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RESUMO

Sementes de diferentes espécies, armazenadas na mesma condicdo em bancos de
germoplasma, apresentam respostas distintas quanto a perda de sua viabilidade.
Atualmente, somente o teste de germinagcdo € usado para avaliar a qualidade
fisiolégica de sementes em bancos de germoplasma e outros métodos ainda sao
necessarios para prever a longevidade de sementes. A espécie Astronium
fraxinifolium Schott € uma arvore das regides da Amazénia, Cerrado e Caatinga,
ameacgada de extingdo, que apresenta sementes ndo dormentes e que germinam
rapidamente. O objetivo do presente trabalho foi estudar a longevidade de sementes
de A. fraxinifolium, coletadas em diversos locais de duas regides geograficas distintas
e avaliar o transcriptoma. Foram avaliadas sementes de dez acessos de A.
fraxinifolium, sendo seis acessos coletados no estado de Goias (GO) e quatro em
Minas Gerais (MG). Foram realizados pré-testes para determinar a melhor
temperatura para germinagao e o tempo para iniciar a protrusdo da radicula. Testes
de envelhecimento, condutividade elétrica, teor de malonaldeido e anadlise do
transcriptoma foram realizados. A temperatura 6tima de germinacgao foi de 30° C e os
primeiros eventos de protrusdo radicular ocorreram apos 20 horas de embebigao.
Sementes coletadas em Goias apresentaram maior viabilidade e longevidade apos
os testes de envelhecimento para todas as condicdes testadas e os acessos GO 6 e
MG 2 apresentaram, respectivamente, a maior e menor longevidade apdés o
envelhecimento. O teste de condutividade elétrica nao foi adequado para avaliar a
longevidade dos acessos, e o0 teor de malonaldeido foi considerado um teste
promissor para avaliar a longevidade de sementes de A. fraxinifolium. Foi realizada
analise de RNASeq para avaliar os transcriptomas de eixos embrionarios de
sementes dos acessos GO 6 e MG 2, com sementes envelhecidas e nao
envelhecidas. Os genes expressos diferencialmente foram relacionados aos
processos de transcricdo de RNA, kinases, ubiquitinas, metabolismo de amido,
microtubulos, componentes de membrana, polimerase e transporte de carboidratos e

zinco.

Palavras chaves: Longevidade de sementes; Astronium; Envelhecimento;
Malonaldeido; Transcriptoma.






ABSTRACT

Seeds of different species stored under the same conditions differently lose their
viability. Currently, the physiological quality of seeds stored in genebanks is evaluated
only by the germination test and other methods are still needed to predict seed
viability. The species Astronium fraxinifolium Schott is a tree in the Amazonian
regions, Cerrado and Caatinga, which presents seeds that are non-dormant and which
germinate rapidly. The goal of this work was to study the longevity of seeds A.
fraxinifolium collected at several sites from two different geographic regions, and
assess the transcriptome. For that, seeds from ten accessions of A. fraxinifolium were
collected (six in the state of Goias (GO) and four in Minas Gerais (MG) and evaluated.
Pre-tests were performed to determine the optimal germination temperature and the
onset of the radicle protrusion. Aging tests, electrical conductivity, malonaldehyde
content and transcriptome analysis were performed. The optimal germination
temperature was 30° C and the first radicle protrusion events occurred after 20 hours
of imbibition. Seeds collected in Goias displayed higher viability and longevity after
aging in all tested conditions and seeds from accessions GO 6 and MG 2 showed,
respectively, the highest and lowest longevity indexes after aging. The electrical
conductivity test was not adequate to evaluate the longevity of the accessions and the
assessment of the malonaldehyde content was considered a promising test to assess
the longevity of A. fraxinifolium seeds. RNASeq analysis was performed to evaluate
the transcripts of embryonic axes of seeds of the GO 6 and MG 2 accessions, with
aged and unaged seeds. Differentially expressed genes were related to RNA
transcription processes, kinases, ubiquitin, starch metabolism, microtubules,

membrane components, polymerase, and transport of carbohydrates and zinc.

Keywords: Seed longevity; Astronium; Aging; Malondialdehyde; Transcriptome.
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1 INTRODUGAO

A conservacado da biodiversidade em ambito mundial € uma preocupacgao
constante de todos os povos. Em muitas regides do planeta a perda dos ecossistemas
tem sido quase total e irreversivel. A biodiversidade, tanto terrestre como marinha,
vem sendo ameacada por diversos fatores. O principal impacto dessa perda é a
extincdo das espécies, que as vezes sao irrecuperaveis.

No Brasil, extensas areas de vegetagao nativa foram devastadas na Mata
Atléantica, Caatinga, Cerrado Central e Amazdnia. Devido as pressdes da ocupagéo
humana na zona costeira, a Mata Atlantica ficou reduzida aproximadamente, a 7% da
sua vegetacédo original (CENTRO NACIONAL DE PESQUISA E CONSERVACAO DA
BIODIVERSIDADE DO CERRADO E CAATINGA, 2016). Atualmente, o Cerrado do
Brasil Central € o bioma que sofre 0 maior processo de destruicdo dos ecossistemas,
com diversas espécies ameagadas de extingdo, sendo estimado pelos orgaos
governamentais e ndo governamentais uma perda superior a 52% do seu habitat
natural.

Sementes de diferentes espécies e cultivares, conservadas em bancos de
germoplasma, sob as mesmas condi¢cdes de temperatura e umidade, apresentam
respostas distintas quanto a perda da sua viabilidade, que decorre de diversos fatores
tais como: constituigdo genética e quimica, teor de agua, qualidade inicial das
sementes, dentre outros fatores. O envelhecimento natural que ocorre com os seres
vivos sempre foi assunto de muitos estudos e pesquisas, realizados com o objetivo
de compreender os diversos aspectos relacionados a este processo e,
principalmente, encontrar mecanismos que possam retardar ou até mesmo reverter o
envelhecimento.

A longevidade de sementes se refere ao periodo maximo de tempo que uma
semente pode permanecer viavel, quando armazenada em condi¢cbes ambientais
favoraveis, para cada espécie. A longevidade é afetada por diversos fatores como a
constituicdo quimica da semente, estadio de maturacgao, viabilidade inicial, umidade
e temperatura do ar e grau de infecgao por microrganismos e insetos (BEWLEY et al.,
2013). Varios estudos tém sido realizados para explicar os fatores relacionados a
longevidade de sementes ortodoxas. Inumeros estudos genéticos tém sido realizados

para identificar e avaliar genes que estejam relacionados a longevidade de sementes.
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Modelos matematicos tém sido desenvolvidos para predizer o tempo que uma
semente pode permanecer viavel, as chamadas equagdes de viabilidade (KEW
ROYAL BOTANIC GARDENS, 2016). As equacbes de viabilidade levam em conta,
principalmente, a temperatura e umidade de armazenamento e a qualidade inicial das
sementes. Alguns modelos exigem experimentos complexos e demorados
(ANDREOLI, 2004). No inicio da década de 1960, o professor E. H. Roberts iniciou
estudos sobre as equacgdes de viabilidade de sementes, avaliando o efeito da
umidade e temperatura na viabilidade de sementes de cereais, como arroz e trigo.

O processo de deterioracdo de sementes é definido como a reducdo da
qualidade fisiologica, relacionada a um complexo de mudangas que ocorrem com O
passar do tempo e que acarreta danos aos sistemas e fungdes vitais, resultando na
diminuicdo ou perda do grau de capacidade e desempenho da semente na
germinagao (DELOUCHE, 2002). Varios eventos podem ocorrer na semente antes da
perda da viabilidade total, como a desestruturacdo do sistema de membranas, o
decréscimo da atividade de enzimas respiratorias, a reducdo na eficiéncia dos
mecanismos de reparo do DNA, dentre outros (McDONALD, 1999; BAILLY, 2004; HU
et al., 2012; CORBINEAU, 2012). Além disso, a deterioracao de sementes durante o
armazenamento leva a progressiva fragmentagdo do DNA e mudangas em mRNA,
que sado armazenados na semente seca (LEPRINCE e BUITINK, 2010). Assim, testes
bioquimicos, fisiolégicos e moleculares poderao ser usados como ferramentas uteis
para indicar possiveis danos causados as sementes, de forma mais rapida e em
estagios iniciais, permitindo um melhor manejo das cole¢des de germoplasma.

A capacidade de germinar, suportar a dessecagao a um baixo conteudo de
umidade e permanecer viavel durante o armazenamento subsequente sao
caracteristicas bioldgicas das sementes, que sdo adquiridas ao longo do processo de
desenvolvimento e maturacdo (PROBERT et al., 2007). O conhecimento sobre o
processo de tolerancia a dessecacao é muito importante para se definir qual o melhor
meéetodo de conservagcdo das sementes. Dependendo do comportamento das
sementes em tolerar o processo de dessecacgao, elas podem ser classificadas como
sementes ortodoxas, recalcitrantes ou intermediarias (ROBERTS, 1973; ELLIS et al.,
1990)

Atualmente, nos bancos de germoplasma a avaliagdo da viabilidade das

sementes € feita somente por meio do teste de germinagao, no entanto, esse teste



25

nao permite detectar o progresso da deterioragdo, indicando apenas os estadios finais
do processo (DONA et al., 2013). Estadios iniciais da deterioracdo poderiam ser
detectados ao longo do armazenamento das sementes, contribuindo positivamente
para elucidar as diferencas de comportamento entre as espécies com sementes de
diferentes qualidades, durante o periodo de conservagao. Os principais desafios na
manutencado da viabilidade das sementes, em bancos de germoplasma, estdo em
prever quando os acessos devem ser regenerados e detectar fases iniciais de
deterioracdo das sementes, sem consumir as amostras em ensaios repetitivos para
avaliar a viabilidade no processo de monitoragao (DONA et al., 2013). A monitoracao
dos acessos armazenados em bancos de germoplasma é uma pratica de rotina dos
bancos, e se refere a avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes no decorrer do
armazenamento (FAIAD, et al. 2001).

A utilizagdo de testes complementares aos tradicionalmente empregados, na
avaliacdo da qualidade das sementes, poderdao agregar informagdes que permitirdo
conhecer mais detalhes sobre o processo de envelhecimento e deterioracdo de
sementes, e consequentemente, melhorarem de forma consideravel o manejo das
colegcdes em bancos de germoplasma.

Estudos moleculares para avaliacdo da deterioracdo de sementes tém sido
cada vez mais usados. Diversas metodologias estao sendo usadas com esse objetivo,
como perfis de expressdo génica, analise do transcriptoma, avaliagcdo de danos na
estrutura do DNA, estudo de rotas metabdlicas de enzimas e proteinas, degradagéo
de lipideos, atividade de compostos antioxidantes, alongamento de telémeros, dentre
outros.

Para as espécies florestais quase ndo ha estudos especificos quanto aos
processos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares envolvidos com a deterioragdo das
sementes, durante o armazenamento, principalmente, relacionados a conservacao
em longo prazo, o que dificulta o estabelecimento de técnicas adequadas para a
conservagao dessas espécies. Assim, desta forma, os testes de envelhecimento e de
germinagao, bem como analises moleculares do transcriptoma poderao ser bastante
uteis no estudo dos aspectos relacionados a perda da viabilidade de sementes de

especies florestais em bancos de germoplasma.
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O objetivo do presente trabalho foi estudar a longevidade de sementes de
Astronium fraxinifolium Schott, coletadas em diversos locais de duas regides

geograficas distintas e avaliar o transcriptoma.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A ESPECIE

O nome do género Astronium deriva do grego astron, que significa estrela,
referindo-se ao calice com 5 sépalas, que € acrescente e persistente ao fruto
(SANTIN, 1989). A espécie Astronium fraxinifolium foi descrita pelo boténico austriaco
Heinrich Wilhelm Schott, em 1827. A espécie foi citada na obra Flora Brasiliensis de
Carl Friedrich Philipp Von Martius. O género Astronium esta representado nas
Ameéricas por 8 espécies, sendo que o Brasil concentra 7 das 8 espécies, portanto, é
considerado o centro de origem e diversidade do género (CARMELLO-GUERREIRO,
1996).

A espécie Astronium fraxinifolium Schott, da familia Anacardiaceae, € uma
arvore dos trépicos americanos, com ocorréncia no México, parte da América Central,
Argentina, Bolivia, Brasil e Paraguai (IBGE, 2002; LORENZI, 2014). No Brasil ocorre
nas regides do Cerrados do Brasil Central, Nordeste e na Amazonia, sendo conhecida
como gongalo-alves, aroeira, aroeira do campo, chibata, sete cascas, aroeira
vermelha e ubatad (LORENZI, 2014; SALOMAO e SILVA, 2006).

A arvore de A. fraxinifolium Schott tem porte arb6reo médio, com altura de 8 -
12 m, com tronco cilindrico e reto, de 60 - 80 cm de diametro (DAP) e de casca
esbranquicada (Figura 1). Folhas compostas, com 7 a 11 foliolos, de 6 - 13 cm de
comprimento por 4 - 5 cm de largura (LORENZI, 2014). As folhas exalam odor similar
ao de terebintina, semelhante ao da folha da mangueira, que é da mesma familia. E
uma espécie rustica que apresenta desenvolvimento rapido na producao e formagao
de mudas e desenvolvimento no campo. E uma planta dioica, apicola e apresenta
disseminagao pelo vento (anemocoria).

Ecologicamente € classificada como planta decidua, helidfila, pioneira e
seletiva xerdfila, sendo encontrada em terrenos rochosos e secos, onde forma

agrupamentos descontinuos (LORENZI, 2014). Floresce durante os meses de julho
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e agosto e apresenta frutos maduros de setembro a outubro, com a arvore despida
de sua folhagem (IBGE, 2002). Anualmente produz grande quantidade de sementes,
que sao facilmente disseminadas pela acao do vento, devido a estrutura de dispersao
das sementes formado pelo calice (Figura 2B). Segundo Carmello-Guerreiro (1996),
“o fruto € uma pseudo-samara, com exocarpo unisseriado, suberificado e aderido ao
mesocarpo. O mesocarpo é parenquimatico, com grandes canais secretores
associados aos feixes vasculares. O endocarpo parenquimatico € bisseriado, sendo
a camada que reveste o loculo ligeiramente alongada radialmente. O évulo é
anatropo, unitegumentado, crassinucelado, com rafe dorsal evidente e hipdstase
tanifera. A testa é fortemente adnata ao pericarpo. O embrido ocupa posi¢cao axial e
€ do tipo investing” (Figura 2A).

Sua madeira é muito pesada, compacta, rija, incorruptivel e brilhante. A cor de
seu cerne varia muito, desde o vermelho claro até o vermelho cor de brasa, sempre
com listas negras de forma variada, dai a denominacéo de zebrawood. E propria para
construgéo civil e naval, marcenaria, confec¢gao de dormentes, corriméos, balaustres,
esteios, moveis de luxo e portas de fino acabamento (LORENZI, 2014).

Segundo Aguiar et al. (2001), a espécie ndo tem sido usada em programas de
reflorestamento e as populagdes naturais foram, na sua maioria, destruidas pela
exploragcdo predatéria do homem, o que restringe a sua ocorréncia a pequenos
fragmentos florestais e na vegetacdo que ocorre as margens de rodovias,
principalmente, na regido do Cerrado do Brasil Central. Assim, espécies como o A.
fraxinifolium, que se encontram nessa ultima situagao, sofrem com a concentragao
de poluentes emitidos pelos veiculos que trafegam nessas rodovias (LORENZI, 2014;
AGUIAR et al., 2001). A espécie esta incluida na lista de espécies da flora brasileira
com deficiéncia de dados da lista de espécies ameacadas de extingdo (IBAMA, 2008).

O Cerrado € um dos maiores biomas do territério brasileiro, localizado na
regido Centro-Oeste, e parte das regides Norte, Nordeste e Sudeste. E também a
regido que sofre o processo de desmatamento mais acentuado na atualidade.
Segundo dados de diversas organizagdes ambientais e do proprio governo federal,
aproximadamente, 48% da vegetagdao nativa se encontra total ou parcialmente
conservada, sendo que a agropecuaria, a exploragao mineral de carvao vegetal e a
expansdo dos centros urbanos sao as principais causas da degradagao ambiental.

As principais consequéncias do desmatamento sao a extingdo de diversas espécies
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de animais e plantas, com perda da biodiversidade, além do impacto sobre os leitos
dos rios e das nascentes. O Cerrado tem vegetacgao tipica de savana, adaptado a
pouca umidade e até mesmo um ciclo de queimadas, sendo que a casca do tronco
das arvores é uma caracteristica tipica dessa adaptagédo. Atualmente, as regiées do
Cerrado e da Mata Atlantica sao consideradas hotspot, termo que se refere ao
conjunto de areas do planeta com alta biodiversidade e que estdo ameacgadas de
extinggo (CENTRO NACIONAL DE PESQUISA E CONSERVACAO DA
BIODIVERSIDADE DO CERRADO E CAATINGA, 2016).

O Astronium fraxinifolium é uma das 692 espécies que compdem a Colegao de
Base de Germoplasma Sementes (Colbase) da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, em Brasilia - DF. A Colbase tem como objetivo, garantir por muitas
décadas, a sobrevivéncia das sementes de espécies ortodoxas, de interesse atual e
potencial, assegurando a manutengdo das fontes basicas para a alimentagao e
agricultura (WETZEL et al., 2005). Na Colbase, as sementes sdo desidratadas a um
teor de agua variando de 3 a 7% (base umida), embaladas em envelopes
aluminizados da empresa Barrier Foil Products Co®., Manchester, UK, mantidas em
camaras frias, com temperatura de -20° C (FAIAD et al., 2001). Atualmente, a Colbase

conta com 72 acessos de A. fraxinifolium.
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Figura 1 — Arvore de A. fraxinifolium localizada no Km 227, da Rodovia BR — 414, no municipio de
Niquelandia - GO

Figura 2 — Estrutura do fruto (A), do céalice com as 5 sépalas das flores (B) e sementes dos dez acessos
selecionados (C) de A. fraxinifolium. A barra escura representa 1 cm
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Na figura 2C os numeros de 1 a 10 representam, respectivamente, as
sementes dos acessos GO 2, GO 3, GO 4, GO0 5,G0O6,GO7,MG1, MG 2, MG 3e
MG 4.

2.2 DESENVOLVIMENTO DA SEMENTE E AQUISIGAO DA QUALIDADE

A qualidade de sementes é o somatdrio das caracteristicas fisicas, fisiologicas,
genéticas e sanitarias que vao contribuir para o desempenho esperado. O que se
espera de uma semente é que tenha germinagéo rapida e uniforme, pureza genética,
pureza fisica, livre de pragas e doengas e maior tolerancia as condigdes de estresses
(DELOUCHE, 1971).

Nas angiospermas, em uma flor completa, as sépalas e as pétalas que formam
o calice e a corola, respectivamente, sdo a parte estéril, enquanto que os estames e
os carpelos sao a parte reprodutora (CARVALHO e NAKAGAWA, 2012). Os gametas
sexuais masculinos, chamados graos de pdlen, sdo produzidos nas anteras dos
estames e os gametas femininos, sao produzidos no saco embrionario do évulo como
célula ovo, nos carpelos. Apds os processos de polinizagao e fecundacao, inicia-se a
formacao da semente. A polinizagéo € a transferéncia do grao de pélen de um estame
a um carpelo, podendo ser da mesma flor ou de outra flor da mesma planta
(autopolinizagao) ou da flor de outra planta (polinizagéo cruzada).

Apods a fecundacgao da célula ovo haploide, do saco embrionario, pela fusao de
um nucleo haploide do gréao de pdélen, que dara origem a um zigoto diploide e da fusao
dos dois nucleos polares do saco embrionario com o outro nucleo haploide do grao
de pdlen, que formara um nucleo triploide, que dara origem ao endosperma, estes
conjuntos de células passarao por diversas divisdes mitéticas que formarao o embrido
e os tecidos de reserva. Do 6vulo fecundado se desenvolve a semente, que esta
contida no interior de um fruto resultante do desenvolvimento do ovario, nas
angiospermas (CARVALHO e NAKAGAWA, 2012).

O processo de formacao e desenvolvimento da semente, desde a fecundacao
do o6vulo até a maturidade, pode ser dividido em quatro fases (MARCOS-FILHO,
2015). As fases | e Il sdo caracterizadas pela divisdo, expansao e diferenciagao
celulares, com aumento no tamanho das sementes e no grau de umidade que

permanece alto. A fase Ill é caracterizada por aumento progressivo na deposi¢ao de
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reservas, com teor de agua ainda relativamente alto, que passa a decrescer com o
acumulo de reservas nas sementes. A fase IV, etapa final do processo de maturacgao,
as sementes perdem agua com maior intensidade, sem que ocorra mudanga
significativa no teor de massa seca (MARCOS-FILHO, 2015).

A morfologia das sementes varia enormemente entre as diferentes classes,
familias e espécies de plantas, com diferentes tecidos de reservas e diferentes
quantidades e formas do tegumento, embora alguns mecanismos do seu
desenvolvimento sdo comuns entre as espécies (BEWLEY et al., 2013). No estudo
do desenvolvimento de sementes sdo considerados de forma geral as seguintes
caracteristicas de natureza fisica e fisiologica: teor de agua, tamanho, massa de
matéria seca, germinacéo e vigor. Durante o processo de formagdo de sementes
ortodoxas a agua desempenha papel fundamental em todas as etapas envolvidas na
maturacdo das sementes, desde o estado metabolicamente ativo no
desenvolvimento, para um estado inativo pés-maturacgao, retornando posteriormente
ao estado metabolicamente ativo na germinacéo (CASTRO et al., 2004).

Na fecundacao o teor de agua do évulo € de no minimo 80% (base umida).
Durante a maturagao esse valor tende a decrescer, embora permaneca relativamente
alto em todo o processo de formacédo da semente. A desidratacao é lenta durante as
fases | a lll do desenvolvimento. A partir do momento que a semente atinge o0 maximo
de massa de matéria seca a desidratacdo aumenta, atingindo teor de agua de 35% a
55% para as mono e dicotiledéneas ortodoxas, respectivamente (MARCOS-FILHO,
2015). A desidratacdo continua até a semente entrar em ponto de equilibrio com a
umidade relativa do ar, ficando com 12% a 15% de teor de agua. O processo de
desidratagcdo varia entre as espécies e os cultivares, e logicamente depende das
condigdes ambientais. O tamanho da semente cresce rapidamente no comprimento
e largura (fases | e Il) até atingir o maximo de tamanho com o acumulo de matéria
seca. Em seguida, com o aumento da perda de agua, pode ocorrer redugdao do
tamanho e até alteragcdo no seu formato. No inicio da formagao da semente (fases |
e Il) o acumulo de matéria seca se faz de forma lenta, sendo, em geral, um periodo
de curta duracdo. Apds essa etapa, o acumulo de matéria seca € intensificado até
atingir o maximo, sendo que a semente apresenta ainda elevado teor de agua. Nesse
momento cessa a transferéncia vascular da planta m&e para a semente. Em seguida

acentua-se a desidratacdo da semente, caracteristica do processo de maturacao de
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sementes ortodoxas. O peso de matéria seca tem sido considerado como o melhor
indice do estadio de maturacao de sementes (CARVALHO e NAKAGAWA, 2012).

Durante o processo de formagdo da semente, de forma geral, apos a
desidratacdo, a capacidade da semente para germinar se desenvolve antes do
maximo peso seco, seguido pelo desenvolvimento da tolerancia a dessecagao, vigor
e longevidade (BEWLEY et al., 2013). Este comportamento varia entre as espécies
agricolas e, principalmente, entre as espécies arboreas e arbustivas.

