
PEG En. 6dae 0,257 3,1 9,6 10,4
PEG En. 8dae 0,338 4,2 7,2 12,8
PEG En. 10dae 0,345 4,3 7,0 13,0
PEG En. 12dae 0,386 4,8 6,3 13,7
PEG En. 14dae 0,475 6,0 50 15,0
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ANEXO

1. Solucgbes utilizadas durante a extracdo de proteinas e para o gel de
eletroforese em acrilamida SDS-PAGE.

1.1 Solucéo tampao fosfato de potassio pH 7,5 1M
e Solucéo estoque de K,HPO,— 8mL
e Solugéo estoque de KH,PO4 — 2mL
e Agua Milli-Q para 100mL

1.2 Solugéo tampao de corrida para o gel (0,025M TRIS/0,192M
glicina/0,1% SDS - pH 8,3)

Tris — 4,53¢g

Glicina — 21,69

SDS -1,5¢g

Agua destilada para 1,5L de volume final

1.3 Solucédo de tampao bromofenol desnaturante
e TrisHCIpH 6,8 0,5M—1,2mL
e SDS10%-1,5mL
e Glicerol 100% - 0,75mL
e B-mercaptoetanol — 0,4mL
e Corante bromophenol blue — 0,015g

1.4 Solucéo corante Coomassie para o gel de acrilamida
Metanol — 100mL

Acido acético glacial — 17,4mL

Corante coomassie G-250 — 0,063g

Agua destilada para 250mL de volume final

1.5 Solucéo descorante para o gel de acrilamida
e Metanol — 400mL
e Acido acético glacial — 70mL
e Agua destilada para 1L