Grande numero de mudangas na expressao de genes e no metabolismo
resultante ocorre nas sementes antes e durante o processo de desidratacdo. Nesta
fase, a semente termina seu desenvolvimento, mantém o estado seco e preserva os
componentes celulares requeridos para dar continuidade no seu metabolismo apds a
secagem na germinagao ou conferir um estado de dorméncia (BEWLEY et al., 2013).
Diversos eventos celulares e bioquimicos parecem estar associados com a
maturagcdo da semente e, consequentemente, com a aquisicdo da tolerancia a
dessecacao em sementes ortodoxas. A tolerdncia a dessecagcdo € uma das
propriedades mais fundamentais das sementes, adquirida na fase final do seu
desenvolvimento, e é considerada necessaria para a conclusido do ciclo de vida da
planta, como estratégia adaptativa para permitir a sobrevivéncia das sementes
durante o armazenamento ou estresse ambiental, e também para permitir uma melhor
disseminacao das espécies (LEPRINCE, et al., 1993). Sintese de proteinas LEA,
proteinas de choque térmico, acumulo de oligossacarideos da familia rafinose e a
ativacao dos sistemas de defesa antioxidantes parecem estar relacionados com a
aquisi¢ao da tolerancia a dessecagao (VERTUCCI e FERRANT, 1995; BAILLY, 2004;
LEPRINCE e BUITINK, 2010).

Mudancas nos transcritos dos genes em sementes de Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh ocorreram durante a maturacéo e dessecagao das sementes, sendo que as
principais mudancas s&o: aumento na regulagcao de proteinas LEA e de choque
térmico, reparo de DNA, sintese das proteinas em organelas e vias respiratorias,
diminuicdo na regulacdo do metabolismo de carboidratos, aminoacidos e acido
nucleicos, transportes de acucares, estresse abidtico, sintese de amido e paredes
celulares, sintese de proteinas de armazenamento e sintese de horménios (BEWLEY
et al., 2013). Proteinas LEA (late embryogenesis abundant) sao sintetizadas na fase

final da formagao da semente e estdo envolvidas na protecdo da planta a danos
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causados por estresse ambientais, especialmente seca, frio e salinidade. Sao
particularmente relacionadas a protecdo das membranas da mitocdndria contra danos
de desidratagao. As proteinas de choque térmico (HSP) sdo chaperonas moleculares
produzidas pelas células que se opdem a desnaturacdo induzida por estresse de
outras proteinas (FEDER e HOFMANN, 1999).

Outras mudancas no metabolismo sdo associadas com a aquisicao da
tolerancia a dessecacdo. Danos a tecidos intolerantes devido a dessecacado é
frequentemente associado com dano oxidativo, como a peroxidacédo de lipidios e
formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS). O aumento na taxa de respiragao
de tecidos intolerantes pode resultar no aumento da produg¢ao de ROS e subsequente
injurias oxidativas. Entender os mecanismos envolvidos na aquisigdo da qualidade
durante o desenvolvimento, na perda da qualidade no envelhecimento e no processo
de germinagao de sementes, pode permitir a identificacdo de trés principais grupos
de marcadores para avaliagdo do vigor de sementes: (1) indicadores de deterioragao
celular (danos de membrana, acumulo de ROS, carbonilagéo de proteinas, oxidagao
de RNA, etc.); (2) indicadores eficazes do sistema de protecédo/defesa (agucares
soluveis, proteinas especificas, enzimas de defesa antioxidante, como a catalase,
etc.); (3) indicadores do processo de germinacgéo (atividade respiratoria, indugéo do
ciclo celular, atividade hidrolitica, etc.) (CORBINEAU, 2012).

A maturacdo de sementes € um conjunto de complexos processos de
desenvolvimento que ocorrem simultaneamente, a partir do fim da embriogénese, até
que a semente esteja fisiologicamente independente da planta-mae. Esta fase é
composta pela deposicao de reservas de armazenamento e de uma fase menor
caracterizada pela secagem na maturagdo. Estas caracteristicas dependem da
capacidade notavel da semente de sofrer uma dessecagao completa, sem perder a
viabilidade e permanecer viavel por longos periodos de tempo, quando armazenadas
em estado seco (LEPRINCE e BUITINK, 2010). Para Sun et al., (2007), as mais
recentes pesquisas sobre os mecanismos fisiolégicos em vigor de sementes,
mostraram que na fase final de maturagdo, o desenvolvimento do vigor envolve
algumas substancias resistentes ao estresse, incluindo as proteinas LEA,
oligossacarideos e o acido abscisico (ABA). Para estes pesquisadores, o vigor de

sementes é um carater quantitativo, controlado por multiplos genes.



34

Compreender melhor os mecanismos celulares, bioquimicos e moleculares
envolvidos na aquisicdo do vigor, durante o desenvolvimento das sementes, na
germinagao e na deterioragdo, poderia sugerir varios marcadores de qualidade de
sementes. Entre estes marcadores, a perda de eletrdlitos e a produgao de etileno,
durante a embebigdo, marcadores do ciclo celular (replicagdo de DNA, B-tubulina),
metabolismo de agucares soluveis (familia rafinoses), proteinas (LEA e de choque
térmico) e a eficiéncia de espécies reativas de oxigénio (ROS) tém potencial para a
avaliagcédo do estado de maturidade das sementes (CORBINEAU, 2012).

2.3 TOLERANCIA A DESSECACAO

As sementes seguem trés padrdes conhecidos quanto ao comportamento no
armazenamento: ortodoxo, recalcitrante e intermediario (ROBERTS, 1973; ELLIS et
al., 1990). As sementes ortodoxas sao tolerantes a dessecagéao a teores de agua em
torno de 5% e suportam temperaturas subzero. As sementes recalcitrantes séo
sensiveis a reducao do teor de agua abaixo de 15% e n&o suportam temperaturas
baixas de armazenamento. As sementes de comportamento intermediario nao
toleram desidratacéo abaixo de 10% a 12,5% de teor de agua e suportam temperatura
de armazenamento em torno de 10° C. A capacidade de suportar a dessecagao a
baixos conteudos de agua, permanecer viavel durante o armazenamento e germinar
sao caracteristicas das sementes que sdo adquiridas durante o seu desenvolvimento
e maturagao para sementes ortodoxas (PROBERT et al., 2007). O tempo relativo de
desenvolvimento destas caracteristicas, em relagdo ao tempo que as sementes
obtém o maximo de peso seco e o momento de sua dispersao, varia entre as
especies.

Em algumas espécies, as sementes maduras, adquirem a capacidade de
germinar antes de adquirirem a tolerancia a dessecagao. Em algumas espécies de
plantas silvestres, a qualidade da semente continua a aumentar até, possivelmente,
além da dispersdo (PROBERT et al., 2007). Em muitas espécies, a capacidade da
semente de tolerar a dessecagao para os niveis utilizados na conservagao em longo
prazo (abaixo de 7%) é adquirida na época da maturidade de massa, também
chamada maturidade fisiolégica, ao contrario de outras espécies, como os cereais,

em que a tolerancia a dessecacdo € adquirida antes da maturidade de massa
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(PROBERT et al., 2007). A maturidade fisioldgica € o ponto durante o
desenvolvimento quando o peso seco da semente alcangou o valor maximo
(BEWLEY et al., 2013).

Em varios trabalhos sobre tolerancia a dessecagao, o foco principal sobre os
mecanismos envolvidos tem sido relacionado a funcdo dos carboidratos e das
proteinas (LEOPOLD, 1990; SINNIAH et al., 1998; BUITINK e LEPRINCE, 2008). Os
carboidratos desempenham papel essencial na aquisicao da tolerancia a dessecacao,
estando envolvidos na protecdo das membranas e nos mecanismos de formacao do
estado vitreo durante a desidratagao. A tolerancia a dessecacao € a capacidade que
as sementes ortodoxas possuem de perder umidade até teores de agua préximos de
10%, no final do processo de maturagdo das sementes, permanecendo viaveis apos
um periodo de quiescéncia. O conhecimento das fases de intolerancia e de
resisténcia a dessecacido € fundamental para o entendimento dos mecanismos
controladores dos processos de formagao/maturacido de sementes e dos processos
relacionados a germinagao (BARBEDO e MARCOS-FILHO, 1998).

Estudos detalhados realizados com algumas culturas e espécies de plantas
selvagens mostraram que, embora as sementes possam ser armazenadas a partir do
momento que adquirem a tolerancia a dessecacgao, a longevidade das sementes
aumenta acentuadamente durante os estadios finais do desenvolvimento. Estudos
mais aprofundados e detalhados devem ser realizados para entender os processos
de aquisi¢ao da tolerancia a dessecacao e longevidade de sementes, pois existe uma
grande variabilidade de comportamento entre as espécies quando ao comportamento

no armazenamento.

2.4 LONGEVIDADE DE SEMENTES

A longevidade corresponde ao periodo maximo de tempo que as sementes
permanecem viaveis, quando armazenadas sob condi¢gdes ambientais ideais, sendo
que as espécies apresentam variabilidade natural quanto a longevidade. A
longevidade das sementes pode variar de poucos dias a centenas de anos
(SUTHERLAND et al, 2002). Diversos fatores afetam a longevidade das sementes
durante o armazenamento, como a composi¢cao quimica da semente, estadio de

maturacéo, viabilidade inicial, umidade das sementes, temperatura e umidade do ar
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e grau de infecgdo por microrganismos e insetos (SUTHERLAND et al, 2002). O
professor Ellis H. Roberts, da Universidade de Reading, na Inglaterra, foi um dos
primeiros pesquisadores a analisar quantitativamente o padrao de perda da
viabilidade de sementes durante o armazenamento, verificando que a perda da
viabilidade geralmente seguia um padrdo sigmoide e reconheceu que isto poderia
estar relacionado com a distribuicdo normal do tempo de vida de uma populacao de
sementes (BEWLEY et al., 2013).

A pesquisa para o conhecimento dos mecanismos que regulam a longevidade
das sementes € um dos objetivos antigos da agricultura por causa de seu impacto
sobre o rendimento das culturas, especialmente em condi¢cbes de estresse, e sua
importancia como um meio para preservar os recursos genéticos vegetais (RIGHETTI
et al., 2015). A longevidade das sementes €& uma caracteristica importante
relacionada aos bancos de germoplasma, e o aspecto genético da longevidade vem
sendo estudado por diversos grupos de pesquisadores.

Varias teorias tém sido invocadas para explicar a longevidade de sementes
ortodoxas no armazenamento sob condi¢cdes de baixa temperatura e de teor de agua.
A longevidade das sementes € uma caracteristica relevante do ponto de vista
ecologico, desempenhando um papel fundamental para garantir que espécies de
plantas vulneraveis sejam conservadas ex situ em bancos de germoplasma (LI e
PRITCHARD, 2009; PROBERT et al., 2009).

Os chineses ha 535 anos antes da era crista fizeram a primeira publicacao
sobre o comportamento das sementes no armazenamento e propuseram dois tipos
de comportamento diferentes das sementes (BEWLEY et al., 2013).

O estudo sobre sementes ancids sempre despertou muito interesse na
comunidade cientifica. Inumeros estudos ja foram realizados com sementes
encontradas em fésseis em diversos locais do mundo para avaliar sua longevidade e
viabilidade. Sementes armazenadas em museus também foram estudadas com esse
objetivo. No Museu de Histéria Natural de Paris, na Franga, espécies como Cassia
multijuga, coletadas em 1776 apresentaram germinagao de 100%, feitas em 1934,
com uma longevidade de 158 anos, assim como Cassia bicapsularia, com 115 anos,
Mimosa glomerata, com 81 anos, dentre outras (BEWLEY et al., 2013).

Algumas espécies sao conhecidas como de longevidade natural maior e menor

do que outras. Espécies que apresentam longevidade de poucos dias, como
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Avicennia marina, até centenas de anos como Malva rotundifolia e Verbascum
blattaria sdo exemplos apresentados na literatura (BEWLEY et al., 2013).

Durante o processo de desenvolvimento da semente, a longevidade é
adquirida geralmente apos a aquisicdo da tolerancia a dessecagao. O padrao geral
de desenvolvimento dos componentes da qualidade de semente ortodoxa sao
primeiro a capacidade de germinar, seguido da tolerancia a dessecagao, em seguida
o vigor e o potencial de longevidade no armazenamento, que aumenta nos estadios
finais do desenvolvimento (BEWLEY et al., 2013).

Tem sido demonstrado que a sintese de proteinas LEA e proteinas de choque
térmico (HSP) estdo associadas com a longevidade (PRIETO e DAPENA, 2006;
ROSNOBLET et al., 2007; HUNDERTMARK et al., 2011; RIGHETTI et al., 2015).
Além disso, antioxidantes como glutationa (KRANNER et al., 2006), tocoferois
(SATTLER et al., 2004) e flavonoides, presentes no tegumento (DEBEAUJON et al.,
2000) também desempenham um papel na longevidade, ao aliviar a oxidagdo que
ocorre durante o armazenamento.

Sinniah et al.,, (1998) estudando sementes de Brassica campestris,
demonstraram uma relagéo entre o potencial de longevidade e teores de agucares
totais, oligossacarideos e proteinas de choque térmico. Vandecasteele et al., (2011),
avaliando sementes de Medicago. truncatula, também demonstrou uma forte
correlacdo entre a longevidade e o nivel de sacarose, estaquiose e algumas
proteinas. Os oligossacarideos, principalmente, aqueles da familia da rafinose, que
se acumulam na planta-méae, durante a maturagao das sementes, sao considerados
importantes na estabilizagao dos “vidros” intracelulares e no aumento da viscosidade
citoplasmatica na transigdo do estado vitreo para o liquido (SUN, 1997). O acumulo
de acgucares soluveis, durante a maturacao das sementes, depende da taxa de
desidratacdo das sementes, e pode ser utilizada como indicador das condicdes de
secagem. Diversos estudos tém demonstrado que o acumulo de sacarose pode ser
usado como um indicador da capacidade de armazenamento das sementes (SUN e
LEOPOLD, 1994; SUN, 1997, SINNIAH et al., 1998).

Chatelain et al.,, (2012) avaliando a agdo da enzima metionina sulfoxido
redutase (MSR) no sistema de reparo sobre a longevidade, em sementes de M.
fruncatula e A. thaliana, propuseram que o sistema de reparo de MSR desempenha

um papel decisivo no estabelecimento e preservagao da longevidade em sementes.
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O papel da oxidagdo da metionina em sulféxido de metionina e seu reparo pela
enzima MSR ainda ndo tinha sido documentado em sementes, apesar de varias
evidéncias no possivel envolvimento de MSR no processo de maturacdo e
germinacgao. A oxidagao da metionina esta ligada ao processo de envelhecimento de
varios organismos, inclusive humanos.

Fatores importantes relacionados a longevidade de sementes sdo os niveis de
danos e as respostas de reparacdo no DNA, a quantidade de antioxidantes nao
enzimaticos e as atividades de enzimas reparadoras de ROS (RAJJOU e
DEBEAUJON, 2008; VENTURA et al., 2012). Para Dona et al., (2013), o teste de
germinacgao representa atualmente, o método mais utilizado para avaliar a viabilidade
de sementes em bancos de germoplasma, apesar das dificuldades apresentadas com
as sementes que possuem dorméncia. Dona et al., (2013), avaliaram perfis de DNA,
analises de teldmeros e propriedades antioxidantes, como ferramentas para a
monitoragdao da longevidade das sementes ex situ. Foram avaliadas sementes de
Silene vulgaris e Silene acaulis provenientes de baixas e altas altitudes do Norte da
Italia, respectivamente, com o objetivo de identificar marcadores moleculares
confiaveis no monitoramento da deterioracdo de sementes. Os resultados obtidos
pelos pesquisadores nos perfis de RAPD (Random Ampilification of Polymorphic DNA)
apresentaram diferentes capacidades para superar os danos induzidos ao DNA, pelo
envelhecimento artificial, em ambas as espécies de Silene. Os perfis antioxidantes de
sementes secas e reidratadas revelaram que a espécie Silene acaulis apresentou
menor atividade especifica de antioxidante. Uma regulagéo positiva significativa dos
genes antioxidantes MT2 (metalotioneina tipo 2) e SOD (superdxido dismutase) foi
observada apenas nas sementes reidratadas de Silene vulgaris. A reidratagcado das
sementes resultou no alongamento dos teldbmeros em ambas as espécies de Silene
avaliadas. O alongamento de telédmeros é uma ferramenta promissora para distinguir
espécies de plantas de curta e longa duracao (KILIAN et al., 1995).

A atividade de monitoramento da deterioracdo de sementes € uma pratica
comum nos bancos de germoplasma. El-Maarouf-Bouteau et al., (2011) avaliando a
alteracdao de DNA e morte programada de células, durante o envelhecimento de
sementes de girassol (Helianthus annuus L), identificaram que a viabilidade das
sementes € afetada pelo teor de umidade das sementes e esta relacionada com o

acumulo de perdxido de hidrogénio (H202) e alteragées no metabolismo de energia.
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El-Maarouf-Bouteau et al., (2011) propdem que a perda de viabilidade de sementes
esta relacionada ao ataque oxidativo, a disfungdo mitocondrial e a morte programada
de células.

A vida util de uma populagcdo de sementes, ou o tempo até que todas as
sementes percam a viabilidade, depende do comportamento de armazenamento das
sementes, das condi¢cdes ambientais, da qualidade inicial ou a proporcao das
sementes que sao viaveis no inicio do armazenamento e da propria espécie em
questao (KEW ROYAL BOTANIC GARDENS, 2016). Numa populagéo de sementes,
algumas sementes perdem a viabilidade mais cedo do que as outras, algumas mais
tarde, mas a maioria perde a viabilidade em torno do ponto médio no tempo de
armazenamento. Tragando os dados num grafico se obtém uma distribuicdo normal,
ou seja, a curva na forma de sino. Com o objetivo de facilitar as andlises estatisticas,
os valores de viabilidade das sementes em percentuais sido linearmente
transformados em probit. Uma unidade de probit é equivalente a um desvio padrao
da distribuicdo normal do numero de sementes mortas ao longo do tempo. Os valores
probit ainda sdo comumente usados em modelagem de viabilidade (KEW ROYAL
BOTANIC GARDENS, 2016).

Para predizer o tempo de viabilidade das sementes no tempo, em diferentes
ambientes, foram desenvolvidas, a partir da década de 1960, as equacbes de
viabilidade. Sdo modelos matematicos que tem sido desenvolvido para apoiar as
praticas de conservagao de sementes. Elas preveem a proporcao de sementes que
sao viaveis em uma populacao, apds qualquer periodo de armazenamento, em uma
ampla gama de ambientes. As equacgdes de viabilidade sdo uteis na concepgao e
gestao de bancos de sementes. Com esse objetivo foram publicadas trés equagdes
basicas de viabilidade para trigo (ROBERTS, 1960) arroz (ROBERTS, 1961) e
posteriormente foram publicadas para serem aplicadas a uma ampla variedade de
espécies (ROBERTS, 1972). Esta ultima equacdo apresenta duas grandes
desvantagens. A primeira é que n&o leva em conta a variagdo no potencial de
longevidade entre os lotes de sementes da mesma espécie, resultantes da diferencga
nos gendotipos ou na diferenga entre a qualidade das sementes devido a variagdo nos
fatores ambientais, os quais afetam as sementes antes do armazenamento. A
segunda desvantagem € que a extrapolacdo para ambientes de armazenamento
extremos pode ser imprecisa (ELLIS e ROBERTS, 1980).
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Para corrigir as falhas apresentadas nas equagbes anteriormente
desenvolvidas, Ellis e Roberts (1980) propuseram uma nova equacgéao de viabilidade,
que leva em conta a variagao no potencial de longevidade devido ao gendétipo e as
condicbes de pré-armazenamento. A nova equacgao proposta por Ellis e Robert
(1980), levando em consideracdo as corregbes nas equagdes anteriormente
propostas, é:

v = Ki - p/10 Kg=Cpylogm-Cpyt-Co © (1)

onde v é a percentagem de viabilidade em probit;, p € o periodo de armazenamento
em dias; m é o grau de umidade das sementes (% em base umida); t € a temperatura
de armazenamento (° C); Ki é a percentagem da viabilidade em probit, no inicio do
armazenamento; Ke € uma constante para cada espécie; Cw indica a resposta
logaritmica da longevidade das sementes para o grau de umidade; Cy e Cq séo
constante linear e quadratica do termo temperatura, respectivamente, descrevendo o
efeito da temperatura de armazenamento na longevidade das sementes.

Para obtencdo das constantes Ke, Cw e CH, que s&o especificas para cada
espéecie, € necessaria a realizagcao de diversos experimentos de armazenamento,
levando em consideragdo a combinagcédo de diversas temperaturas e graus de
umidade. Estes experimentos sdo complexos e demorados e necessitam de grandes
quantidades de sementes, que para algumas espécies, em bancos de germoplasma,
nao é possivel ser realizado, devido a pequena quantidade de sementes
conservadas, principalmente, no caso de espécies florestais. O objetivo principal das
equacodes de viabilidade € ter um modelo matematico que possa ser usado para
predizer o tempo de viabilidade das sementes, ou seja, o periodo de tempo que uma

semente é capaz de permanecer viavel.

2.5 DETERIORAGAO DE SEMENTES

A deterioracdo de sementes trata-se de um complexo de mudancgas que
ocorrem com o passar do tempo, causando diversos prejuizos aos sistemas e fungdes
vitais, resultando na diminui¢do ou perda no grau de capacidade e desempenho das
sementes. O envelhecimento da semente armazenada é um fenbmeno natural e as
sementes tendem a perder viabilidade, mesmo sob condigcdes ideais de

armazenamento (MARCOS-FILHO, 2015). A deterioragdo que causa a queda
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gradativa da viabilidade e/ou do vigor, também é conhecida como envelhecimento da
semente.

Delouche (2002) definiu deterioragdo como um "processo determinado por
uma série de alteragdes fisioldgicas, bioquimicas, fisicas e citoldgicas, com inicio a
partir da maturidade, em ritmo progressivo, determinando a queda do potencial de
desempenho e culminando com a morte da semente". A deterioracido da semente se
inicia a partir da maturidade fisiolégica, chamada de deterioragao zero e continua até
a perda da sua capacidade de germinar. A semente incapaz de alguma germinagao
visivel é considerada morta (BEWLEY et al., 2013).

A intensidade e velocidade de deterioragdo das sementes sio inerentes as
espéecies. Varia de acordo com as espécies, o cultivar, entre lotes do mesmo cultivar,
entre sementes do mesmo lote e partes da mesma semente. A deterioracdo em
sementes tem forte influéncia do gendétipo, da composigcéo quimica, grau de umidade,
praticas de manejo, longevidade natural, etc. (MARCOS-FILHO, 2015).

O processo de deterioragdo tem sido objeto de varios estudos cientificos,
sendo destacados os trabalhos realizados por Robert, (1973), Ellis e Robert, (1980),
Priestley, (1986), Smith e Berjak, (1995), Bewley e Black, (1994), Walters, (1998),
McDonald, (1999), Bailly, (2004), Corbineau e Céme, (2006), Buitink e Leprince,
(2008); Leprince e Buitink, (2010), Mira et al., (2011). Nao obstante a realizagao
desses estudos, ainda ndo existe uma compreensio clara de todos os processos
envolvidos, suas causas e sequéncias, o0s mecanismos de reparo e principalmente,
uma forma de evitar ou reverter o processo. A partir da década de 1990, trabalhos
referentes aos processos relacionados a deterioracdo de sementes se intensificaram,
sendo que, apos 25 anos ainda nao se tem definido nenhum padrdao especifico
relacionado ao envelhecimento, embora muitos estudos tém apresentado diversas
manifestagdes bioquimicas e mais recentemente da biologia molecular, relacionadas
a perda da qualidade fisioldgica das sementes.

As pesquisas sobre deterioragdo de sementes, de modo geral, s&o realizadas
nos processos durante a germinagao, principalmente, nas fases | e Il da embebigao,
relacionadas as atividades bioquimicas preparatérias para a germinagdao, como a
sintese de ATP e respiracdo (MARCOS-FILHO, 2015). O ataque de radicais livres,

provenientes da peroxidacao lipidica, como o radical superéxido, promove alteragdes
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nas membranas celulares e consequente decréscimo na produg¢ao de ATP durante a
germinagao (SHARMA et al, 2012).

A oxidacgao de lipidios ou autoxidagao se inicia com a formagao de radicais
livres, os hidroperdxidos, que podem desencadear o processo de peroxidacdo. A
peroxidagao lipidica é o processo por meio do qual as espécies reativas de oxigénio
(ROS) reagem com os acidos graxos polinsaturados dos fosfolipidios das membranas
celulares, desintegrando-as e permitindo a entrada dessas espécies nas estruturas
intracelulares, sendo que a enzima fosfolipase, ativada pelas espécies tdxicas,
desintegra os fosfolipidios, liberando os acidos graxos nao saturados (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999). Estes processos resultam nas seguintes a¢des deletérias dos
peroxidos lipidicos: ruptura das membranas celulares; mutagcées do DNA; oxidagao
dos lipidios insaturados, formacdo de residuos quimicos e comprometimento dos
componentes da matriz extracelular. Os componentes celulares sido todos
susceptiveis a agado de ROS; porém, a membrana € um dos mais prejudicados devido
a peroxidacgao lipidica, que provoca alteragdes na sua estrutura e permeabilidade,
causando perda da seletividade na troca ibnica, liberagao de exsudados e formacgao
de produtos toxicos como o malonaldeido e causando a morte celular (EL-
MAAROUFBOUTEAU et al., 2011).

Para Moller et al., (2007), o acumulo de ROS leva a disfungédo de mitocondrias,
inativacdo de enzimas, rupturas de membranas, oxidagao de lipidios, proteinas e
material genético (DNA e RNA).

Estudos realizados por Mira et al., (2011) com quatro espécies selvagens de
Brassicaceae, para avaliar a perda da capacidade de germinagdo e vigor em
sementes durante o envelhecimento acelerado, mostrou que a perda de viabilidade
das sementes nao foi associada com o acumulo de malonaldeido (MDA), sugerindo
que a peroxidacao lipidica ndo provocou a deterioracdo de sementes sob as
condicbes estudadas. Nao obstante, o teste de condutividade elétrica efetivamente
detectou a deterioracdo de sementes nas quatro espécies selvagens de
Brassicaceae, e a permeabilidade da membrana foi correlacionada com a germinagéao
e a perda de vigor. Para Mira et al., (2011), o teste de condutividade elétrica podera
ser uma boa medida para avaliar precocemente a perda da viabilidade das sementes

em bancos de germoplasma.
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A perda da viabilidade de sementes, durante o envelhecimento acelerado, foi
associada ao acumulo de MDA em girassol (BAILLY et al., 1996; KIBINZA et al.,
2006), ao contrario dos trabalhos com trigo (LEHNER et al., 2008), milho (LINN e
PEARCE, 1990), amendoim (PEARCE e ABDELSAMAD, 1980) e soja (PRIESTLEY
e LEOPOLD, 1979) que também demonstraram que a peroxidagao lipidica, avaliada
pela concentragcao de MDA, nao foi associada com a deterioracdo das sementes. Em
sementes de girassol, foi mostrado que a perda de viabilidade durante o
envelhecimento acelerado esta associada ao acumulo de peroxido de hidrogénio
(H202) e a peroxidagao lipidica, com uma diminuicdo na atividade de enzimas
antioxidantes (BAILLY et al., 1996; KIBINZA et al., 2006). A oxidagao de lipidios e o
aumento de acidos graxos livres, durante o armazenamento, sdo as razdes mais
citadas para acelerar os danos de sementes de espécies de plantas oleaginosas. Em
sementes de trigo, armazenadas a 45° C e 100% de umidade relativa, a perda de
viabilidade foi atribuida tanto a produgao de espécies reativas de oxigénio, como a
um comprometimento progressivo do sistema antioxidante de defesa, sem acumulo
de MDA (LEHNER et al., 2008). Estes estudos indicam que a reducéo da capacidade
antioxidante tem uma contribuicéo significativa na perda da viabilidade de sementes
durante o envelhecimento.

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo conhecidas por reagir com outras
moléculas além de lipidios, tais como proteinas e acidos nucleicos, e este ataque
oxidativo pode levar a danos nas membranas (BECKMAN e AMES, 1997). Para
Priestley, (1986), as ROS tém sido amplamente citadas como sendo o principal fator
que causa o envelhecimento das sementes, durante o armazenamento em longo
prazo. Os radicais livres e a peroxidacao de lipidios sdo amplamente considerados
importantes contribuidores para a deterioracdo de sementes, incluindo a perda da
integridade da membrana, redugéo do metabolismo de energia, deficiéncia de RNA,
sintese de proteinas e degradagdo de DNA (PRIESTLEY, 1986; HENDRY, 1993,
BAILLY et al., 1996; McDONALD, 1999; BAILLY, 2004). Metabdlitos antioxidantes e
mecanismos enzimaticos de deterioragdo como catalase, glutationa redutase e
superoxido dismutase, limitam a oxidagdo de lipideos e danos oxidativo para
proteinas e acidos nucleicos (McDONALD, 1999; BAILLY, 2004; RAJJOU e
DEBEAUJON, 2008, SHARMA et al, 2012).
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Estudos com mutantes duplos de Arabidopsis foram realizados para avaliar o
efeito do acido abscisico insensivel 3 (ABI3), bem como do acido abscisico deficiente
1 (ABAT7) na longevidade de sementes. Os mutantes apresentaram reduzida
longevidade, que pode ser parcialmente relacionada com o fenétipo da dorméncia de
sementes destes mutantes. Mutantes com alteragbes no tegumento também
apresentaram reduzida percentagem de germinagao, indicando a grande importancia
funcional do tegumento na longevidade (CLERKX et al, 2004).

Righetti et al., (2015), usaram uma abordagem de biologia de sistemas para
identificar genes-chaves que regulamentam a aquisicdo da longevidade durante a
maturacdo de sementes de M. tfruncatula. Para Long et al., (2008) abordagens de
biologia de sistemas estdo sendo utilizados cada vez mais para monitorar a dindmica
global de todo o circuito biolégico, em vez de avaliar o papel de poucos genes.

A eficiéncia da "limpeza" de espécies reativas de oxigénio (ROS) por meio da
atividade de enzimas antioxidantes foram demonstradas com o aumento dessas
enzimas durante o desenvolvimento de sementes de feijao (BAILLY et al., 2001) e de
girassol (BAILLY et al., 2004). Catusse et al., (2008), usando sementes de beterraba
como modelo, foram capazes de reconstruir em detalhes as vias metabdlicas
envolvidas nos processos de germinagao e vigor, para demonstrar que ambos os
processos sao construidos durante a maturacdo da semente ainda na planta mae.
Esses autores identificaram 759 proteinas e suas expressdes em tecidos especificos
na radicula, cotilédones e perisperma.

Para Marcos-Filho, (2015), a deterioracdo de sementes é um “termo utilizado
rotineiramente, para indicar o declinio da viabilidade e/ou do vigor, porém & um
processo mais complexo, cujo progresso é verificado sob diferentes velocidades e
intensidades, impossiveis de serem mensuradas exclusivamente com base na idade
cronoldgica, numa sequéncia variavel de acordo com as condi¢gdes as quais as
sementes permanecem expostas”.

Rajjou e Debeaujon (2008) propuseram uma representagao esquematica que
apresenta os principais parametros relacionados ao processo de longevidade de
sementes. Esta representacao auxilia o processo de compreensao dos resultados dos

estudos fisiologicos, bioquimicos e moleculares realizados neste trabalho (Figura 3).
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Figura — 3 Representacdo esquematica dos principais parametros interativos que determinam a
longevidade de sementes (RAJJOU e DEBEAUJON, 2008)
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O tegumento da semente, enzimas antioxidantes e a reducdo da atividade
metabdlica estao relacionados a protecao do embrido e dos tecidos de reservas, de
estresses bidticos e abidticos durante o armazenamento. A reparagao e degradacao
de DNA, mRNA, proteinas, lipidios, carboidratos, membranas e substancias
desintoxicantes estdo relacionadas a longevidade de sementes (RAJJOU e
DEBEAUJON, 2008).

A desintoxicagdo € um processo importante na atividade biologica da célula.
Inimeros trabalhos tém apresentado que danos causados de ROS apresenta um
papel importante no processo de envelhecimento de sementes. Sementes secas
podem tolerar um processo de autoxidagao, levando ao acumulo progressivo de ROS,
durante o armazenamento. As ROS sao altamente reativas e podem modificar e

inativar proteinas, lipidios, DNA, RNA e induzir a uma disfungao celular (RAJJOU e
DEBEAUJON, 2008).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENGAO DAS SEMENTES

Foram coletadas sementes da espécie Astronium fraxinifolium Schott, em

setembro e outubro de 2013, nos municipios de Alto Paraiso, Cavalcante, Colinas do
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Sul e Niguelandia, no estado de Goias, e nos municipios de Montes Claros, Mirabela
e Lontra, no estado de Minas Gerais.

Para a coleta das sementes foi obtido Autorizagdo para Atividades com
Finalidade Cientifica, de Numero 41166-1, junto ao Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBio), ligado ao Ministério do Meio Ambiente
(MMA).

Cada acesso obtido corresponde as sementes de uma arvore matriz. A relagao
dos acessos, dos locais de coleta e com as respectivas coordenadas geograficas
estdo descritas nas Figuras 4 e 5. Os acessos foram identificados com as
denominagdes GO para os seis acessos de Goias, e MG para os quatro acessos de
Minas Gerais.

Foram percorridos de carro mais de 400 km de estrada, na coleta de sementes
de A. fraxinifolium, de Brasilia - DF a regido da Chapada dos Veadeiros, em Goias,
retornando a Brasilia, sendo encontradas apenas oito matrizes ao longo desse trajeto,

proximo das rodovias.
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Figura 4 — Denominagéo, identificagao, local de coleta e coordenadas geograficas dos dez acessos

de A. fraxinifolium avaliados

DENOMINACAO DO COORDENADAS
ACESSO ID. LOCAL DE COLETA GEOGRAFICAS
Rod. GO - 132, de
LGPNETO 02 & GO 2 Cavalcante para Colinas do  14°00°50.00”S
AASANTOS Sul - GO, lado direito, na 47°46’51.00"0
Fazenda 3 Bois.
Rod. GO - 239, de Alto
Paraiso para Colinas do
LGPNETO 03 & GO 3 Sul, lado esquerdq, em 14°13’'38.00"S
AASANTOS frente ao Parque Aguas 47°55’23.00"0
Termais, na entrada da
Fazenda M. S. Lucia.
LGPNETO 04 & 604 ?gds'ufsa;; %qﬂ‘;g;’g;as 14°11°45.00"S
AASANTOS . ’ 48°05’41.00"0
Km 06, lado direito.
Rod. BR - 414 de
Niquelandia para Brasilia,
LGPNETO 05 & GO 5 lado esquerdo, 01 km apos  14°59°05.00”S
AASANTOS - o Povoado Quebra Linha, 48°40'42.00"0
na Fazenda Boa
Esperanca.
LGPNETO 06 & 66 oo pore Brasila, 14-39.32.00°S
AASANTOS o ’ 48°35’21.00"0
lado direito no Km 29.
LGPNETOO7& 67 (i e core Brasila, 1457/ 95.00°S
AASANTOS ’ 48°39'49.00"0
lado esquerdo no km 92.
Municipio de Mirabela - 16°16'48.8"S
MC 1 MGT MG 44°09'14,5°0
Municipio de Montes Claros  16°45°38.8"S
MC 2 MG2 v 43°53'02,1"0
Municipio de Montes Claros  16°51'15,2"S
MC 3 MG3 _me 44°03'45,8"0
o 15°52'23,0”S
MC 4 MG 4 Municipio de Lontra - MG 44°18'07.8"0

O tipo climatico das regides onde foram realizadas as coletas em Goias e

Minas Gerais é tipo climatico Aw, segundo Koppen. Este tipo climatico é caracterizado

como tropical, com diminuicdo das chuvas no inverno que sao secos € amenos, €

veroes chuvosos com temperaturas altas.
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Figura 5 — Identificagdo dos locais de coleta das sementes de A. fraxinifolium nos estados de Goias e
Minas Gerais. A — Mapa do Brasil com os biomas e o local de coletas. B — Local de coleta nos Estados
de Goias e Minas Gerais. C — Detalhe do local de coleta em Goias com as coordenadas geograficas.
D — Detalhe do local de coleta em Minas Gerais com as coordenadas geograficas
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As sementes coletadas no estado de Goias foram processadas no Laboratério
de Sementes da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia — DF,
onde foram limpas e desidratadas em camara de secagem com 18% de umidade
relativa e 20° C até atingirem teor de agua variando de 5 a 7%, depois embaladas em
envelopes aluminizados e armazenadas em camara fria a 10° C. Uma amostra de
cada um dos acessos coletados em Goias foi incorporada a Colecdo de Base de
Germoplasma Semente — Colbase, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
As sementes coletadas em Minas Gerais foram processadas no Laboratério de
Sementes do Departamento de Producao e Melhoramento Vegetal da Faculdade de

Ciéncias Agrondmicas — FCA da Unesp, em Botucatu — SP.
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Os acessos coletados em Goias e Minas Gerais foram transferidos para o
Laboratério de Sementes da FCA e foram acondicionadas em sacos de panos dentro
de frascos de vidros herméticos, com silica gel, com umidade relativa de 18% no
interior do frasco e armazenadas em refrigerador a 5° C.

As analises foram realizadas no Laboratério de Sementes do Departamento de
Produgdo e Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, da

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus de Botucatu - SP.

3.2 EXPERIMENTOS PRELIMINARES

3.2.1 GERMINAGAO DE SEMENTES

Para determinar a melhor temperatura para germinagao de A. fraxinifolium
foram avaliadas as temperaturas de 20° C, 25° C, 30° C, 35° C e 40° C. No teste,
foram determinadas a porcentagem de germinacgdo, o indice de velocidade de
germinagao, a porcentagem de plantulas normais e comprimento de plantulas. Para
cada temperatura foram utilizadas quatro repeticdoes de 25 sementes. As sementes
foram germinadas em rolos de papel filtro tipo Germitest® umedecido com agua
destilada e deionizada na proporgao de trés vezes o peso do papel ndo hidratado. Os
rolos de papel foram colocados em sacos plasticos transparentes para manter a
umidade e mantidos em germinador com fotoperiodo de oito horas de luz e dezesseis
horas de escuro, sendo a primeira contagem realizada 24 horas ap6s a semeadura e
a ultima no décimo dia apos a semeadura. O teste foi realizado em germinador tipo
Biological Oxygen Demand (BOD). Foram consideradas germinadas as sementes
que apresentaram protrusdo de radicula com comprimento minimo de 2 mm e, as
pléntulas normais, que apresentaram as estruturas essenciais de acordo com a RAS
(Regras de Analise de Sementes — Brasil, 2009). Na avaliagdo da germinacéo de

sementes foi utilizado somente o acesso de Goias GO 4.
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3.2.2 CURVA DE EMBEBIGAO DE SEMENTES

Para acompanhar o processo germinativo, foi obtida a curva de embebigéo que
foi utilizada para determinar o teor de agua até a protrusao da radicula das sementes
de A. fraxinifolium. Para obtencdo da curva foram utilizadas quatro amostras com
quatro repeticdes de 12 sementes. As sementes foram submetidas a embebicdo em
rolos de papel conforme o item 3.2.1 e pesadas em balanga digital com precisao de
0,001g durante o periodo do teste. As pesagens foram realizadas a cada hora durante
as primeiras quatro horas, a cada duas horas durante as 18 horas seguintes e a cada
quatro horas durante as 24 seguintes. No total foram realizadas 21 pesagens. No
momento que as sementes apresentavam 50% de germinagado as medigoes foram
encerradas. Na avaliagdo da curva de embebicdo de sementes foi utilizado o acesso
de Goias GO 4.

3.3 ENVELHECIMENTO

Os dez acessos de A. fraxinifolium que estavam acondicionados em
refrigerador a 5° C e 18% de umidade relativa, foram colocados para serem
envelhecidos artificialmente durante o periodo de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 60, 80,
90 e 100 dias, em camara de germinagao, em frascos de vidro com tampa hermética,
contendo solucao salina de cloreto de litio, a uma temperatura constante de 45° C e
umidades relativas (UR) de 60%, 65% e 70%. As sementes foram colocadas em
sacos de tecido tipo tule para serem envelhecidas dentro dos frascos de vidros, sendo
que, para cada acesso, foi usado um periodo de tempo, em dia, de avaliacio distinto.

Para determinar a umidade relativa e a temperatura dentro dos frascos de
vidro, foi utilizado um determinador tipo Datalogger. Apds cada periodo de
envelhecimento as sementes foram submetidas ao teste de germinacgao, conforme
descrito no item 3.2.1.

Os dados de germinagcao em porcentagem foram transformados em probit,
conforme proposto por Ellis e Robert (1980). Foram calculados os valores de sigma
e Pso nos testes de germinagdo, em probit, para todas as umidades relativas
estudadas. Os valores de sigma e Pso foram calculados nas equacgdes de ajuste linear

obtidas nos graficos para cada tratamento. Os valores do eixo x representam o tempo,
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em dias, e os valores do eixo y sdo a viabilidade em porcentagem para o ajuste
sigmoidal ou a viabilidade em probit para o ajuste linear.

Para o calculo dos valores de sigma e Pso sdo necessarios que sejam
determinadas as equagdes de ajuste linear para cada um dos tratamentos realizados,
como por exemplo, em uma das equacgdes encontradas Y = -0,256 x + 9,604, onde o
valor do coeficiente linear (9,604) representa o valor da viabilidade inicial (Ki); o sigma
representa o valor de 1/coeficiente angular de x (0,256) e para o calculo do Pso foi
aplicado a equacgéo de viabilidade de Ellis e Robert (1980): V = Ki — p (1/0), em que
V é a viabilidade das sementes em probit apds p dias de envelhecimento; Ki € a
germinacgao inicial em probit e 0 é a taxa de deterioracdo da semente para cada
especie (ELLIS e ROBERTS, 1980).

O valor de sigma representa o declinio da curva de sobrevivéncia ou “slope”,
sendo que, quanto menor o valor de sigma, mais rapido ocorre a deterioragdo das
sementes. O sigma se refere ao tempo necessario para a viabilidade cair por um

probit.

3.4 CONDUTIVIDADE ELETRICA

Os testes de condutividade elétrica foram realizados com os dez acessos
selecionados, com sementes ndo envelhecidas e sementes envelhecidas em
temperatura de 45° C e umidade relativa de 60%, durante 21 dias, conforme descrito
no item 3.3. O teste foi realizado utilizando-se quatro repeticdes de 25 sementes de
cada acesso. As sementes foram pesadas e colocadas em copo de plastico
descartavel de 200 ml com 75 ml de agua destilada e deionizada e mantidas em
germinador tipo BOD, regulado para temperatura constante de 25° C, durante 24
horas. Apds esse periodo procedeu-se a leitura da condutividade elétrica da solugéo
em condutivimetro de massa, marca DIGIMED®, modelo CD-21, sendo efetuada a
leitura em uS/cm-' e os resultados foram divididos pelo peso de cada amostra, sendo
expressos com base no peso da amostra em uS.cm-'.g-'.

Foram feitas a determinagdo do teor de agua das sementes antes e apos o
envelhecimento das sementes do teste de condutividade elétrica. Para esta
determinacdo foram usadas duas repeticbes de 10 sementes cada, e apds a

pesagem, em balanga de precisao de 0,001g, as amostras foram colocadas em estufa
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a 105° C (+-3°) durante 24 horas. A determinacéo do teor de agua das sementes foi

baseada no peso umido das amostras, em porcentagem.

3.5 TEOR DE MALONALDEIDO (MDA)

A peroxidacao lipidica foi avaliada nos dez acessos por meio da medicéo do
teor de malonaldeido (MDA), de sementes inteiras de A. fraxinifolium, nao
envelhecidas e sementes envelhecidas a 45° C, 60% de UR por 21 e 31 dias, de
acordo protocolo de extragado proposto por CAKMAK e HORST (1991).

Foram pesadas aproximadamente 200 mg de sementes de cada acesso com
duas repeticdes. As sementes foram moidas em almofariz com uso de nitrogénio
liquido e homogeneizadas com 3 ml de acido tricloroacético (TCA) 0,1% (P/V) e 20%
de polivinilpirrolidona PVPP (m/m). As amostras foram centrifugadas a 14.000 g por
20 minutos a 4° C. O sobrenadante foi retirado. O material foi colocado em microtubo
para fazer a determinagdo de MDA. Foi retirada uma aliquota de 0,5 ml do
sobrenadante e adicionado 1,5 ml de acido tiobarbiturico (TBA) a 0,5% preparado
com 20% de TCA. Foi preparado o branco com 2,0 ml de TBA a 0,5%. As amostras
foram incubadas a 90° C por 20 minutos em tubo de ensaio. A reacao foi parada em
banho de gelo e em seguida centrifugada a 1.000 g por 5 minutos. As leituras foram
realizadas em espectrofotdbmetro ABS de 532 nm e 660 nm. A concentragao de MDA
foi calculada pela seguinte equacdo: [MDA] = (Ass2 — Aesso) .3/ (€ . b . m), sendo € o
coeficiente de extingdo molar: €= 1,56 x 10° cm -'; b o comprimento éptico e m a
massa em gramas. O teor de MDA foi expresso em nmol g' de matéria fresca de

sementes (MF). Os resultados correspondem a média de quatro medigdes.

3.6 ANALISE DO TRANSCRIPTOMA

3.6.1 EXTRAGAO DE RNATotal

Para analisar os genes contrastantes nos tratamentos e conhecer os genes
relacionados ao envelhecimento, foram selecionados os acessos que apresentaram
a maior e menor longevidade nos resultados das determinagdes de sigma e Pso, do

teste de envelhecimento, na umidade relativa de 60% (Tabelas 2 e 3). Os acessos
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selecionados foram GO 6 de Goias e MG 2 de Minas Gerais com a maior e menor
longevidade, respectivamente. Foram utilizadas sementes nao envelhecidas e
envelhecidas para os dois acessos selecionados. No total foram quatro tratamentos
realizados.

Foram extraidos eixos embriondrios de sementes n&o envelhecidas e
envelhecidas artificialmente por 21 dias (temperatura de 45° C e UR de 60%). Para
extragdo dos 100 eixos embrionarios de cada tratamento, as sementes nao
envelhecidas e envelhecidas foram colocadas em rolos de papel filtro, tipo
Germitest®, umedecidos com agua destilada e deionizada na proporgao de 3 vezes o
peso do papel ndo hidratado, e colocados em germinador tipo BOD, por 20 horas de
embebicdo. Foram feitas trés amostras para cada tratamento. Os eixos embrionarios
extraidos foram colocados em microtubos de 1,5 ml, imersos em nitrogénio liquido.
Apoés a extracdo os microtubos foram armazenados em deep freezer a temperatura
de -80° C.

A extragdo de RNA total foi realizada com o Kit NucleoSpin® RNA Plant da
Macherey-Nagel®. Conforme recomendacao do fabricante, aproximadamente 100 mg
de tecidos macerados em nitrogénio liquido foram transferidos para microtubo de 1,5
mL. Ao macerado foram adicionados 350 ul de tampao de extracdo e 3,5 ul de
Bmercaptoetanol (B-ME), sendo homogeneizada em agitador. As amostras foram
filtradas no NucleoSpin Filter® e centrifugadas por 1 minuto a 11,000 g o filtrado foi
coletado e transferido para microtubo de 1,5 ml sendo adicionado o volume de 350pl
de etanol 70%. As amostras foram transferidas para colunas de NucleoSpin RNA
Plant® e centrifugadas, por 30 segundos, a 11.000 g. O filtrado foi descartado, e
adicionados 350 pl de Membrane Desaltting Buffer® na coluna de filtragem e
centrifugada por 1 minuto a 11,000 g. Ao centro da membrana da coluna foram
adicionados 95 ul de DNAse reaction mix® permanecendo em repouso por 15 minutos
a temperatura ambiente. As colunas foram submetidas a lavagem com 200 pl de
tampao e centrifugadas por 30 segundos a 11,000 g. Posteriormente, as colunas
passaram por uma segunda lavagem, adicionando-se 600 pl de tamp&do RA3, e
centrifugadas por 30 segundos a 11,000 g. Apds o descarte da solugdo do tubo
coletor, foi adicionado 250 ul de tampao RA3 e centrifugado por 2 minutos a 11,000
g até secar a membrana por completo. Os filtros foram transferidos para novos

microtubos de 1,5 ml, para a recuperagao do RNA total, assim foram adicionados 30
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ul de agua livre de RNAse-free no centro da coluna e centrifugadas por 2 minutos a
11,000 g.

As amostras de RNA extraidas foram quantificadas em espectrofotdmetro
Nanodrop-2000® (Thermo Scientific®) e seus resultados expressos em ng/ul. As
amostras tiveram a concentracdo de RNA total para o acesso GO 6 sem
envelhecimento de 456,6 ng/ul e de 817,8 ng/ul para sementes envelhecidas
artificialmente. Para o acesso MG 2 sem envelhecimento de 635,2 ng/ul e 250,2 ng/ul
para sementes envelhecidas. As razbes de contaminagdo por proteinas com
absorbancia com comprimento de onda de 260/280nm e para os demais
contaminantes com 260/230nm apresentaram valores préximo a dois, indicando que

as amostras apresentaram pureza adequada para as analises seguintes.

3.6.2 SEQUENCIAMENTO E CONSTRUGAO DE BIBLIOTECAS DE cDNA

As amostras de RNA foram sequenciadas no Laboratério Central de
Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida — LaCTAD, da Universidade
Estadual de Campinas — UNICAMP — SP. O sequenciamento foi realizado na
plataforma HiSeq2500® (lllumina®), seguindo a especificagdo técnica indicada pela
fabricante.

Para construcao das bibliotecas foi utilizado o kit TrueSeq RNA Library Prep
Kit V2® (lllumina®) usando as recomendacgdes técnicas do fabricante. As bibliotecas
foram construidas utilizando o sistema de adaptadores com index para isolamento
das amostras durante o sequenciamento. As corridas de sequenciamento foram do
tipo paired end em uma unica /lane com reads de 101 bp. Do sequenciamento foram

geradas sequéncias no formato FASTQ que foram utilizadas nas etapas seguintes.

3.6.3 ANALISE DE BIOINFORMATICA

Para a espécie A. fraxinifolium ndo ha um genoma de referéncia, sendo assim,
a estratégia utilizada para identificagdo de transcritos foi a montagem “de novo”.

O controle de qualidade foi realizado utilizando o software FastQC versao
v0.11.4 para fazer controle e filtragem das sequéncias com baixa qualidade com

Phred Score igual ou menor que 30. Para realizag&o do trimming foi usado o software
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Trimmomatic versao 0.33 (BOLGER et al., 2014) para eliminagao das sequéncias dos
adaptadores.

A montagem “de novo” dos transcriptomas foi realizada por reconstrugao dos
transcritos com o software Trinity, versao r20140717 (HAAS, et al., 2013). A
estimativa da expressao por quantificacdo dos transcritos foi realizada pelo software
RSEM, versao 1.2.21 (LI e DEWEL, 2011). A comparagao das analises da expressao
diferencial de genes foi realizada com o software DESeq (ANDERS e HUBER, 2010).
Os resultados das montagens produziram 124.528 sequéncias de transcritos.

As anotagdes funcionais foram realizadas utilizando o pipeline da Trinotate
(https://trinotate.github.io/). Para identificagdo das fun¢bes dos transcritos, suas
sequéncias foram comparadas com as sequéncias presentes no banco de dados
Swissprot-UniProt.

As analises de enriquecimento Gene Ontology (GO) foram realizadas usando
o software AgriGO (<bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/analysis.php>) (DU et al., 2010)
usando o genoma de Populus trichocarpa como modelo e o teste de Fisher com nivel
de significancia de 0,05 com o teste de Hochberg para False Discovery Rate (FDR)
como meétodo de ajuste.

Genes expressos diferencialmente (DEG) relacionados aos dominios
constituinte celular, fungdo molecular e processos bioldgicos foram identificados em
genes Up e Down regulados. Foi aplicado uma selegdo Top 50 em todos os DEG de
cada tratamento, levando em consideracdo o valor mais expressivo de
log2FoldChange.

3.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

No estudo da germinagdo o delineamento experimental usado foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial, sendo um fator a umidade e o outro
0s acessos. Para os estudos de longevidade os tratamentos foram formados pelos
10 acessos de A. fraxinifolium e as trés umidades relativas (60%, 65% e 70%), com
quatro repeticdes. Os dados de germinacdo em porcentagem foram transformados
em probit, conforme a equagéao proposta por Ellis e Robert (1980). Os dados obtidos
da germinagéo, condutividade elétrica e teor de malonaldeido foram submetidos a

analise de variancia e as médias dos tratamentos comparadas pelo Teste de Tukey,
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considerando-se significativo quando p<0,05 e foi aplicada também a analise de
componentes principais para avaliar a representacao dessas variaveis na avaliagao

de longevidade dos acessos. O software utilizado foi o Minitab 16.

4 RESULTADOS

41 GERMINAGAO DE SEMENTES

Considerando tratar-se de uma espécie arbérea do bioma Cerrado, com
poucas informagdes disponiveis na literatura cientifica, a determinagdo da
temperatura 6tima para a germinagao das sementes de A. fraxinifolium foi de grande
importancia. O teste de germinagao € o mais tradicionalmente usado para avaliagéao
da viabilidade de lotes de sementes. Para sementes de A. fraxinifolium o método do
teste de germinagdo ainda ndo esta definido quanto as condigbes ideais para
realizacao do teste.

A Analise de Variancia apresentou valores significativos (p>0,05) em todas as

variaveis analisadas (Tabela 1).

Tabela 1 — Porcentagem de germinagao (G), indice de velocidade de germinagao (IVG), porcentagem
de plantulas normais (PN) e comprimento de plantulas (CP) de sementes de A. fraxinifolium nas
diferentes temperaturas

Temperatura (° C) G (%) IVG PN (%) CP (cm)
20 90 bc 0,39d 60 b 3,95d
25 100 a 0,61c¢c 92 a 8,11b
30 99 ab 0,90 ab 98 a 11,20 a
35 97 ab 0,99 a 97 a 10,84 a
40 84 c 0,82b 64 b 517 c
CV (%) 4,46 6,64 9,55 5,26

* Média seguidas de letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. CV — Coeficiente de variagéo (%).

A temperatura de 30° C apresentou os melhores resultados durante as
avaliacdes e nao apresentou diferenca estatistica com a temperatura de 35° C. A
temperatura de 30° C, fotoperiodo de 8 horas de luz e 16 horas de escuro, foi

selecionada para realizagdo de todos os experimentos de germinagao realizados.
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4.2 CURVA DE EMBEBIGAO DE SEMENTES

Verificou-se 0 aumento no peso fresco das sementes, devido ao incremento
acumulado na quantidade de agua das sementes de A. fraxinifolium durante a
embebicdo (Figura 6). A curva de embebicdo apresentada ndo seguiu o padrao
trifasico proposto por Bewley e Black (1994).

A primeira protrusdo da radicula ocorreu com 20 horas apds o inicio da
embebigdo, conforme se observa na Figura 6. O acesso GO 4 foi utilizado para avaliar

a curva de embebicado de sementes de A. fraxinifolium.

Figura 6. Curva de embebicado de sementes de A. fraxinifolium, em temperatura de 30° C e fotoperiodo

de 8 horas de luz e 16 horas de escuro, expressa em peso fresco (g), com a primeira protrusao da
radicula (—)
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Na Figura 7 verifica-se que apds 20 horas do inicio da embebi¢cdo houve a
protrusdo da radicula, com aproximadamente 2 mm. Apos 48 horas da germinagao,
a raiz primaria com aproximadamente 1 cm, apresenta a regido dos pelos radiculares
com coloragéo arroxeada. Com 72 horas de germinacgéao as plantulas apresentam raiz
primaria de aproximadamente 2,5 cm e com hipocétilo evidente. Com 96 horas, as
pléntulas apresentam epicétilo e inicio da formagéo do primeiro par de folhas (edfilos)
e com 144 horas verifica-se a coloragao rosea dos primeiros pares de folhas.

A germinagdo é do tipo hipogea, com a plantula classificada como

criptocotiledonarhipdgea.
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Figura 7. Evolugdo do processo germinativo de sementes de A. fraxinifolium, em horas (hs), até a
formacéo da plantula com os primeiros pares de folhas
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4.3 ENVELHECIMENTO

O envelhecimento das sementes foi realizado para avaliar o potencial de
armazenamento das sementes. O teste de envelhecimento tem como principio o fato
de que a taxa de deterioragcdo das sementes aumenta consideravelmente devido a
sua exposicao as condicoes adversas de umidade relativa e temperatura.

As diferengcas na germinacado das sementes dos acessos de A. fraxinifolium
antes e durante o envelhecimento a 45° C e umidades relativas de 60%, 65% e 70%,
para cada grupo de acessos coletados em Goias (GO) e Minas Gerais (MG) sao
apresentados na Figura 8.

Na umidade relativa de 60%, os quatro acessos de Minas Gerais (MG)
apresentaram comportamento muito semelhante, com periodo médio de germinagao
de 60 dias (Figura 8A). Os seis acessos de Goias (GO) apresentaram comportamento
semelhante, com exce¢do do acesso GO 6 que apresentou um periodo de
germinacao de 110 dias, sendo que os demais acessos tiveram um periodo de
germinacgao de aproximadamente 80 dias (Figura 8B).

Na umidade relativa de 65%, os quatro acessos de Minas Gerais (MG) tiveram
comportamento mais desuniforme, sendo que o acesso MG 4 teve a maior
longevidade (Figura 8C). Os seis acessos de Goias (GO) apresentaram
comportamento mais uniforme, sendo que o acesso GO 6 teve a maior longevidade
(Figura 8D).

Na avaliacdo do comportamento das sementes no armazenamento na
umidade relativa de 70%, portanto, a maior umidade estudada, os quatro acessos de
Minas Gerais (MG) apresentaram comportamento semelhante, sendo que o acesso
MG 4 apresentou a maior longevidade (Figura 8E). Os seis acessos de Goias (GO)

apresentaram comportamento bem semelhante, com excecao do acesso GO 4, que
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apresentou a maior longevidade. O tempo médio de germinagédo dos acessos foi de
40 dias e do acesso GO 4 foi de 60 dias. Com 20 dias de germinagao a maioria dos
acessos de Goias apresentou baixa germinagéo, ao contrario do acesso GO 4 que

apresentou germinacao de 100% (Figura 8F).
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Figura 8 — Efeito do tempo de envelhecimento (dias) a 45° C nas UR de 60%, 65% e 70%, na
germinacao de sementes de A. fraxinifolium de acessos de Goias (GO) e Minas Gerais (MG)
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O envelhecimento a 45° C e umi

dades relativas de 60%, 65% e 70%, para

todos os dez acessos, resultou na diminuigdo significativa da viabilidade das

sementes (Figura 9).

Os quatro acessos de Minas Gerai

s (MG 1, MG 2, MG 3 e MG 4) apresentaram

comportamento semelhante quanto ao envelhecimento das sementes. Este mesmo
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comportamento foi apresentado por quatro acessos de Goias (GO 2, GO 3, GO 5 e
GO 7). Os acessos de Goias (GO 4 e GO 6), nas trés umidades relativas avaliadas,
foram os que apresentaram sempre a maior viabilidade e o maior periodo de
armazenamento, caracterizados como acessos que tiveram longevidade superior
(Figura 9).

As sementes coletadas em Goias apresentaram maior viabilidade e
longevidade apos o envelhecimento em todas as condigdes testadas e as sementes
dos acessos GO 6 e MG 2 apresentaram, respectivamente, os maiores e menores
indices de longevidade apds o envelhecimento artificial (Tabela 2).

Os valores de viabilidade em porcentagem foram linearmente transformados
em probit. Uma unidade de probit &€ equivalente a um desvio-padrao da distribuicao
normal de sementes mortas ao longo do tempo (ELLIS e ROBERTS, 1980). Os
valores de viabilidade em probit foram usados para o calculo dos valores de sigma e
Pso, sendo que os resultados dos valores de sigma sao apresentados na Tabela 2 e

os de Psp na Tabela 3.
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Tabela 2 — Valores de sigma, em dia, na interagdo entre os 10 acessos de A. fraxinifolium com trés
niveis de UR (60%, 65%_e 70 %)

ACESSOS 60% 65% 70%
GO 2 11.98 bA 10.05 abA 4.08 bB
GO 3 11.81 bA 9.12 abcB 3.96 bC
GO 4 9.84 bA 9.31 abA 8.01 aA
GO 5 11.42 bA 8.15 abcB 3.37 bC
GO6 17.65 aA 10.97 aB 4.82 abC
GO7 10.58 bA 7.31 bcB 5.05 abB
MG 1 11.90 bA 7.35 bcB 4.01 bC
MG 2 9.91 bA 5.74 cB 3.17 bB
MG 3 8.92 bA 5.67 cB 2.74 bC
MG 4 11.10 bA 8.37 abcB 4.06 bC

Classificados com letras minusculas na coluna e letras maiusculas na linha. As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. CV% = 19,24.

Os valores de sigma encontrados, nas trés umidades relativas avaliadas,
variaram de 2,74 para o acesso MG 3 (70% UR) a 17,65 para o acesso GO 6 (60%
UR), mostrando que quanto maior o grau de umidade relativa usado para envelhecer
as sementes menor é a longevidade, em temperatura constante (Tabela 2).

Nas umidades relativas de 60% e 65%, o acesso de Goias GO 6 apresentou o
maior valor de sigma (17,65 e 10,97), respectivamente, e o acesso de Minas Gerais
MG 3 o menor valor (8,92 e 5,67). Na umidade relativa de 70% o acesso de Goias
GO 4 apresentou o maior valor de sigma (8,01) e o acesso de Minas Gerais MG 3 o
menor valor (2,74) (Tabela 2).

Verifica-se de forma acentuada na Figura 8 o comportamento diferenciado dos
acessos de Goias, GO 6 e GO 4, que apresentaram sempre a maior viabilidade, nos
testes de envelhecimento acelerado. Os acessos de Minas Gerais MG 2 e MG 3 foram
0s que apresentaram a menor viabilidade. O acesso de Goias GO 4 nao apresentou
diferenca estatistica entre os trés niveis de umidade relativa avaliados, quanto aos
valores de sigma (Tabela 2).

Na Figura 10 observa-se a diferenga de comportamento entre os dois grupos

de acessos de Goias e Minas Gerais. Os acessos de Goias (GO) apresentaram
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sempre maior viabilidade, e, por conseguinte, maior periodo de armazenamento, que

os acessos de Minas Gerais (MG).

Figura 9 — Comportamento dos dez acessos de A. fraxinifolium quanto a perda de viabilidade em sigma
nas UR de 60%, 65% e 70%
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Figura 10 Comportamento dos acessos de A. fraxinifolium de Goias (GO) e Minas Gerais (MG) quanto
a longevidade em sigma, em relagéo as UR (60%, 65% e 70%) no envelhecimento a 45° C
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Observa-se que o declive foi influenciado pelas condigdes do ambiente de

armazenamento, pois quanto mais umido é o ambiente, maior sera a taxa de
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deterioragdo da semente e, consequentemente, maior sera a declividade da reta. Os
acessos de Goias (GO) apresentaram comportamento superior em relagdo aos
acessos de Minas Gerais (MG) quando comparados em relagdo a perda de
viabilidade em sigma (Figura 10).

Outro parametro de longevidade avaliado nos acessos de A. fraxinifolium foi o
Pso. O valor de Pso representa o tempo necessario para que a viabilidade do acesso
possa cair para 50% do maximo. Quanto maior o valor de Pso maior sera a

longevidade do acesso (Tabela 3).

Tabela 3 Valor de Pso (dias), na interagéo entre os 10 acessos de A. fraxinifolium com trés niveis de
UR (60%, 65% e 70%) durante o envelhecimento a 45° C

ACESSOS 60% 65% 70%
GO 2 49.4 bcA 29.0 cB 21.8 bcC
GO 3 49.6 bcA 29.8 bcB 17.8 cdeC
GO 4 53.5 bA 37.5 aB 41.1aB
GO 5 46.4 cA 27.1 cdB 16.8 cdefC
GO 6 69.5 aA 35.3 abB 24.5 bC
GO7 36.4 dA 26.6 cdB 20.3 bedC
MG 1 30.7 deA 25.7 cdB 11.8 fgC
MG 2 26.9 eA 15.6 eB 8.8 gC
MG 3 32.1 deA 22.2 dB 12.7 efgC
MG 4 36.1 dA 25.4 cdB 15.6 defC

Classificado com letras minusculas na coluna e com letras maiusculas na linha. As médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade. CV% = 8.64

O valor de Pso variou de 8,8 dias para o acesso de Minas Gerais MG 2 (70%
UR), a 69,5 dias para o acesso de Goias GO 6 (60% UR), valor que foi também
confirmado com o maior valor de sigma para este acesso.

Considerando os valores de Pso para a umidade relativa de 60%, o acesso de
Goias GO 6 apresentou a maior longevidade (69,5), enquanto que o acesso de Minas
Gerais MG 2 a menor longevidade (26,9). Nas umidades relativas de 65% e 70%, o
acesso de Goias GO 4 apresentou maior longevidade (37,5 e 41,1), respectivamente,
e 0 acesso de Minas Gerais MG 2 a menor longevidade (15,6 e 8,8), respectivamente,

conforme os dados apresentados na Tabela 3.
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O comportamento meédio dos acessos de Goias (GO) comparados aos acessos
de Minas Gerais (MG), quanto ao valor de Pso sdo apresentados na Figura 11. Os
acessos de Goias (GO) apresentaram maior viabilidade e longevidade nas trés

umidades relativas avaliadas, em relagéo aos acessos de Minas Gerais (MG).

Figura 11 Comportamento dos acessos de A. fraxinifolium de Goias (GO) e Minas Gerais (MG) quanto
a longevidade (Pso0), em dias, em relagédo as UR (60%, 65% e 70%) no envelhecimento a 45° C
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Como nos resultados de sigma (Figura 10), os valores médios encontrados de
Pso para os acessos de Goias (GO) foram superiores aos valores dos acessos de
Minas Gerais (MG) (Figura 11).

O tratamento de envelhecimento das sementes na umidade relativa de 60% foi
selecionado para os testes de condutividade elétrica, teor de malonaldeido e analise
da expressao génica, devido ser a condigao de envelhecimento menos drastica e com
maior longevidade dos acessos.

Na Figura 12, pode ser observado de forma evidente a diferenga de qualidade
entre os acessos de Goias, GO 6 e GO 7, apés o periodo de 100 dias de
envelhecimento a 45° C e umidade relativa de 60%. S&do comparadas as sementes
sem o tratamento de envelhecimento (0 dia) e com o tratamento de envelhecimento

(100 dias). O acesso GO 7 apresenta as sementes escuras apos o periodo de
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envelhecimento, ao contrario do acesso GO 6 que nao houve alteragao na coloragao

das sementes, apés um longo periodo de envelhecimento.

Figura 12 Sementes de A. fraxinifolium dos acessos GO 6 e GO 7 sem envelhecimento (0 dia) e
submetidas ao envelhecimento (100 dias) a 45° C e UR de 60%
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O escurecimento enzimatico de frutos € devido a enzima catecol oxidase que
catalisa a oxidagao de catecol a 0-quinona, na presenga de oxigénio, que podem
polimerizar-se rapidamente para formar a melanina, responsavel pela coloragéo
castanho escuro dos frutos (BAHL et al. 2013). Além do acesso GO 7, o acesso GO
2 também apresentou mudancga de cor acentuada entre sementes nao envelhecidas
e sementes envelhecidas artificialmente, apresentando coloragdo castanho escuro

das sementes envelhecidas.
4.4 CONDUTIVIDADE ELETRICA

Os testes de condutividade elétrica (CE) foram realizados com os dez acessos
de A. fraxinifolium, com sementes n&o envelhecidas e sementes envelhecidas por 21
dias, a 45° C de temperatura e UR de 60%. Os resultados expressos com base no
peso da amostra em uS.cm-.g-, sdo apresentados na Tabela 4.

Os acessos de A. fraxinifolium apresentaram diferengas estatisticas entre os
tratamentos para todos os acessos de Minas Gerais e para um acesso de Goias. Os
acessos apresentaram diferenga estatistica no mesmo tratamento. Houve aumento
no valor de condutividade elétrica para nove acessos avaliados, sendo que em cinco

desses acessos a diferenga foi significativa (Tabela 4).
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O acesso de Goias GO 6 apresentou o menor valor de CE nos dois tratamentos
realizados. O acesso de Minas Gerais MG 2 apresentou os maiores valores nos dois

tratamentos realizados (Tabela 4).

Tabela 4 — Valor de CE (uS.cm'.g™"), na interagdo entre os 10 acessos de A. fraxinifolium com

sementes sem envelhecimento e com envelhecimento, durante 21 dias, a 45° C e UR de 60%

ACESSOS Sem Env. Com Env.
GO 2 130 bcB 147 cdA
GO 3 103 deA 112 fA
GO 4 118 cdA 128 efA
GO 5 142 bA 139 deA
GO6 94 eA 95 gA
GO7 113 cdA 118 fA
MG 1 170 aB 203 bA
MG 2 170 aB 222 aA
MG 3 168 aB 194 bA
MG 4 145 bB 162 cA

Classificado com letras minusculas na coluna e com letras mailsculas na linha. As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 5.07

Os acessos GO 6 e MG 2 apresentaram no teste de CE comportamento
semelhante aos encontrados no teste de envelhecimento, pois o acesso GO 6
teve quase o mesmo valor de condutividade elétrica nas sementes nao
envelhecidas e envelhecidas (94 e 95 uS.cm™.g""), com o menor valor encontrado
(Tabela 4).

O acesso MG 2 apresentou maior aumento no valor de CE entre os
tratamentos (170 e 222 uS.cm™'.g™"), com diferenca estatistica entre eles (Tabela
4). Estes foram os acessos que apresentaram maior e menor longevidade no teste
de envelhecimento com UR de 60% (Tabela 3).

Antes do tratamento de envelhecimento a média do valor inicial da perda
de eletrdlitos para os seis acessos de Goias foi de 117 uS.cm-.g", e apds o
tratamento de envelhecimento a média foi de 123 pS.cm-'.g'. Para os quatro

acessos de Minas Gerais o valor médio da perda de eletrdlitos, antes do
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tratamento de envelhecimento, foi de 163 pS.cm-.g" e apos o envelhecimento foi
de 195 uS.cm™'.g"' (Tabela 4).

Foi avaliado o teor de agua das sementes, antes e apos o tratamento de
envelhecimento. Os resultados dos teores de agua das sementes dos dez acessos
de A. fraxinifolium s&o apresentados na Figura 13.

As sementes de A. fraxinifolium foram conservadas na temperatura de 5° C e
umidade relativa de 18%, como recomendado para a conservagao de sementes a
médio prazo. As condigdes de envelhecimento realizadas a 45° C e UR de 60%
resultaram em aumento nos teores de agua, em todos os acessos avaliados (Figura
13).

Como observado na Figura 13, em média, os seis acessos de Goias
apresentaram teor de agua de 5,6% (base umida) sem o tratamento de
envelhecimento acelerado. Apds o periodo de 21 dias, no tratamento de
envelhecimento, as sementes de Goias ainda permaneceram com baixo teor de agua,
com média de 7,7%. Os quatro acessos de Minas Gerais apresentaram, em média,
5,8% de teor de agua antes do envelhecimento. Apos o tratamento de envelhecimento
as sementes passaram a ter 9,2%, em média, de teor de agua. Os quatro acessos de
Minas Gerais foram os que obtiveram maior ganho de umidade, mostrando a

uniformidade que existe entre os acessos (Figura 13).

Figura 13 — Teor de agua das sementes (%), em peso fresco, de A. fraxinifolium com sementes sem
envelhecimento e com envelhecimento a 45° C e UR de 60% em 21 dias
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O teste de CE néo foi capaz de identificar a perda de qualidade dos acessos
de Goias que apresentavam alta germinagao com 21 dias de envelhecimento,
conforme apresentado na Figura 8B. Para os acessos de Minas Gerais o teste de CE
foi capaz de identificar a perda da qualidade dos acessos, pois, com 21 dias a
germinacgao ja apresentava uma redugéo acentuada como mostra a Figura 8A.

A condutividade elétrica nao foi um bom teste para avaliar a longevidade de
sementes de A. fraxinifolium, nas condicbes avaliadas neste estudo, pois os
resultados dos testes com sementes sem envelhecimento e com 21 dias de

envelhecimento apresentaram resultados semelhantes (Tabela 4).

4.5 TEOR DE MALONALDEIDO (MDA)

Os resultados das avaliagdes de MDA das sementes dos dez acessos de
A. fraxinifolium com sementes sem envelhecimento e com envelhecimento aos 21
e 31 dias sao apresentados na Tabela 5. O conteudo de MDA ¢é apresentado em
nmol g”' de matéria fresca (MF) das sementes.

Verifica-se nos resultados dos testes de teor de MDA que houve aumento
significativo no teor em todos os acessos avaliados. Dos quatro acessos de Minas
Gerais 0 acesso MG 2 foi o que apresentou maior aumento no teor de MDA. Nos
seis acessos de Goias, os acessos GO 3 e GO 6 foram os acessos que
apresentaram maior aumento no teor de MDA com 31 dias de envelhecimento
(Tabela 5).
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Tabela 5 — Resultado do teor de malonaldeido (nmol g-' de MF) das sementes de A. fraxinifolium, sem

envelhecimento e com envelhecimento aos 21 e 31 dias

ACESSOS Sem env. 21 dias env 31 dias env.
GO 2 23.4 abA 23.9 cdeA 25.5bA
GO 3 23.0 abB 36.0 aA 35.6 aA
GO 4 23.9 abB 31.9 abA 28.1 bAB
GO 5 15.5cB 30.3 abcA 26.2 bA
GO 6 28.8 aA 22.9 deB 30.6 abA
GO7 19.0 bcB 22.2 deAB 25.8 bA
MG 1 24.3 abB 24 .4 cdeB 30.0 abA
MG 2 23.3 abB 20.3 eB 31.4 abA
MG 3 20.1 bcB 28.2 bcdA 26.2 bA
MG 4 20.1 bcC 32.2 abA 26.1 bB

Classificado com letras minusculas na coluna e com letras maiusculas na linha. As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 11,79

A avaliacado do teor de malonaldeido foi considerado um teste bioquimico
adequado para avaliar a longevidade de sementes de A. fraxinifolium quando
comparado com os resultados obtidos no teste de envelhecimento (Figura 9).

Com o objetivo de avaliar o comportamento dos resultados dos testes de
envelhecimento (sigma), condutividade elétrica (CE) e teor de malonaldeido
(MDA), na caracterizagdo dos diferentes acessos relacionados ao estudo da
longevidade de sementes, foi aplicado a Analise de Componente Principal (PCA),

conforme apresentado na Tabela 6 e nas Figuras 14 e 15.
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Tabela 6 — Analise de componente principal de sigma 60% UR, sigma 65% UR, sigma 70% UR, CE

sem e com 21 dias de envelhecimento e MDA sem e com 21 e 31 dias de envelhecimento

Variavel PC1 PC2
sigma 60% UR 0,432 0,221
sigma 65% UR 0,410 -0,014
sigma 70% UR 0,375 -0,031
CE sem env. -0,474 0,151
CE 21 d. env. -0,454 0,304
MDA sem env. 0,259 0,597
MDA 21 d. env. 0,057 -0,648
MDA 31 d. env. 0,055 0,241
Variancia 0,429 0,181
Variancia acumulada 0,429 0,610
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Figura 14 — Analise de componente principal dos resultados dos testes de envelhecimento (sigma
60%, 65% e 70% UR), condutividade elétrica (sem e com envelhecimento aos 21 dias) e teor de
MDA (sem e com envelhecimento aos 21 e 31 dias)
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Figura 15 — Analise de componente principal dos resultados dos testes de envelhecimento (sigma),
condutividade elétrica (CE) e teor de MDA, com os respectivos vetores

MDA SEM ENV
0,50 T
CE 21 DIAS ENV

o 0,251 MDA 31 DIAS sigma 60% UR
£ CE SEM ENV
=
g‘ 0,00 sigma 65 % UR
3} sigma 70% UR
3
a -0,25
Q
n

-0,50

MDA 21 DIAS ENV
-0,75 1 . . - -
-0,50 -0,25 0,00 0,25 0,50
Primeira componente

Analisando a primeira componente principal (Tabela 6), se verifica que os
coeficientes dos trés tratamentos de sigma e dos trés tratamentos de teores de



MDA foram completamente opostos aos coeficientes dos dois tratamentos de
condutividade elétrica (CE). Na segunda componente principal (Tabela 6) é
possivel verificar que o tratamento MDA 21 dias de envelhecimento foi o que
apresentou a maior influéncia na separacgéo dos grupos (-0,648) apresentando um
coeficiente de representagcdo oposto ao do MDA sem envelhecimento (0,597),
comprovando assim que esta avaliagdo é promissora para estimar a longevidade
de sementes, assim como o sigma. A avaliagdo de MDA com 31 dias de
envelhecimento foi a que menos influenciou na separac¢ao dos grupos (Tabela 6 e
Figura 15).

Os testes de CE sem envelhecimento e com 21 dias de envelhecimento n&o
mostraram resultados promissores para a avaliagdo da longevidade, uma vez que
estes apresentaram resultados semelhantes (Tabela 6 e Figura 15).

Na Figura 14 verifica-se de forma bastante clara a diferenca no
comportamento dos acessos GO 6 e MG 2 que apresentaram comportamento
totalmente contrastantes, sendo que nos testes de envelhecimento o acesso GO
6 foi o que apresentou maior longevidade (Figura 8B) e o acesso MG 2 a menor

longevidade (Figura 8A).

4.6 ANALISE DO TRANSCRIPTOMA

4.6.1 SEQUENCIAMENTO E CONSTRUGAO DE BIBLIOTECAS DE cDNA

A corrida foi realizada em 1 “/lane” com quatro amostras paired end de 101
pb. Os resultados obtidos do numero de Reads nas comparacgdes dos tratamentos
estdo apresentados na Tabela 7. O resultado das montagens paired end
produziram 124.528 sequéncias de transcritos. Os genes considerados com
expressao diferencial significativa tiveram o Pvalue ajustado (PAdj) <= 0,05 e log
fold change (FC) >=2.

73
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Tabela 7 — Numero de Reads mapeados obtidos no sequenciamento na plataforma /llumina
HiSeq2500®° de eixos embriondrios de sementes de A. fraxinifolium de sementes sem e com

envelhecimento

TRAT. N° READS N° READS READS % READS READS % READS
TRIMADOS MAP. MAP. NAO MAP. NAO MAP.

GO 6 sem x com
env. 73.058.144 69.236.758 59.600.544 86,08 9.636.214 13,91
MG 2 sem x
com env. 128.874.380 121.011.132 104.046.698 85,98 16.964.434 14,01
GO 6 com x MG 2
com env. 103.382.264 97.804.592 85.003.636 86,91 12.800.956 13,08
GO 6 sem x MG 2
sem env. 95.814.580 90.062.502 76.652.780 85,11 13.409.722 14,88

4.6.2 ANALISE DOS TRANSCRITOS

As analises de genes diferencialmente expressos (DEG) foram realizadas nas

comparacgdes dos tratamentos:

1. GO 6 com envelhecimento x sem envelhecimento

MG 2 com envelhecimento x sem envelhecimento

2
3. GO 6 com envelhecimento x MG 2 com envelhecimento
4

GO 6 sem envelhecimento x MG 2 sem envelhecimento

A quantidade de DEG obtidas nas comparagdes entre os tratamentos estao

apresentados na Tabela 8. A comparacao entre os tratamentos de sementes nao

envelhecidas GO 6 x MG 2 ndo apresentou diferenca significativa dos DEG.

Tabela 8 — Numero de genes diferencialmente expressos (DEG) em sementes de A. fraxinifolium na
comparagao entre os tratamentos com sementes sem e com envelhecimento

TRATAMENTOS DEG
GO 6 com env. x sem env. 296
MG 2 com env. x sem env. 115
GO 6 com env. x MG 2 com env. 327

A Tabela 9 apresenta os dados dos termos enriquecidos Gene Ontology,

altamente significativos dos DEG, que foram Up e Down expressos na
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comparagao dos tratamentos de sementes MG 2 com envelhecimento x sem

envelhecimento.

Tabela 9 — Analise de enriquecimento Gene Ontology (GO) de DEG que foram Up e Down expressos
na comparagao dos tratamentos MG 2 com envelhecimento x sem envelhecimento

GENES UP EXPRESSOS

GO Termo Ontologia Descrigao DEG N° de p-value FDR

BG/Ref.
organela
GO:0043232 Componente intracelular 13 2967 4.40E-005 0,0026
celular de membrana
nao delimitada
GO:0005654 ggmlr;c;nente nucleoplasma 6 861 0,00067 0,027
GO:0005856 SomPonente . ocqueleto 6 932 0,001 0,03
celular
G0:0031981 ggmgor”e”te ldmen nuclear 1402 0,0016 0,039

GENES DOWN EXPRESSOS

Numero
GO Termo  Ontologia Descrigao DEG de BG/Ref. p-value FDR

funcao

GO:0008270 - lecular ligagdo do zinco 9 2571

0,00074 0,046

*FDR — Taxa de falso descoberto

A Tabela 10 apresenta os dados dos termos enriquecidos Gene Ontology,
altamente significativos, dos DEG que foram Up expressos na comparagédo dos
tratamentos GO 6 com envelhecimento x sem envelhecimento. Os genes Down
expressos ndo apresentaram significancia na comparagao entre os tratamentos

das sementes GO 6 com e sem envelhecimento.



76

Tabela 10 — Analise de enriquecimento Gene Ontology (GO) de DEG que foram Up expressos na
comparacgao dos tratamentos sementes GO 6 com envelhecimento x sem envelhecimento

GENES UP EXPRESSOS

Numero de
GO Termo Ontologia Descrigao DEG BG/Ref. p-value *FDR
GO0O:0008380 processo ligacdo de RNA 11 468 3,80E-006  0,0037
biologico
GO:0016070 Processo  RNAprocesso .5 4505 g 40E.006  0,0041
biolégico  metabdlico
G0:0016071 Processo  mRNA processo 613 4,40E-005 0,014
biolégico  metabdlico
regulagao
(0CEsSO negativa de
G0:0010605 p' . . macromolécula 11 722 0,00018 0,018
biologico
de processo
metabdlico
(0CEsSO processo de
G0:0032501 Proces organismo 45 6831 0,00029 0,018
biologico .
multicelular
GO:0006396 Processo  processamento , 1150 0,00024 0,018
biolégico de RNA
regulacao
GO:0009892 Processo  negativa de 11 790 0,00038 0,021
biolégico  processo
metabdlico
regulagao
GO:0048519 Processo  negativa de 16 1612 0,0008 0,035
biolégico  processo
biologico
processo
GO:0006807 Processo  metabolicode 5y gq, 0,00091 0,038
biolégico = compostos

nitrogenados

*FDR — Taxa de falso descoberto

A Tabela 11 apresenta os dados dos termos enriquecidos Gene Ontology,

altamente significativos, dos DEG, que foram Up e Down expressos na

comparacgao de sementes GO 6 com envelhecimento x MG 2 com envelhecimento.
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Tabela 11 — Analise de enriquecimento Gene Ontology (GO) de DEG que foram Up e Down expressos
na comparagao de sementes GO 6 com envelhecimento x MG 2 com envelhecimento

GENES UP EXPRESSOS

Numero de
Termo GO  Ontologia Descrigao DEG BG/Ref p-value *FDR
componente
GO0:0005622 celular intracelular 96 18820 7,00E-006 0,00071
componente organela
GO0:0043229 celular intracelular 82 15937 9,30E-005 0,0048
componente organela de
G0:0043227 celular membrana 77 14836 0,00016 0,0054
componente
GO0O:0005737 celular citoplasma 68 13293 0,001 0,022
componente
G0:0044464 celular parte da célula 111 25755 0,0031 0,045
componente
GO0:0005623 celular célula 111 25755 0,0031 0,045
GENES DOWN EXPRESSOS
Numero de
GO Termo Ontologia Descricao DEG BG/Ref. p-value FDR
processo
metabdlico de
compostos
processo celular
GO0O:0034641 bioldgico nitrogenados 13 1031 2,20E-005 0,016
atividade de
funcao estrutura
GO:0005198 molecular molecular 12 1096 0,00018 0,041
componente parte do
G0:0044444 celular citoplasma 54 11331 0,00018 0,041
componente parte de
G0:0044422 celular organela 35 6519 0,00057 0,045

*FDR — Taxa de falso descoberto
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Foram elaborados Diagramas de Venn para os Genes Up e Down
expressos nas comparagoes entre os tratamentos de GO 6 x MG 2. O Diagrama
de Venn é um método estatistico de organizagdo de conjuntos de dados, que
consiste em agrupar seus elementos dentro de figuras geométricas.

O valor de log2 Fold Change é que determina os DEG que s&o Up e Down
regulados na comparagdo entre dois tratamentos A e B. O Fold Change
corresponde a razdo entre base mean B e base mean A (tratado e nao tratado). A
base mean significa o valor da expressdao do gene normalizada. O Pvalue
corresponde a rejeigao da hipotese nula.

Para avaliar a fungdo dos genes Up e Down regulados foi aplicado uma
selecao Top 50, com os 50 genes com valor de Pvalue ajustado mais expressivos,
ou seja, a diferenca desses genes em relacdo ao controle é extremamente
significativa.

As fungbes dos genes relacionados foram avaliadas nos sites do UniProt
Knowledgebase (http://www.uniprot.org/) e no NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Os tratamentos apresentaram um total de 217 DEG Up regulados sendo que
64 genes foram exclusivos para o tratamento MG 2, 151 genes somente no
tratamento GO 6 e dois genes foram expressos em ambos os tratamentos (Figura
16).
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Figura 16 — Analise do Diagrama de Venn dos 217 DEG Up regulados entre os tratamentos de

sementes de A. fraxinifolium dos acessos MG 2 x GO 6 com sementes envelhecidas

UP REGULADOS
MG 2 GO &6

Os dois genes regulados em ambos os tratamentos tiveram a fungao
descrita em Arabidopsis thaliana como: c31142_g1_i6 - ABC transporter B family
member 26, chloroplastic AB26B_ARATH e ¢29015 g2 i10 - Myosin-15. -
MYO15 ARATH.

O gene AB26B_ARATH é um transportador do fluxo de auxina, que atua
como um regulador negativo da sinalizagdo luminosa para promover o
alongamento do hipocotilo. O gene MYO15_ARATH é uma miosina que atua no
transporte regulador do ciclo celular da segregacdo de varias proteinas e
organelas. Tem papel importante na ligagao de ATP, actina e nucleotideo.

Para os 153 genes Up regulados do tratamento GO 6 na selegéo Top 50,
foram relacionados 18 genes que tiveram sua funcéo descrita e o termo Gene
Ontology relacionado, com possibilidade de estarem relacionados ao processo de

envelhecimento das sementes de A. fraxinifolium. (Tabela 12).
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Tabela 12 — Selecado de genes Up regulados GO 6 com possivel relagdo ao envelhecimento das
sementes de A. fraxinifolium

ID

Termo Gene
Ontology

Funcgao do gene

c30095_g2_i20

c29650 g1 i7
c27188 g2 i2

c28091 g1 i6
c30277 g1_i5

c29097_g1_i10
c30654_g1_i9
c31494 g2 i12
c30426_g3_i2
c29015_g2_i10

c27812_g1_i1
c30834_g1_i8

c30355_g2_i6
c26616_g1 i3
c31008 g2 i9

c30712_g3 i1
c26185_g2_i3
c20908 g1 _i5

Branched-chain-amino-ac.

AMINOTRANSFERASE aminotransferase-like protein 2

COMP. MEMBRANA
COMP. MEMBRANA

HELICASE
HELICASE

KINASE
KINASE
KINASE

LIGASE CoA
LIGASE CoA

MICROTUBULO

NAP1

POLIMERASE
PROTEINASE
ASPARTICO

TPS1

TRANSP. ACUCAR
TRANSP. MAGNESIO

ZINCO

DUF21 domain-containing protein
At4g14240

AP3-complex subunit beta-A
Pre-mRNA-splicing factor ATPdepend.RNA
helicase DEAH7

Probable helicase MAGATAMA 3

Probable receptor-like protein kinase
At5g15080

C-type lectin receptor-like tyrosine-protein
kinase At1g52310

Prob. leucine-rich repeat receptor-like
protein kinase At5g49770
4-coumarate--CoA ligase-like 9
4-coumarate--CoA ligase-like 9

65-kDa microtubule-associated protein 6
Protein NAP1

DNA-directed RNA polymerase Il subunit 1

Aspartic proteinase-like protein 2
Alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase

Prob. sugar phosphate/translocator
At1g06470

Probable magnesium transporter NIPAG
PHD finger protein ING1

Proteinas kinase que fazem a producido de ATP no processo de

fosforilagdo; transporte de carboidrato; proteinas helicases e proteinas de

microtubulos relacionadas a organizag&o celular, foram as principais fungdes

relacionadas aos genes Up regulados do acesso GO 6 (Tabela 12).

Dos 66 genes Up regulados para o tratamento de MG 2, da selegédo Top 50

foram selecionados 20 genes que tiveram sua funcéo descrita e o termo Gene

Ontology relacionado. Na Tabela 13 estdo apresentados os 20 genes

selecionados com possibilidade de estarem relacionados ao processo de

envelhecimento das sementes MG 2 de Minas Gerais.



Genes relacionados aos processos de transcricao de RNA,; biossintese de

amido; transporte de zinco; proteinas LEA D29 e proteinas ubiquitinas foram as

funcdes mais relacionadas ao acesso MG 2 (Tabela 13).

Tabela 13 — Selecéo de genes Up regulados MG 2 com possivel relagado ao envelhecimento das
sementes de A. fraxinifolium

81

ID Termo Gene Ontology Funcao do Gene
c30925 g1 _i2 BIOSSINTESE AMIDO  4-alpha-glucanotransferase DPE2
027917 g1_i3 BIOSSINTESE AMIDO  Cranule-bound starch

synthase 1, chloroplastic
., CATABOLISMO ,
c28665_g1_i2 SUB.TOXICAS Glutathione S-transferase U17
c22798 g1 i3 CATABOLISMO XILAN Beta-D-xylosidase 4
¢31176_g2 i7 DNA POLIMERASE ||  DNVA polymerase epsilon catalytic
subunit A
c28093 g1 i3 HELICASE ATP-dependent helicase BRM
.. ORGANIZACAO .
c29854 g1 i7 NUGLEAR Protein CROWDED NUCLEI 1
.. OXIDACAO AC. .
c21711_g1 i3 GRAXOS Protein HOTHEAD
.. PROTEINA .
c28543 g1 i4 UBIQUITINA Protein FIZZY-RELATED 2
., PROTEINA Prob.ubiquitin-conjugating enzyme
c30946 0111 ygiquITINA E2 24
. Vicilin-like seed storage protein
c18835_g1_i2 RESERVA NUTRIENTE At2g28490
c17966_g1 i1 RNA POLIMERASE RNA polymerase Two-component
response regulator-like
c30965_g1_ i3 TRANSCRICAO APRR5
c29015 g2 i1 TRANSCRICAO Protein ALWAYS EARLY 3
c27644_g1_i4 TRANSCRICAO Transcription factor GTE10
.~ TRANSP. Prob. sugar phosphate/p translocator
c12237_ 9112 - \RBOHIDRATO At3g14410
. Probable polyamine transporter
c25778 g1 i1 TRANSP. POLIAMINA At3g19553
., TRANSPORTE Late embryogenesis abundant protein
c24339 911 | pipEO D-29
c20908 g1 i3 TRANSPORTE ZINCO PHD finger protein ING1
c30020 g1 i5 TRANSPORTE ZINCO Putative zinc transporter At3g08650

Os tratamentos apresentaram um total de 181 DEG Down regulados sendo

que 38 genes foram exclusivos para o tratamento MG 2, 132 genes somente no
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tratamento GO 6 e 11 genes foram expressos em ambos os tratamentos (Figura
17).

Figura 17 — Andlise do Diagrama de Venn dos 181 DEG Down regulados entre os tratamentos de
sementes de A. fraxinifolium dos acessos MG 2 e GO 6 com sementes envelhecidas

DOWNREGULADOS

MG 2 GO&6

Dos 11 genes regulados para ambos os tratamentos, cinco genes nao tiveram

sua funcéo identificada, e os demais genes sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 — Genes Down regulados para GO 6 e MG 2 com possivel relagdo ao envelhecimento das

sementes de A. fraxinifolium

ID

Funcgao do gene

Observagao

c30708 g1 i13

c26084_g1_i2

22938 g1 i4

c28984 g1 i3

c29489 g1 i2

c27880_g2_it

Protein TAR1

Casein kinase | isoform
delta-like.

Dolichyl-phosphate beta-
glucosyltransferase

3beta-hydroxysteroid-
dehydrogenase/decarboxylase
isoform 1

Protein FAR1-RELATED
SEQUENCE 5

Uncharacterized mitochondrial
protein AtMg00030

Pode estar envolvida na
estabilidade de mtDNA
ou na regulacdo da
expressdo génica
mitocondrial ao nivel
pos-transcricional
KC1D_ARATH

Caseina kinase sao
operacionalmente
definidas pela sua
utilizagédo preferencial
de proteinas acidas
Transferase

HSDD1_ARATH

FRS5_ARATH

M030_ARATH

Dos 143 genes Down regulados para o tratamento de GO 6, da selegéo Top

50 foram selecionados 25 genes que tiveram sua fung¢ao descrita e o termo Gene

Ontology relacionado. Na Tabela 15 estdo apresentados os 25 genes

selecionados com possibilidade de estarem relacionados ao processo de

envelhecimento das sementes GO 6 de Goias.
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Tabela 15 — Selecao de genes Down regulados GO 6 com possivel relagdo ao envelhecimento das
sementes de A. fraxinifolium

ID Termo Gene Ontology Funcao do gene
c27020_g1_i4 ABA Glycine-rich domain-containing protein 1
29563 g1 i8 AMIDO Phosphoglgcan phosphatase LSF1,
chloroplastic
c29888 g6 i1 ATP Endoribonuclease Dicer homolog 1
c29870_g1 i3 ATP ABC transporter C family member 4
. Ethylene-responsive transcription factor
c29201_g1_i2 ETILENO RAP2-12
c28093 g1 i5 HELICASE ATP-dependent helicase BRM
c30277_g1_ i3 HELICASE Probable helicase MAGATAMA 3
. Probable inactive leucine-rich repeat
€23560_g1_13  KINASE receptor-like protein kinase At1g66830
. C-type lectin receptor-like tyrosine-protein
c30654_g1_ i3 KINASE kinase At1g52310
c26084_g1_i5 KINASE Casein kinase | isoform delta-like
LIGACAO AC.
€c26241_g6_i5 NUCLEICO - Polyadenylate-binding protein RBP47B
POLY(A)
., LIGACAO AC. : : :
c27942 g1 i1 NUCLEICO Putative G3BP-like protein
.. LIGACAO AC. Polyribonucleotide nucleotidyltransferase
¢30709_92 12 \ycLEICO 1, chloroplastic
24185 g1 i5 LISINA 4-hydroxy-t.etrahydrodlplcollnate synthase,
- - chloroplastic
.. METABOLISMO LIPIDIO,
c26944 g1 _i1 PECTINA Feruloyl esterase A
. PROTEINA UBIQUITINA BTB/POZ domain-containing protein
c31157_g1 i3 At1g04390
c30555_g2 i7 RNA POLIMERASE Medlatgr pf RNA pqumerase [l
[l transcription subunit 23
28984 _g1_ i3 SINTESE ESTEROL 3beta-hydroxysteroid- .
dehydrogenase/decarboxylase isoform 1
c23445 g1 _i11 SUCROSE Sucrose synthase
c31008 g2 i6 TPS1 Alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase
c23779_g4 i5 TRANSCRICAO Protein FAR1-RELATED SEQUENCE 5
c27495 g7 _i6  TRANSCRICAO Protein RTF1 homolog
c20908 g1 i3 ZINCO PHD finger protein ING1
29153 g1 i7  ZINCO Vacuolar protein sorting-associated protein
8 homolog
621777 g1 i4  ZINCO Pentatricopeptide repeat-containing protein

At1g19720
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Proteinas kinases, ligadas a producao de ATP na fosforilagédo; proteinas
helicases, que fazem a regulacao da transcricdo do DNA; ligagao de nucleotideos
e polyA; metabolismo de agucares e divisdo celular sdo os principais mecanismos
que estao relacionados com os genes que apresentaram regulagcdo negativa de
sementes envelhecidas do acesso GO 6 (Tabela 15).

Dos 49 genes Down regulados para o tratamento MG 2, foram selecionados
15 genes que tiveram sua fungao descrita e o termo Gene Ontology relacionado.
Na Tabela 16 estdo apresentados os 15 genes selecionados com possibilidade de
estarem relacionados ao processo de envelhecimento das sementes MG 2 de

Minas Gerais.

Tabela 16 — Selecido de genes Down regulados MG 2 com possivel relacdo ao envelhecimento das
sementes de A. fraxinifolium

ID Termo Gene Ontology Funcao do gene
3beta-hydroxysteroid-
c28984 g1 i3 BIOSSINTESE ESTEROL dehydrogenase/decarboxylase
isoform 1
c30545 g1 i5 CATABOL.CARBOIDRATO Beta-galactosidase 3
c22798 g1 _i2 CATABOLISMO XILAN Beta-D-xylosidase 4

c30224 _g2_i4 CITOSOL F-box protein At1g78280
c29438 g1 _i2 CRESCIMENTO DE RAIZ Probable boron transporter 2
c25158 g2 _i2 MICROTUBULOS Tubulin C-terminal domain

c26737_g1_i2 PROTEINA UBIQUITINA  E3 ubiquitin-protein ligase At4g11680
c27190 g4 i4 PROTEINA UBIQUITINA Protein pleiotropic regulatory locus 1

c30986_g1 i2 DNA POLIMERASE DNA polymerase zeta catalytic

subunit
¢31176_g2 i8 DNA POLIMERASE SIZI)L:\éAXonmerase epsilon catalytic
29111_g2 110 RNA POLIMERASE l’;inszcrlptlon initiation factor TFIID

c20908_g1_i5 TRANSCRICAO RNA PHD finger protein ING1
029489 g1 i2 TRANSCRIGAO RNA groteln FAR1-RELATED SEQUENCE

12237 g1 i3 TRANSP. CARBOIDRATO Prob. sugar phosphate/phosphate

translocator At3g14410
.o TRANSPORTE Cationic amino acid transporter 9,
c29114_ 9218 A\MINOACIDO chloroplastic

Proteinas polimerases e de transcricdo, ubiquitinas, catabolismo e
transporte de carboidratos e microtubulos s&o as principais fungdes relacionadas

aos genes Down regulados do acesso MG 2 (Tabela 16).
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A relagcdo completa de todos os genes diferencialmente expressos
encontrados nos quatro tratamentos descritos Up e Down regulados sao
apresentados nos Anexos A, B, C e D.

Foram elaborados mapas de calor (heatmap) que indicaram o grau de
correlacao entre os tratamentos de sementes envelhecidas e nao envelhecidas
dos acessos de Goias e Minas Gerais. As classes sobre-representadas (Up) e
subrepresentadas (Down) sao indicadas em vermelho e verde, respectivamente.
Um mapa de calor € uma representacdo bidimensional de dados, em que os
valores individuais contidos numa matriz sao representados por cores. Em
biologia, os mapas de calor séo tipicamente utilizados em biologia molecular, para
representar o nivel de expressao de muitos genes, por meio de um numero de
amostras comparaveis, obtidas a partir de microarranjos de DNA ou RNA.

A comparagdo do transcriptoma de sementes envelhecidas e né&o
envelhecidas de Goias (GO 6) € apresentado na Figura 18. Na Figura 19 a
comparacgao do transcriptoma de sementes envelhecidas e ndo envelhecidas de
Minas Gerais (MG 2).



87

Figura 18 — Heatmap da comparacdo do transcriptoma de A. fraxinifolium de sementes GO 6 com
envelhecimento (7) x sem envelhecimento (1)
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Figura 19 — Heatmap da comparacéao do transcriptoma de A. fraxinifolium de sementes MG 2 com env.
(10) x sem envelhecimento (5)
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Down regulados nas comparagdes entre os tratamentos. Os genes sao agrupados
em clusters segundo o nivel de expressao génica positiva ou negativamente. Cada
gene é representado por uma faixa unica de cores e cada tratamento é
representado por uma caixa de cores. Os genes foram agrupados em

dendrograma de acordo com sua fungéao.



5 DISCUSSAO

O envelhecimento de sementes é influenciado por dois fatores ambientais
importantes: a umidade relativa e a temperatura. A perda de viabilidade das
sementes pode ser avaliada tanto pela exposicdo das sementes a temperatura
constante e com variagdes nas umidades relativas, como a umidade relativa
constante e diferentes temperaturas. O teste de envelhecimento tem sido
reconhecido como um bom preditor da longevidade de lotes de sementes
ortodoxas (PRIESTLEY, 1986).

As estimativas da inclinagdo negativa de ajustes de dados de sobrevivéncia
(sigma), o qual corresponde a taxa de deterioracdo das sementes, foram
significativas nas trés umidades relativas avaliadas de 60%, 65% e 70% e também
entre as trés condi¢cdes de armazenamento, para cada acesso. O valor de sigma
€ uma estimativa da deterioracao de sementes durante o armazenamento.

Verifica-se nos resultados dos testes de envelhecimento uma distribuicao
normal na longevidade das sementes, sendo que as curvas de sobrevivéncia
obtidas s&o retas de coeficiente de regressédo negativa, quando as porcentagens
de viabilidade foram transformadas em probit e plotadas linearmente em relacao
ao periodo de armazenamento das sementes. Ellis e Roberts (1980),
demonstraram que as curvas de sobrevivéncia das sementes apresentam o
mesmo formato, diferindo entre si apenas em relagao ao periodo de deterioragao,
porém, apresentando todas um mesmo desvio padrdo e, consequentemente,
diferentes viabilidades médias.

De forma geral, em todas as umidades relativas avaliadas (60%, 65% e
70%), os acessos coletados no Estado de Goias foram sempre superiores aos
acessos coletados em Minas Gerais, em termos de longevidade (Figura 8). Essa
diferenca entre os acessos, quanto ao potencial de longevidade, pode ser devido
ao genotipo e/ou a qualidade das sementes, resultante de varios fatores
ambientais, os quais afetam a semente antes do armazenamento (ELLIS e
ROBERTS, 1980).

A diferenca na longevidade das sementes entre os acessos de Goias e
Minas Gerais pode também estar relacionado a maturidade das sementes. Como

as sementes sdo colhidas ainda nas arvores é possivel que o estado de
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maturidade das sementes entre uma matriz e outra seja variavel, o que poderia de
certa forma contribuir para determinar as diferengas de longevidade entre os
acessos.

Muitas manifestagdes fisiologicas e bioquimicas da deterioracdo de
sementes tém sido extensivamente relatadas por diversos autores. Tompsett
(1986), estudando as espécies Ulmus carpinifolia e Terminalia brassii, verificou
que aumentando o grau de umidade das sementes armazenadas, em temperatura
constante, ocorreu diminuigdo na longevidade, conforme prevista na equagao de
Ellis e Roberts (1980).

Ferreira et al., (2004), avaliando o comportamento de sementes de
Copaifera langsdorffii (Copaiba), quanto ao envelhecimento, verificaram que o
envelhecimento das sementes a 42° C, a partir de 48 horas, afetou a qualidade
fisiolégica de sementes de copaiba, promovendo a redugéo da viabilidade e do
vigor.

Guedes et al., (2009), trabalhando com Erythrina velutina Wild. (Mulungu),
constataram que os testes de envelhecimento a 41° C por 72 horas e 45° C por
24 horas, foram adequados para avaliagao do vigor das sementes dessa espécie
florestal.

Em sementes de Pterogyne nitens o envelhecimento afetou
significativamente a viabilidade e o vigor das sementes, apds prévia superagéo da
dorméncia, observando o decréscimo na germinagcado e na atividade da enzima
catalase e aumento na peroxidacao de lipidios (ATAIDE et al., 2012).

O presente trabalho demonstrou que a perda da viabilidade de sementes,
durante o envelhecimento, sob temperatura constante, é fortemente dependente
do grau de umidade (Figura 8). Um aumento de 10% no grau de umidade relativa
no armazenamento das sementes foi suficiente para diminuir, em média, 2,5 vezes
o periodo de armazenamento (Tabela 2 e Tabela 3).

O teste de envelhecimento foi considerado um bom teste para predizer a
longevidade das sementes de A. fraxinifolium, pois os resultados obtidos no
presente estudo mostraram diferengas significativas entre a qualidade das
sementes dos acessos coletados nos estados de Goias e Minas Gerais e entre os

acessos de cada regiao (Tabelas 2 e 3). Os resultados dos parametros fisioldgicos



foram coincidentes com os parametros obtidos pelo teste de malonaldeido (Tabela
5).

Em sementes de girassol, o envelhecimento a 45° C e 100% de umidade
relativa, resultou na progressiva redugédo da germinagao e ocorréncia de plantulas
anormais e finalmente a morte das sementes (CORBINEAU e COME, 1991).

Para Mira et al., (2011), o estudo dos mecanismos de envelhecimento de
sementes e a determinacéo de indicadores de sua qualidade podem resultar em
beneficios para a preservagcdo da biodiversidade genética das espécies em
bancos de germoplasma. Resultados obtidos com sete espécies de Brassicaceae
indicaram respostas altamente variavel em termos de longevidade para os graus
de umidade avaliados, mostrando diferencas acentuadas entre as espécies
estudadas (MIRA et al., 2015).

A viabilidade e longevidade dos acessos de Goias GO 4 e GO 6,
apresentaram comportamento muito  superior aos demais acessos,
principalmente, em relacdo aos acessos de Minas Gerais MG 1 e MG 2, que
tiveram sempre a menor viabilidade e longevidade. Essa diferenca chega a ser
trés vezes superior quanto ao valor de Pso na umidade relativa de 70% (Tabela 3).

Os resultados obtidos no presente trabalho apresentaram diferencas entre
0s gendtipos avaliados quanto ao declive da curva de sobrevivéncia, mostrando
que cada acesso apresenta um comportamento diferente em relagdo ao sigma,
mesmo estando armazenado em condi¢des idénticas (Tabela 2 e Figura 9).

O Pso sob um dado conjunto de condigbes de armazenamento é uma
medida util na avaliagdo da longevidade de sementes (PROBERT et al., 2007). Os
resultados apresentados no presente trabalho, nos valores de Pso, mostraram
diferenga estatistica significativa entre os acessos de Goias e Minas Gerais, nas
trés umidades relativas avaliadas (60%, 65% e 70%) (Tabela 3). Considerando a
condigdo de armazenamento mais drastica, ou seja, 70% de umidade relativa e
45° C de temperatura, o acesso de Goias GO 4 apresentou valor de Pso quase
cinco vezes superior ao acesso de Minas Gerais MG 2, ou seja, 41,1 e 8,8 dias,
respectivamente (Tabela 3). Em todos os acessos avaliados de Goias os valores
de Pso foram sempre superiores aos de Minas Gerais, mostrando diferenca

significativa na longevidade entre os acessos (Tabela 3 e Figura 11).
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Nagel e Borner (2010), estudando o comportamento de 18 espécies no
armazenamento por até 26 anos avaliaram que sementes de ervilha, feijao e milho
mantiveram sua viabilidade durante o periodo mais longo (23, 21 e 19 anos,
respectivamente), enquanto que sementes de alface e cebolinha sobreviveram
pouco tempo (7 e 5 anos respectivamente). A taxa de germinagdo diminuiu de
forma sigmoide, mas os parametros da curva de viabilidade foram caracteristicas
de cada espécie. Para os autores as espécies com sementes que o 6leo foi o
principal componente, o periodo de armazenamento foi menor, enquanto que para
sementes compostas por carboidratos e proteinas nao mostrou efeito sobre a
longevidade das sementes (NAGEL e BONER, 2010).

Pereira Neto et al (2013), monitorando a viabilidade de 526 acessos de
milho, conservados por 35 anos, em banco de germoplasma, identificaram que
20% dos acessos monitorados permaneciam com 100% de germinacao e a média
de germinagao entre os acessos foi de 97%.

O tempo de duracdo que as sementes permanecem viaveis durante o
armazenamento € dificil de prever, mas é de fundamental importancia para as
industrias de sementes e na conservagao em bancos de germoplasma.

Verifica-se nos resultados obtidos neste trabalho que o tratamento de
envelhecimento propiciou aumento nos niveis de exsudados e, portanto, na
condutividade elétrica (CE) das sementes de A. fraxinifolium, em comparagao as
sementes n&o envelhecidas (Tabela 4).

O valor da condutividade elétrica, expressa em uS.cm'.g’', e que
representa a quantidade de lixiviados na solugdo de embebicdo das sementes,
esta diretamente relacionado a integridade das membranas celulares, sendo,
portanto, um parametro de vigor das sementes (VIEIRA e KRZYZANOWSKI,
1999). A perda de lixiviados inclui agucares, aminoacidos, acidos graxos,
proteinas, enzimas e ions inorganicos como potassio, calcio, magnésio, sédio e
manganés, e o teste avalia a quantidade da perda desses lixiviados (MARCOS-
FILHO, 2015).

Os valores obtidos de CE, nas sementes nao envelhecidas foram sempre
inferiores aos valores encontrados nas sementes envelhecidas, com exceg¢ao de
dois acessos de Goias (GO 5 e GO 6), que nao tiveram aumento no valor da
condutividade (Tabela 4).



O teste de CE detectou a deterioragdo de sementes de espécies selvagens
de Brassicaceae, e correlacionou a permeabilidade de membranas com a perda
da germinagao e do vigor. Esta correlagdo pode fornecer um meio util para a
deteccdo precoce da viabilidade de sementes em espécies selvagens de
Brassicaceae (MIRA et al., 2011).

Os testes de CE a 45° C por 72 horas e 25° C por 48 horas foram
adequados para avaliar a qualidade fisiolégica de sementes de Dictyoloma
vandellianum (FLAVIO; PAULA, 2010).

Comparando os resultados dos testes de CE (Tabela 4) com o teste de
envelhecimento (Figura 8A), para os acessos de Minas Gerais, o teste de CE foi
adequado para avaliar a perda de qualidade das sementes, pois com 21 dias as
sementes ja estavam perdendo a viabilidade. Para os acessos de Goias, somente
para o acesso GO 7 houve uma correlagao da perda de eletrolitos com a perda de
viabilidade. Para os demais acessos de Goias, com 21 dias no teste de
envelhecimento a germinagédo era proximo de 100% (Figura 8B), o que néo é
possivel se relacionar aos resultados de condutividade elétrica.

Os resultados obtidos no teste de CE foram semelhantes aos encontrados
no teste de envelhecimento quanto aos acessos de Goias GO 6 e de Minas Gerais
MG 2, pois foram os acessos que apresentaram a maior € menor qualidade
fisiologica, respectivamente. O acesso GO 6 apresentou o mesmo valor de
condutividade elétrica nas sementes ndo envelhecidas e envelhecidas, mostrando
que o envelhecimento nao causou danos ao sistema de membranas, o que mostra
a qualidade de suas sementes. O acesso MG 2 apresentou o maior aumento no
valor da condutividade elétrica, com diferenca estatistica entre os tratamentos,
mostrando, portanto, a baixa qualidade das suas sementes.

As sementes submetidas aos testes de CE foram avaliadas quanto ao teor
de agua das sementes, antes e apos o periodo de envelhecimento. Em média, os
seis acessos de Goias apresentaram teor de agua de 5,6% (base umida) sem
envelhecimento. Apds o periodo de 21 dias de envelhecimento, as sementes de
Goias ainda permaneceram com baixo teor de agua, com média de 7,7%. Os
quatro acessos de Minas Gerais apresentaram, em média, 5,8% de teor de agua

antes do envelhecimento. Apds o tratamento as sementes passaram a ter 9,2%,
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em média, de teor de agua. Os quatro acessos de Minas Gerais foram os que
obtiveram maior ganho de umidade. (Figura 13).

O teste de condutividade elétrica ndo foi capaz de identificar o inicio da
deterioracdo em sementes dos acessos de Goias que apresentavam alta viabilidade
com 21 dias. Nos acessos de Minas Gerais que ja apresentavam queda na viabilidade
com 21 dias de envelhecimento foi possivel identificar aumento no teor e exsudados
no teste de CE (Tabela 4).

No geral o teste de CE n&o apresentou diferengas entre os tratamentos com
sementes nao envelhecidas e envelhecidas nao sendo considerado um bom teste
para avaliar a longevidade de sementes de A. fraxinifolium.

A peroxidacdo lipidica tem sido amplamente indicada como uma das
principais causas da deterioragdo de sementes oleaginosas, durante o processo
de envelhecimento (BAILLY, 2004; McDONALD, 1999; PRIESTLEY, 1986).
Considerando que as sementes de A. fraxinifolium apresentaram teor de 6leo de
40% (dados n&o apresentados) a avaliagéo do teor de malonaldeido (MDA) poderia
indicar a perda de qualidade no armazenamento.

Foram avaliados o teor de MDA dos dez acessos de A. fraxinifolium. O MDA
€ um aldeido de cadeia curta, sendo medido pela reacdo com o acido tiobarbiturico
(TBA) e ocorre pela decomposicdo dos hidroperoxidos lipidicos e sua
concentracdo tem sido utilizada para estimar a intensidade da peroxidagcado de
lipidios em sistemas bioldgicos.

Verifica-se nos resultados obtidos no presente trabalho que o
envelhecimento apos 21 e 31 dias a 45° C e UR de 60% apresentaram aumento
significativo nos valores de MDA em sementes de A. fraxinifolium (Tabela 5),
indicando a perda da viabilidade das sementes.

O conteudo de MDA manteve-se estavel até 24 horas de envelhecimento,
apos a superagao de dorméncia, de sementes de Pterogyne nitens, com valores
maximos em 48 horas e redugao significativa em 72 horas de envelhecimento
artificial (ATAIDE et al., 2012).

Varios trabalhos realizados com diversas espécies, como soja (PRIESTLEY e
LEOPOLD, 1979), amendoim (PEARCE e ABDELSAMAD, 1980), milho (LINN e
PEARCE,1990), trigo (LEHNER et al., 2008) e espécies selvagens de

Brassicaceae (MIRA et al., 2011) demonstraram que a peroxidagao lipidica,



avaliada pela concentracédo de MDA, nao foi associada com a deterioracéo de
sementes.

Trabalhos realizados com sementes de girassol mostraram que o
envelhecimento acelerado a 45° C e 100% de umidade relativa, induz tanto a
perda da viabilidade como no acumulo de MDA (BAILLY et al., 1996; GIDROL et
al., 1989).

Em sementes de Pinus thunbergii, envelhecidas artificialmente, foram
observados altos conteudos de MDA, os quais foram associados a perda da
viabilidade das sementes (KIM et al., 2010).

A analise de malonaldeido com sementes envelhecidas aos 21 dias foi
considerado um teste bioquimico promissor para avaliar a longevidade de
sementes de A. fraxinifolium, pois na Analise de Componentes Principais (PCA)
foi o teste que apresentou a maior influencia na separacéo dos grupos (Tabela 6).

Nas Analises de Componentes Principais foi possivel identificar com
clareza as correlagbes nos resultados dos testes de envelhecimento (sigma),
condutividade elétrica e teor de malonaldeido.

Nos resultados das analises de PCA foi possivel identificar as diferencas
entre os testes de envelhecimento (sigma) e de condutividade elétrica e a pouca
expressédo dos testes de malonaldeido (Figura 15). A diferenga acentuada de
comportamento dos acessos GO 6 e MG 2 (Figura 14) confirmam que estes foram
0S acessos mais contrastantes em termos de longevidade de sementes.

O estudo do transcriptoma em plantas requer a quantificacdo precisa de
MRNA, expressos em situagdes diferentes. A técnica de RNA-Seq tem como um
dos principais objetivos comparar os niveis de expressao génica entre as amostras
avaliadas. O RNA-Seq se refere a todo o transcriptoma sequenciado, em que o
MRNA ou cDNA é mecanicamente fragmentado, resultando na sobreposi¢ao de
fragmentos curtos, que cobrem todo o transcriptoma (WANG, et al., 2009). O nivel
de expressao de praticamente todos os genes em uma amostra é medido pela
contagem do numero de moléculas de mRNA individuais, produzidos a partir de
cada gene (XU et al., 2012).

Para identificar genes que poderiam estar envolvidos com longevidade de
sementes de A. fraxinifolium foi realizado estudos usando RNA-Seq com

transcritos de dois acessos, um com o maior valor de longevidade (GO 6) e outro
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com o menor valor (MG 2) (Tabela 3), com sementes n&o envelhecidas e
sementes envelhecidas, totalizando 4 amostras.

Foram sequenciadas 4 bibliotecas de cDNA de eixos embrionarios de
sementes de A. fraxinifolium e foram geradas aproximadamente 400 milhdes de
sequéncias de reads (Tabela 7).

Dos genes Up regulados de sementes envelhecidas de Goias (GO 6), os
genes diferencialmente expressos (DEG) com maior valor de expresséo foram os
relacionados aos processos de proteinas kinase, proteinas helicases, proteinas
de microtubulos, componentes de membrana celular, polimerase e transporte de
carboidratos (Tabela 12).

Dos genes Up regulados de sementes envelhecidas de Minas Gerais (MG
2), os DEG com maior valor de expressao foram relacionados aos processos
transcricdo de DNA, proteinas ubiquitinas, biossintese de amido, transporte de
zinco e proteinas LEA D29 (Tabela 13).

Nos resultados obtidos neste trabalho, do total de genes diferencialmente
expressos, 0os genes relacionados aos processos bioldégicos mais significativos
foram referentes aos processos de transcricdo de RNA, proteinas kinases,
metabolismo de carboidratos, proteinas ubiquitinas, microtubulos, proteinas de
choque térmico, resposta ao ABA e estresse oxidativo.

Varios estudos tém indicado a presenga de um grande numero de proteinas
envolvidas na resposta ao estresse oxidativo em sementes maduras secas e na
germinagao. Para controlar os danos celulares causados por radicais livres, as
sementes tém desenvolvido um mecanismo de desintoxicacido. Este sistema de
desintoxicacao inclui enzimas antioxidantes como catalase, peroxidase ascorbato,
glutationa peroxidase, glutationa redutase, dentre outras. Antioxidante como a
glutatione S transferase U17 foram identificados entre os DEG Up regulados MG
2 de sementes envelhecidas.

Diversos autores tém apresentado que em sementes ortodoxas, proteinas
LEA, proteinas de choque térmico e proteinas de armazenamento, estéo
relacionadas a longevidade de sementes.

Proteinas LEA, abundantes na fase final da maturacao, sao responsaveis
por conferir tolerdncia a dessecagcdo e protecdo a estruturas celulares
(NEPOMUCENO et al, 2001).



As proteinas ubiquitinas e proteinas de choque térmico sdo citadas na
literatura como relacionadas a longevidade de sementes. Almoguera e Jordano
(1992) identificaram proteinas LEAs e de choque térmico durante o
desenvolvimento de embrides em sementes de girassol, em resposta ao estresse
e ABA, e sugeriram que a existéncia de elementos de regulacdo comuns para
ambos os genes, as proteinas de choque térmico podem ter fungdes alternativas
na célula vegetal. Almoguera et al., (2009) identificaram fatores de transcrigdo
HaDREB2 e HaHSFA9 como fator de elemento de ligagdo responsivo a seca e
fator de choque térmico, respectivamente, em embrides de sementes de girassol
(Helianthus annuus L.). Os autores encontraram a interdependéncia funcional de
HaDREB2 e HaHSFA9 em sementes. Ambos os fatores podem estar envolvidos
na coativagao da transcricdo de promotores de proteinas de estresse por calor,
relacionadas a longevidade e termotolerancia basal de sementes.

A longevidade de sementes é importante para preservar as plantas
selvagens e as culturas agricolas, porém, é limitada por danos celulares
progressivos que ocorrem durante o armazenamento (BUESO et al., 2014). A
inducao de defesas de estresse celular e a formagao do tegumento das sementes
sao eventos de protecao cruciais durante o desenvolvimento da semente, que em
A. thaliana € um processo mediado por fatores de transcricdo LEC1, LEC2 e FUS3
e ativado pelo acido abscisico ABI3 (BUESO et al., 2014).

Em sementes, a tolerancia a dessecagao e a longevidade, séo dois fatores
essenciais para a qualidade das sementes e sao adquiridas, consecutivamente,
durante a maturacdo (VERDIER et al., 2013). Estes autores, estudando os
processos de redes relacionados a tolerancia a dessecacéao e a longevidade, em
sementes de M. truncatula, confirmaram que genes envolvidos na tradugao do
RNA, juntamente com o acumulo de proteinas LEA e aumento dos niveis de
gulose e estaquiose foram correlacionados com a longevidade. Os genes MtAP2
e EREBP e dois fatores de transcricdo da leucina também foram altamente
correlacionados a longevidade. O aumento e a perda de fungdo do gene MtABI3
confirmou 80% dos objetivos previstos, validando experimentalmente a rede. O
estudo determinou a regulacdo coordenada da maturagdo de sementes de M.
tfruncatula e identificou redes regulatdrias distintas subjacentes a preparacéo para

0 estado seco e quiescente.
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Sementes de A. fraxinifolium séo tolerantes ao estresse osmético e andxico,
com germinagao rapida e homogénea em ambos os casos (A. N. Saloméo, dados
nao publicados). Estas caracteristicas foram um dos fatores que levaram a
escolha das sementes de A. fraxinifolium para serem levadas a Estagcao Espacial
Internacional (/SS), pelo astronauta brasileiro Coronel Marcos César Pontes, para
serem realizados experimentos com germinagao de sementes em micro gravidade
(INGLIS et al., 2014). Nesses experimentos foram avaliados o efeito da gravidade
na taxa de germinacgdo, nos teores de clorofila e carotenoides e na analise da
expressao diferencial de genes.

Foram usadas bibliotecas de cDNA por meio de hibridagao subtrativa por
supressao e analises de marcadores de sequéncias expressadas para detectar a
expressao diferencial de genes nas plantulas tratadas com micro gravidade em
comparagao com plantulas cultivadas em gravidade normal. A protrusao radicular
e 0 crescimento das raizes foram mais rapido e mais uniforme nas sementes
enviadas a Estacao /ISS (INGLIS et al., 2014).

As enzimas polifenol oxidase e peroxidase tiveram varios genes associados
com o envelhecimento de sementes de A. fraxinifolium entre todos os genes
diferencialmente expressos dos tratamentos realizados neste estudo. Esses
genes estao relacionados com fungao de protecao fisico-quimico das células.

Foram obtidas 157 mil anotag¢des de transcritos de eixos embrionarios de
sementes de A. fraxinifolium, sendo estes dados de grande importancia, pois
representam uma analise dos genes associados ao genoma da planta.

A técnica de RNA-Seq é uma ferramenta poderosa no estudo do
transcriptoma de plantas. Outras técnicas moleculares ja foram empregadas na
avaliacdo da longevidade de sementes. Analises de Random Amplification of
Polymorphic DNA (RAPD) foram usadas no estudo de alteragcdo e morte
programada de células durante o envelhecimento de sementes de girassol (EL-
MAAROUF-BOUTEAU et al., 2011). Outra técnica utilizada foi a gRT-PCR (PCR
quantitativa em tempo real) no estudo de ubiquitina ligase em sementes de A.
thaliana (BUESO et al., 2014). Usando a combinacgao de fisiologia, metabolémica
e transcriptdmica, Verdier et al, (2013) estudando redes metabdlicas relacionadas
aos processos de tolerancia a dessecagao e longevidade, em sementes de M.

fruncatula, usaram as técnicas de RNA-Seq e PCR neste estudo. Estudando



proteinas de armazenamento relacionadas a longevidade de sementes de A.
thaliana, Thu-Phuong Nguye et al. (2015), usaram eletroforese em gel 2D, PCR e
analises quantitative trait loci (QTL) nas avaliagcbes. WANG, et al., (2012)
estudando a deterioragdo de sementes de soja utilizaram a gRT-PCR nas suas
avaliagoes.

Os genes selecionados neste estudo totalizaram 78 DEG com expressao
Up e Down regulados, nos quatro tratamentos avaliados, e foram considerados
como possiveis genes candidatos no estudo de deterioragdo e longevidade de

sementes de A. fraxinifolium.

5 CONCLUSOES

1. Diferencas na longevidade de sementes entre os acessos de A.
fraxinifolium coletados nos estados de Goias e Minas Gerais foram

identificadas no teste de envelhecimento.

2. Genes relacionados a transcricao de RNA, polimerases, proteinas kinases
e ubiquitinas, transporte de zinco e metabolismo de carboidratos, foram as
fungdes mais relacionadas aos genes diferencialmente expressos de eixos

embrionarios de sementes de A. fraxinifolium.

3. O teste de condutividade elétrica ndo foi adequado para avaliar a
longevidade dos acessos e a avaliagdo do teor de malonaldeido foi
considerado um teste promissor para avaliar a longevidade de sementes

de A. fraxinifolium.
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ANEXOS

Anexo A - Relacdo do total de genes Up regulados do tratamento MG 2 das
sementes envelhecidas de A. fraxinifolium.

ID NR_Top_BLASTX_hit
c11613_g1 i1 gb|OAY36418.1| hypothetical protgin MANES_11G020100 [Mar}ihot esculenta]
-~ = gb|OAY36419.1| hypothetical protein MANES _11G020100 [Manihot esculenta]
¢15719 g2 _i1 | no hits found
c15771_g2_i1 gb|ETN66835.1| actin [Anopheles darlingi]
¢16257_g1_i1 | no hits found
ref|[XP_002517840.1| PREDICTED: fasciclin-like arabinogalactan protein 6
c16618 g2 i1 | [Ricinus communis] gb|EEF44358.1| conserved hypothetical protein [Ricinus
communis]
ref[XP_012852552.1| PREDICTED: 14 kDa proline-rich protein DC2.15-like
c17423_g1_i1 | [Erythranthe guttata] gb|EYU24741.1| hypothetical protein
MIMGU_mgv1a016172mg [Erythranthe guttata]
. gb]ANG56339.1| putative RNA-dependent RNA polymerase [Diaphorina citri
c17966_g1_i1 . ;
associated C virus]
18424 g1 i1 ref[YP_004429258.1| RNA-dependent RNA polymerase. [Fig cr}/ptig virus]
-~ - emb|CBW77436.1] RNA-dependent RNA polymerase [Fig cryptic virus]
c19744 g1 i1 | no hits found
c19803_g2_i1 gb|KPJ15203.1| hypothetical protein RR48_09230 [Papilio machaon]
ref|[XP_006443666.1| hypothetical protein CICLE_v10022672mg [Citrus
¢19868_g1_i1 clementina] ref|[XP_015386396.1| PREDICTED: uncharacterized PE-PGRS
- - family protein PE_PGRS46-like [Citrus sinensis] gb|ESR56906.1| hypothetical
protein CICLE_v10022672mg [Citrus clementina]
19899 _g1_i2 rgf|XP_9064§2842.1| PREDICTED: 30S ribosomal protein 2, chloroplastic
[Citrus sinensis]
c20486_g1_i1 gb]ANI19834.1| hPS protein [Chronic bee paralysis virus]
c20626_g1_i1 gb|KYP37670.1] 14 kDa proline-rich protein DC2.15 [Cajanus cajan]
ref|[XP_006420512.1| hypothetical protein CICLE_v10005726mg [Citrus
¢20908_g1_i3 clement?na] gb|ESR33752.1| hypotheti.cal protei.n CICLE_v10005726mg [Qitrus
-~ = clementina] gb|KDO43052.1| hypothetical protein CISIN_1g025753mg [Citrus
sinensis]
c21080 _g1_i2 | gb|JAS77165.1| hypothetical protein g.30173 [Homalodisca liturata]
¢c21080_g3_i1 gb|JAN90749.1| hypothetical protein, partial [Daphnia magna]
ref|XP_006451444.1| hypothetical protein CICLE_v10008864mg [Citrus
c21146_g1_i2 | clementina] gb|ESR64684.1| hypothetical protein CICLE_v10008864mg [Citrus
clementina]
21204 g1_i2 ref[XP_006472515.1| PREDICTED: serine/threonine-protein kinase-like protein
-~ = At1g28390 isoform X1 [Citrus sinensis]
c22385_g2_i4 ref[XP_007031486.2| PREDICTED: tetraketide alpha-pyrone reductase 1
[Theobroma cacao]
c22557_g2_i2 gbJAAD50629.1|AF106571_1 alpha-tubulin, partial [Gossypium hirsutum]
. ref|XP_006481904.1| PREDICTED: histone deacetylase HDT1 isoform X2
c22607_g1_i3 i . :
[Citrus sinensis]
22644 g1_i2 ref|[WP_032941583.1| hypothetical protein [Citrobacter sp. 30_2]
€c22676_g2_i5 ref| XP_006476279.1| PREDICTED: protein GPR107 [Citrus sinensis]
ref| XP_006443110.1| hypothetical protein CICLE_v10019191mg [Citrus
. clementina] ref|XP_006478853.1| PREDICTED: uncharacterized protein
c22931_91_12 | | 5c102619708 isoform X1 [Citrus sinensis] gblESR56350.1| hypothetical protein
CICLE_v10019191mg [Citrus clementina]
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ID NR_Top_BLASTX_hit
c23078_g1_i2 ref[XP_012079870.1| PREDICTED: adenylate kinase 4 [Jatropha curcas]

-~ = gb|KDP30944.1| hypothetical protein JCGZ_11320 [Jatropha curcas]
c23402_g1 i1 dbj|GAT20840.1| NADH-cytochrome b5 reductase [Aspergillus luchuensis]
c23445_g1_i11 ref|XP_l006452883.1| hypothetical protein CICLE_v10007483mg [Citrus

clementina]
c23716_g2 i1 ref|[XP_002266748.1| PREDICTED: splicing factor 3A subunit 2 [Vitis vinifera]
c23725_g1_i gb|ANH54459.1! cytochrome c oxidase subunit 1, partial (mitochondrion)

[Spodoptera frugiperda]

. ref[XP_015574642.1| PREDICTED: epidermal growth factor receptor substrate

c23845 g3_i2 ; L .

15 isoform X4 [Ricinus communis]
¢23886_g1_i1 ref[XP_017977102.1| PREDICTED: arabinogalactan peptide 13-like [Theobroma

cacao]

ref|[XP_006423254.1| hypothetical protein CICLE_v10028348mg [Citrus
¢23946_g1 i3 clementina] ref|XP_006487150.1| PREDICTED: probable receptor-like

- - serine/threonine-protein kinase At4g34500 [Citrus sinensis] gb|ESR36494.1|

hypothetical protein CICLE_v10028348mg [Citrus clementina]

ref|XP_009374655.1| PREDICTED: soluble inorganic pyrophosphatase-like
24352 _g2_i1 | [Pyrus x bretschneideri] ref|XP_009350087.1| PREDICTED: soluble inorganic

pyrophosphatase-like [Pyrus x bretschneideri]

ref|[XP_006452627.1| hypothetical protein CICLE_v10008869mg [Citrus
c24510_g1_i4 clementina] gb|ESR65867.1| hypothetical protein CICLE_v10008869mg [Citrus

-~ = clementina] gb|KD0O59165.1| hypothetical protein CISIN_1g019880mg [Citrus

sinensis]
€c24544_g1_i2 | gb|KDO71819.1| hypothetical protein CISIN_1g006358mg [Citrus sinensis]
c24621 g1 i1 gb|KDO76694.1| hypothetical protein CISIN_1g018508mg [Citrus sinensis]

c24687_g1_i10

ref[NP_195236.1| plasma membrane intrinsic protein 3 [Arabidopsis thaliana]
ref[NP_001190920.1| plasma membrane intrinsic protein 3 [Arabidopsis thaliana]
sp|P93004.2|PIP27_ARATH RecName: Full=Aquaporin PIP2-7; AltName:
Full=Plasma membrane intrinsic protein 2-7; Short=AtPI1P2;7; AltName:
Full=Plasma membrane intrinsic protein 3; AltName: Full=Salt stress-induced
major intrinsic protein; Contains: RecName: Full=Aquaporin PIP2-7, N-terminally
processed gb|AAL06563.1|AF412110_1 AT4g35100/M4E13_150 [Arabidopsis
thaliana] emb|CAA17774.1| plasma membrane partial [Arabidopsis thaliana]
gb|AEE86464.1| plasma membrane intrinsic protein 3 [Arabidopsis thaliana]
gb|AEE86465.1| plasma membrane intrinsic protein 3 [Arabidopsis thaliana]
gb|OAP00878.1| SIMIP [Arabidopsis thaliana]

24887 _g1_i11

ref[XP_010250184.1| PREDICTED: adenine phosphoribosyltransferase 5
[Nelumbo nucifera] ref|XP_010250185.1| PREDICTED: adenine
phosphoribosyltransferase 5 [Nelumbo nucifera] ref|[XP_010250186.1|
PREDICTED: adenine phosphoribosyltransferase 5 [Nelumbo nuciferal]

ref|[XP_006464430.1| PREDICTED: COP9 signalosome complex subunit 7

c24958 g1 i3 | isoform X2 [Citrus sinensis] gb|KDO85517.1] hypothetical protein
CISIN_1g024854mg [Citrus sinensis]

c25134 _g1_i2 gb|KDO83305.1| hypothetical protein CISIN_1g007321mg [Citrus sinensis]

c25158 _g2_i1 ref|[XP_015879449.1| PREDICTED: tubulin alpha chain [Ziziphus jujuba]
ref|[XP_006441290.1| hypothetical protein CICLE_v10020366mg [Citrus

€25229 g1_i3 | clementina] gb|ESR54530.1| hypothetical protein CICLE_v10020366mg [Citrus
clementina]
ref[ XP_012071453.1| PREDICTED: RNA-dependent RNA polymerase 6-like

c25473 g1 _i4 | [Jatropha curcas] gb|KDP38635.1| hypothetical protein JCGZ_03988 [Jatropha

curcas]
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ref|[XP_006429312.1| hypothetical protein CICLE_v10011473mg [Citrus
25476_g1_i2 clementina] gb|ESR42552.1| hypothetical protein CICLE_v10011473mg [Citrus
-~ = clementina] gb|KD0O53237.1| hypothetical protein CISIN_1g009759mg [Citrus
sinensis]
ref|[XP_006446662.1| hypothetical protein CICLE_v10016241mg [Citrus
¢25602_g3_i2 clementina] ref|[XP_006470201.1| PREDICTED: proteasome subunit beta type-7B
— = [Citrus sinensis] gb|ESR59902.1| hypothetical protein CICLE_v10016241mg
[Citrus clementina]
c25614_g1_i4 ref|[XP_006425858.1| hypothetical protein CICLE_v10025861mg [Citrus
-~ = clementina] ref|XP_006466632.1| PREDICTED: nodulation protein H isoform X4
[Citrus sinensis] gb|ESR39098.1| hypothetical protein CICLE_v10025861mg
[Citrus clementina]
c25748 g5 _i2 gb]AAV91346.1| cuticle protein 1 [Lonomia obliqual]
€26236_g2_i1 gb|OAY45474 1] hypothetical protein MANES_07G063600 [Manihot esculenta]
ref|[XP_006447390.1| hypothetical protein CICLE_v10017300mg [Citrus
clementina] ref|XP_006469830.1| PREDICTED: uncharacterized protein
c26244 g2 i5 | LOC102611045 [Citrus sinensis] gb|ESR60630.1| hypothetical protein
CICLE_v10017300mg [Citrus clementina] gb|KDO36055.1| hypothetical protein
CISIN_1g039583mg [Citrus sinensis]
ref|[XP_006447390.1| hypothetical protein CICLE_v10017300mg [Citrus
clementina] ref|XP_006469830.1| PREDICTED: uncharacterized protein
c26244 g3 i1 | LOC102611045 [Citrus sinensis] gb|ESR60630.1| hypothetical protein
CICLE_v10017300mg [Citrus clementina] gb|KDO36055.1| hypothetical protein
CISIN_1g039583mg [Citrus sinensis]
026288 _g1_i2 ref|)§l?_013164291.1| PREDICTED: myosin heavy chain, muscle isoform X23
[Papilio xuthus]
€c26570_g6_i1 | no hits found
€c26570_g6_i3 | no hits found
€c26570_g7_i4 | no hits found
€c26570_g7_i5 | no hits found
c26902_g3 i1 gb|KZV53345.1| hypothetical protein F511_06487 [Dorcoceras hygrometricum]
€26902_g3_i2 | no hits found
€c26902_g4 i1 ref|[WP_065573400.1| hypothetical protein [Micrococcus luteus]
c26902_g4_i2 ref|[WP_065573400.1| hypothetical protein [Micrococcus luteus]
. ref[XP_015382738.1| PREDICTED: trans-resveratrol di-O-methyltransferase-like
€26923 g1 i1 i ) :
[Citrus sinensis]
ref|[XP_006444463.1| hypothetical protein CICLE_v10020947mg [Citrus
26924 g4 i clementina] ref|[XP_006480056.1| PREDICTED: dnaJ protein ERDJ3B [Citrus
- = sinensis] gb|ESR57703.1| hypothetical protein CICLE_v10020947mg [Citrus
clementina]
¢26936_g2. i3 gb|EOY22993.1]| Glutathione-regulated potassium-efflux system protein kefB
[Theobroma cacao]
ref[XP_007682036.1| hypothetical protein BAUCODRAFT_80780, partial
c27061_g1_i4 | [Baudoinia panamericana UAMH 10762] gb|EMC90811.1| hypothetical protein

BAUCODRAFT_80780, partial [Baudoinia panamericana UAMH 10762]

c27061_g10_i1

ref|[XP_018060490.1| hypothetical protein LYS89DRAFT_703100 [Phialocephala
scopiformis] gb|KUJ06135.1| hypothetical protein LYSO9DRAFT_703100
[Phialocephala scopiformis]

c27061_g11_i2

gb|OADS58190.1| hypothetical protein WN48 00612 [Eufriesea mexicanal]

c27061_g2_i1

ref[XP_001624571.1| predicted protein [Nematostella vectensis] gb|EDO32471.1|
predicted protein, partial [Nematostella vectensis]

c27061_g3_i1

no hits found

c27061_g4_i2

gb|ABK29517.1| cytochrome P450-like TBP, partial [Helicoverpa armigera])
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c27061_g6_i1

gb|EQH87717.1| hypothetical protein QMY _2873, partial [Clostridium difficile
F152]

c27184_g1_i6

ref|[XP_006428505.1| hypothetical protein CICLE_v10013115mg [Citrus
clementina] gb|ESR41745.1| hypothetical protein CICLE_v10013115mg [Citrus
clementina]

c27362_g1_i1

gb|KDO64536.1| hypothetical protein CISIN_1g011045mg [Citrus sinensis]

c27491_g2_i1

gb|KPJ04394.1| hypothetical protein RR46_01763 [Papilio xuthus]

c27516_g2_i6

gb|KDO62339.1| hypothetical protein CISIN_1g008819mg [Citrus sinensis]

c27688_g2_i2

ref|XP_006486631.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC102624434
[Citrus sinensis]

c27746_g1_i9

ref|XP_006437984.1| hypothetical protein CICLE_v10031168mg [Citrus
clementina] gb|ESR51224.1| hypothetical protein CICLE_v10031168mg [Citrus
clementina]

c27751_g1_i1

gb]AAD13304.1| polyprotein [Solanum lycopersicum]

c27776_g1_i3

ref|[XP_006422003.1| hypothetical protein CICLE_v10004200mg [Citrus
clementina] ref|XP_006422004.1| hypothetical protein CICLE_v10004200mg
[Citrus clementina] ref|[XP_006422005.1| hypothetical protein
CICLE_v10004200mg [Citrus clementina] ref|[XP_006422006.1| hypothetical
protein CICLE_v10004200mg [Citrus clementina] ref|XP_006490655.1|
PREDICTED: uncharacterized protein LOC102609710 [Citrus sinensis]
gb|ESR35243.1| hypothetical protein CICLE_v10004200mg [Citrus clementina]
gb|ESR35244 .1| hypothetical protein CICLE_v10004200mg [Citrus clementina]
gb|ESR35245.1| hypothetical protein CICLE_v10004200mg [Citrus clementina]
gb|ESR35246.1| hypothetical protein CICLE_v10004200mg [Citrus clementina]

c27783_g1_i3

gb|KDO72635.1| hypothetical protein CISIN_1g0091671mg, partial [Citrus
sinensis]

c27783_g1_i5

ref|[XP_006431204.1| hypothetical protein CICLE_v10011434mg [Citrus
clementina] gb|ESR44444.1| hypothetical protein CICLE_v10011434mg [Citrus
clementina]

c27804_g2_i3

ref|[XP_006435693.1| hypothetical protein CICLE_v10032067mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006486355.1| PREDICTED: glycosyltransferase family 64
protein C4 [Citrus sinensis] gb|ESR48933.1| hypothetical protein
CICLE_v10032067mg [Citrus clementina] gb|KDO69060.1| hypothetical protein
CISIN_1g020041mg [Citrus sinensis]

c27816_g1_i2

ref|[XP_006453083.1| hypothetical protein CICLE_v10007519mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006474418.1| PREDICTED: probable galactinol--sucrose
galactosyltransferase 6 [Citrus sinensis] ref|[XP_015384541.1| PREDICTED:
probable galactinol--sucrose galactosyltransferase 6 [Citrus sinensis]
gb|ESR66323.1| hypothetical protein CICLE_v10007519mg [Citrus clementina]

c28006_g1_i10

no hits found

c28006_g1_i8 | no hits found
c28006_g1_i9 gb|KNAO05978.1| hypothetical protein SOVF_185310, partial [Spinacia oleraceal
. ref|XP_006474943.1| PREDICTED: scarecrow-like transcription factor PAT1
c28103_g1_i2 | . . i )
isoform X2 [Citrus sinensis]
. ref[ XP_010263896.1| PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase 1,
c28153 g3 _i5 ) .
chloroplastic [Nelumbo nuciferal]
ref[XP_006475933.1| PREDICTED: serine/threonine-protein kinase EDR1
c28229 g1_i5 |isoform X1 [Citrus sinensis] gb|KDO80082.1| hypothetical protein
CISIN_1g037068mg [Citrus sinensis]
28231 g1_i2 ref|XP_006472964.1| PREDICTED: serine decarboxylase [Citrus sinensis]

ref|[XP_006472965.1| PREDICTED: serine decarboxylase [Citrus sinensis]

c28248_g1_i7

gb|KD0O63243.1| hypothetical protein CISIN_19023289mg [Citrus sinensis]
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28290 _g1_i7

ref|[XP_006424242.1| hypothetical protein CICLE_v10030134mg [Citrus
clementina] gb|ESR37482.1| hypothetical protein CICLE_v10030134mg [Citrus
clementina] gb|KDO58081.1| hypothetical protein CISIN_1g027063mg [Citrus
sinensis] gb|KDO58082.1| hypothetical protein CISIN_1g027063mg [Citrus
sinensis] gb|KDO58083.1| hypothetical protein CISIN_1g027063mg [Citrus
sinensis]

28290 _g1_i8

gb|KJB54422.1| hypothetical protein B456_009G085600 [Gossypium raimondii]

28340 _g1_i1

ref|XP_006480476.1| PREDICTED: transmembrane protein 208 homolog [Citrus
sinensis] ref|[XP_006480477.1| PREDICTED: transmembrane protein 208
homolog [Citrus sinensis] ref|[XP_006480478.1| PREDICTED: transmembrane
protein 208 homolog [Citrus sinensis] gb|KD0O53106.1| hypothetical protein
CISIN_1g0306652mg [Citrus sinensis] gb|KDO53107.1| hypothetical protein
CISIN_1g0306652mg [Citrus sinensis] gb|KDO53108.1| hypothetical protein
CISIN_1g0306652mg [Citrus sinensis] gb|KD0O53109.1| hypothetical protein
CISIN_1g0306652mg [Citrus sinensis]

c28381_g1_i4

ref|XP_012445863.1| PREDICTED: 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
[Gossypium raimondii] gb|KJB57823.1| hypothetical protein B456_009G182300
[Gossypium raimondii]

c28525_g1 i1

ref[ XP_015582764.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC8268227
[Ricinus communis]

c28563_g1_i

ref[XP_006476575.2| PREDICTED: uncharacterized protein LOC102610276
[Citrus sinensis]

c28587_g2_i8

dbj|BAC18353.1| conserved hypothetical protein [Corynebacterium efficiens YS-
314]

c28626_g1_i4

gb|KDO55484.1| hypothetical protein CISIN_1g011050mg [Citrus sinensis]

c28776_g4_i5

ref[ XP_006426971.1| hypothetical protein CICLE_v10026841mg [Citrus
clementina] ref|XP_006465606.1| PREDICTED: 60S ribosomal protein L37-3
[Citrus sinensis] gb|ESR40211.1| hypothetical protein CICLE_v10026841mg
[Citrus clementina] gb|KDO56887.1| hypothetical protein CISIN_1g034400mg
[Citrus sinensis]

c28795_g2_i4

ref[XP_008778673.1| PREDICTED: acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl
transferase subunit alpha, chloroplastic-like isoform X1 [Phoenix dactylifera]

c28856_g1_i6

ref|[XP_006448191.1| hypothetical protein CICLE_v10014990mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006469226.1| PREDICTED: glucan endo-1,3-betaglucosidase
3 [Citrus sinensis] gb|ESR61431.1| hypothetical protein CICLE_v10014990mg
[Citrus clementina]

c28867_g3_i5

ref[XP_006470614.1| PREDICTED: armadillo repeat-containing protein 8 [Citrus
sinensis]

28927 g1_i2

ref[XP_011016275.1| PREDICTED: vesicle transport protein GOT 1B-like
[Populus euphratica]

c28931_g1_i1

ref[XP_006473275.1| PREDICTED: cysteine proteinase RD21a [Citrus sinensis]

29059 _g1_i6

ref|[XP_006445831.1| hypothetical protein CICLE_v10015009mg [Citrus
clementina] ref|XP_006492706.1| PREDICTED: GPI mannosyltransferase 2
[Citrus sinensis] gb|ESR59071.1| hypothetical protein CICLE_v10015009mg
[Citrus clementina] gb|KD0O62996.1| hypothetical protein CISIN_1g011059mg
[Citrus sinensis]

c29068_g1_i2

gb|EOY10511.1] Uncharacterized protein TCM_025853 isoform 1 [Theobroma
cacao]

c29108_g3_i3

gb|KDO55927.1| hypothetical protein CISIN_1g008405mg [Citrus sinensis]

c29113_g3_i6

ref|[XP_006492294.1| PREDICTED: IAA-alanine resistance protein 1 [Citrus
sinensis]

c29216_g2_i3

ref[XP_016748672.1| PREDICTED: cytochrome ¢ [Gossypium hirsutum]

29307 _g1_i13

ref| XP_015865843.1| PREDICTED: RNA pseudouridine synthase 7-like [Ziziphus
jujuba]
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€c29317_g4_i5 gb|OAY25507.1] hypothetical protein MANES_17G100400 [Manihot esculenta]
c29377 _g1_ i3 | gb|KJB83920.1| hypothetical protein B456 _013G271500 [Gossypium raimondii]
ref|[XP_002484510.1| hypothetical protein TSTA 040370 [Talaromyces stipitatus
€c29508 _g1_i6 | ATCC 10500] gb|EED14557.1| hypothetical protein TSTA_040370 [Talaromyces
stipitatus ATCC 10500]
29508 _g4_i1 ref[XP_013448061.1| hypothetical protein MTR_7g031847 [Medicago truncatula]
- = gb|KEH22088.1| hypothetical protein MTR_79031847 [Medicago truncatula]
€29537_g3_i2 | no hits found
ref|[XP_006451164.1| hypothetical protein CICLE_v10007670mg [Citrus
€29568_g2_i2 | clementina] gb|ESR64404.1| hypothetical protein CICLE_v10007670mg [Citrus
clementina]
c29703_g1_i5 gb|KDO46042.1| hypothetical protein CISIN_1g015786mg [Citrus sinensis]
-~ = gb|KDO46043.1| hypothetical protein CISIN_1g015786mg [Citrus sinensis]
ref|[ XP_006453252.1| hypothetical protein CICLE_v10009594mg [Citrus
clementina] ref|XP_006474269.1| PREDICTED: tRNA-specific adenosine
29704 g2 i7 | deaminase 2 isoform X2 [Citrus sinensis] gb|ESR66492.1| hypothetical protein
CICLE_v10009594mg [Citrus clementina] gb|KDO61912.1| hypothetical protein
CISIN_1g029549mg [Citrus sinensis]
29783 _g5. i gb|A3A98491 .1] retrotransposon protein, putative, unclassified [Oryza sativa
Japonica Group]
ref|[XP_006430659.1| hypothetical protein CICLE_v10011294mg [Citrus
€c29806 g1 _i5 | clementina] gb|ESR43899.1| hypothetical protein CICLE_v10011294mg [Citrus
clementina]
ref|[XP_006444306.1| hypothetical protein CICLE_v10018482mg [Citrus
c29870_g1_i3 clementina] gb|ESR57546.1| hypothetical protein CICLE_v10018482mg [Citrus
-~ = clementina] gb|KDO87263.1| hypothetical protein CISIN_1g000438mg [Citrus
sinensis]
€c29960 g2 i4 | no hits found
¢30055_g2_i7 ref|XP_017189606.1| PREDICTED: embryonic protein DC-8-like isoform X2
[Malus domestica]
¢30070_g7_i2 | no hits found
¢30082_g3_i5 ref|[XP_006466281.1| PREDICTED: classical arabinogalactan protein 2 [Citrus

sinensis]

c30095_g2_i16

ref[XP_006426126.1| hypothetical protein CICLE_v10026719mg [Citrus
clementina] ref|XP_006466433.1| PREDICTED: 60S ribosomal protein L26-1
[Citrus sinensis] gb|ESR39366.1| hypothetical protein CICLE_v10026719mg
[Citrus clementina] gb|KDO78878.1| hypothetical protein CISIN_19g032182mg
[Citrus sinensis]

c30167_g1_i1

gb|KDO66718.1| hypothetical protein CISIN_1g000597mg [Citrus sinensis]

30249 _g5_i7

ref|XP_006446171.1| hypothetical protein CICLE_v10015158mg [Citrus
clementina] ref|XP_006446172.1| hypothetical protein CICLE_v10015158mg
[Citrus clementina] ref|[XP_006446173.1| hypothetical protein
CICLE_v10015158mg [Citrus clementina]

30259 _g1_i3

ref|[XP_002313223.1| hypothetical protein POPTR_0009s08090g [Populus
trichocarpa) gb|EEE87178.1| hypothetical protein POPTR _0009s08090g
[Populus trichocarpa]

c30277_g1_i3

ref[ XP_006491853.1| PREDICTED: probable helicase MAGATAMA 3 isoform
X1 [Citrus sinensis] ref|XP_006491854.1| PREDICTED: probable helicase
MAGATAMA 3 isoform X1 [Citrus sinensis]

¢30303_g1_i9

ref|[XP_008236165.2| PREDICTED: squalene monooxygenase-like [Prunus
mume]
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c30475_g6_i4

ref|[XP_006432164.1| hypothetical protein CICLE_v10002244mg [Citrus
clementina] ref|XP_006432165.1| hypothetical protein CICLE_v10002244mg
[Citrus clementina] ref|[XP_006465066.1| PREDICTED: uncharacterized protein
LOC102630478 isoform X1 [Citrus sinensis] gb|[ESR45404.1| hypothetical protein
CICLE_v10002244mg [Citrus clementina] gb|ESR45405.1| hypothetical protein
CICLE_v10002244mg [Citrus clementina]

c30476_g1_i2

ref|[XP_006425822.1| hypothetical protein CICLE_v10027285mg, partial [Citrus
clementina] gb|ESR39062.1| hypothetical protein CICLE_v10027285mg, partial
[Citrus clementina]

c30476_g1_i3

ref|[XP_006425822.1| hypothetical protein CICLE_v10027285mg, partial [Citrus
clementina] gb|ESR39062.1| hypothetical protein CICLE_v10027285mg, partial
[Citrus clementina]

c30493_g3_i3

ref[XP_012078036.1| PREDICTED: 2-hydroxyacyl-CoA lyase [Jatropha curcas]
gb|KDP33027.1| hypothetical protein JCGZ_13058 [Jatropha curcas]

30539 _g3_i7

ref|[XP_006429012.1| hypothetical protein CICLE_v10011464mg [Citrus
clementina] ref|XP_006429013.1| hypothetical protein CICLE_v10011464mg
[Citrus clementina] gb|ESR42252.1| hypothetical protein CICLE_v10011464mg
[Citrus clementina] gb|ESR42253.1| hypothetical protein CICLE_v10011464mg
[Citrus clementina]

c30615_g1_i3

ref|[XP_006429895.1| hypothetical protein CICLE_v10011813mg [Citrus
clementina] ref|XP_006492846.1| PREDICTED: uncharacterized protein
LOC102622440 [Citrus sinensis] gb|ESR43135.1| hypothetical protein
CICLE_v10011813mg [Citrus clementina] gb|KDO70902.1| hypothetical protein
CISIN_1g014562mg [Citrus sinensis]

c30664_g4_i7

reflXP_016734461.1] PREDICTED:
[Gossypium hirsutum]

uncharacterized protein At1g10890-like

c30702_g1_i4

ref|[ XP_006426798.1| hypothetical protein CICLE_v10025334mg [Citrus
clementina] gb|ESR40038.1| hypothetical protein CICLE_v10025334mg [Citrus
clementina]

c30708_g1_i

ref[XP_007928849.1| hypothetical protein MYCFIDRAFT_54532 [Cercospora
fijiensis CIRAD86] gb|EME80501.1| hypothetical protein MYCFIDRAFT_54532
[Cercospora fijiensis CIRAD86]

¢30708_g1_i11

gb|KOS36100.1| hypothetical protein ACN38_g13205 [Penicillium nordicum]
gb|KUM55552.1| hypothetical protein ACN42_g11702 [Penicillium freii]

c30708_g2_i1

no hits found

c30783_g1_i4

ref| XP_006485676.1| PREDICTED: malate dehydrogenase, mitochondrial [Citrus
sinensis] gb|KD048349.1| hypothetical protein CISIN_1g018314mg [Citrus
sinensis]

c30945_g3_i3

ref|[XP_006422699.1| hypothetical protein CICLE_v10029851mg [Citrus
clementina] gb|ESR35939.1| hypothetical protein CICLE_v10029851mg [Citrus
clementina]

c30954_g1_i2

ref|[XP_006428637.1| hypothetical protein CICLE_v10012249mg [Citrus
clementina] ref|XP_006480456.1| PREDICTED: luc7-like protein [Citrus sinensis]
gb|ESR41877.1| hypothetical protein CICLE_v10012249mg [Citrus clementina]

c31142_g1_i7

gb|KDO55145.1| hypothetical protein CISIN_1g005386mg [Citrus sinensis]
gb|KD0O55146.1| hypothetical protein CISIN_1g005386mg [Citrus sinensis]

c31157_g1_i3

ref[XP_006478019.1| PREDICTED: BTB/POZ domain-containing protein
At1g04390 isoform X1 [Citrus sinensis]

c31172_g2_i7

ref| XP_015874684.1| PREDICTED: 26S protease regulatory subunit 6B homolog
[Ziziphus jujuba]

c31208_g1_i8

ref|[XP_006450196.1| hypothetical protein CICLE_v10007223mg [Citrus
clementina] gb|ESR63436.1| hypothetical protein CICLE_v10007223mg [Citrus
clementina]

c31238_g1_i2

ref|XP_006470807.1| PREDICTED: protein STICHEL [Citrus sinensis]
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c31248 g1_i6 gb|KDO65276.1| hypothetical protein CISIN_1g002867mg [Citrus sinensis]
31352 g2 i6 gblKDQ70146.1| hypothetical protein CISIN_1g048747mg, partial [Citrus
sinensis]

c31463_g1_i4 gb|KDO50106.1| hypothetical protein CISIN_1g000334mg [Citrus sinensis]
c31473_g3_i1 emb|CCL55187.1| conserved hypothetical protein [Clostridium difficile E14]
c31473 g3 _i4 | gb|KRH17836.1| hypothetical protein GLYMA_13G020100 [Glycine max]
ref[XP_017630340.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC108473348

c31473_g3_i6 .
[Gossypium arboreum]
. gb|EGC42647.1| transcript antisense to ribosomal RNA protein, partial
c31473_g4_i1 :
[Histoplasma capsulatum H88]
31552 g1_i4 dbj|BAD83547.2| hypothetical protein, partial (mitochondrion) [Nicotiana

tabacum]

c31554_g1_i3 | gb|KDO47002.1| hypothetical protein CISIN_1g008200mg [Citrus sinensis]

¢31600_g3_i1 ref[ XP_006478453.1| PREDICTED: SCY1-like protein 2 [Citrus sinensis]

ref[ XP_010106597.1| hypothetical protein L484 002552 [Morus notabilis]

gb|EXC10888.1| hypothetical protein L484 002552 [Morus notabilis]

ref[XP_002425519.1| conserved hypothetical protein [Pediculus humanus

c31618 g2 i5 | corporis] gb|EEB12781.1| conserved hypothetical protein [Pediculus humanus

corporis]

31632 g1 i2 gb|KDQ42444.1| hypothetical protein CISIN_1g039882mg, partial [Citrus
sinensis]

¢31700_g4_i1 | no hits found

¢31700_g4_i2 | no hits found

c3180 g1 i1 no hits found

c40853 g1 i1 gb]ABK21482.1| unknown [Picea sitchensis]

c4543 g1_i1 gb|KPI191794.1| Apolipoprotein D [Papilio xuthus]

c4843 g1 i2 | no hits found

ref[XP_002515493.1| PREDICTED: 14 kDa proline-rich protein DC2.15 [Ricinus

c635 g1 i1 communis] gb|EEF46942.1| 14 kDa proline-rich protein DC2.15 precursor,

putative [Ricinus communis]

c7172_g1 i1 no hits found

c31618_g2_i4

Anexo B — Relacéo do total de genes Up regulados do tratamento GO 6 das sementes
envelhecidas de A. fraxinifolium.
ID NR_Top_BLASTX_hit

ref|[XP_017980686.1| PREDICTED: probable sugar phosphate/phosphate
translocator At3g14410 [Theobroma cacao] ref|XP_017980687.1| PREDICTED:
c12237_g1_i3 | probable sugar phosphate/phosphate translocator At3g14410 [Theobroma
cacao] ref|[XP_017980688.1| PREDICTED: probable sugar
phosphate/phosphate translocator At3g14410 [Theobroma cacao]

ref|[XP_006438697.1| hypothetical protein CICLE_v10032651mg [Citrus
c17616_g2_i1 clementina] gb|ESR51937.1| hypothetical protein CICLE_v10032651mg [Citrus
clementinal]

ref[XP_014499715.1] PREDICTED: proteasome subunit beta type-3-A [Vigna

c19483_g1_11 radiata var. radiata]

ref|[XP_006425685.1| hypothetical protein CICLE_v10026748mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006466787.1| PREDICTED: uncharacterized protein

c19669 g1_i1 LOC102624721 [Citrus sinensis] gb|ESR38925.1| hypothetical protein
CICLE_v10026748mg [Citrus clementina] gb|KDO79533.1| hypothetical protein
CISIN_1g046060mg [Citrus sinensis]
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c20463_g1_i1

ref|[XP_002301424.2| AAA-type ATPase family protein [Populus trichocarpal]
gb|EEE80697.2| AAA-type ATPase family protein [Populus trichocarpa]

c21040_g1_i4

ref|[XP_012064680.1| PREDICTED: superoxide dismutase [Cu-Zn],
chloroplastic isoform X2 [Jatropha curcas]

c21204_g1_i1

ref[XP_006472515.1| PREDICTED: serine/threonine-protein kinase-like protein
At1g28390 isoform X1 [Citrus sinensis]

c22122_g1_i1

ref|[XP_006450710.1| hypothetical protein CICLE_v10008638mg [Citrus
clementina] gb|ESR63950.1| hypothetical protein CICLE_v10008638mg [Citrus
clementinal

22543 g3 i1

ref|[XP_006482536.1] PREDICTED: mitochondrial outer membrane protein
porin of 34 kDa [Citrus sinensis]

22607 g1_i2

ref| XP_006481904.1| PREDICTED: histone deacetylase HDT1 isoform X2
[Citrus sinensis]

22639 _g1_i5

ref|[XP_003607876.1| phloem protein [Medicago truncatula] gb|AES90073.1|
phloem protein [Medicago truncatula] gb|JAFK38923.1| unknown [Medicago
truncatula]

c23369_g1_i1

ref|[XP_006425270.1| hypothetical protein CICLE_v10025677mg [Citrus
clementina] gb|ESR38510.1| hypothetical protein CICLE_v10025677mg [Citrus
clementinal

23433 g1_i3

ref|[XP_006483921.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC102606970
[Citrus sinensis]

23434 g1 i2

ref|[XP_006473976.1| PREDICTED: NADP-dependent glyceraldehyde-
3phosphate dehydrogenase [Citrus sinensis] gb|KD0O59413.1| hypothetical
protein CISIN_1g010963mg [Citrus sinensis]

24209 g1_i2

ref|[XP_006423375.1| hypothetical protein CICLE_v10029285mg [Citrus
clementina] gb|ESR36615.1| hypothetical protein CICLE_v10029285mg [Citrus
clementina]

c24621_g1_i2

gb|KDO76694.1| hypothetical protein CISIN_1g018508mg [Citrus sinensis]

c24701_g3_i3

ref[XP_016740977.1| PREDICTED: zinc finger BED domain-containing protein
RICESLEEPER 2-like [Gossypium hirsutum] ref|[XP_016742294.1|
PREDICTED: zinc finger BED domain-containing protein RICESLEEPER 2-like
[Gossypium hirsutum]

c24958 g1_i6

ref|[XP_006464430.1| PREDICTED: COP9 signalosome complex subunit 7
isoform X2 [Citrus sinensis] gb|KDO85517.1] hypothetical protein
CISIN_1g024854mg [Citrus sinensis]

c25245_g2_i3

gb|KDO61275.1| hypothetical protein CISIN_19014513mg [Citrus sinensis]

25473 g1_i2

ref[ XP_012071453.1| PREDICTED: RNA-dependent RNA polymerase 6-like
[Jatropha curcas] gb|KDP38635.1| hypothetical protein JCGZ_03988 [Jatropha
curcas]

¢c25539 g1 i3

ref|[XP_006450932.1| hypothetical protein CICLE_v10009114mg [Citrus
clementina] gb|ESR64172.1| hypothetical protein CICLE_v10009114mg [Citrus
clementina]

c25621_g4_i8

gb|KDO42130.1| hypothetical protein CISIN_19011622mg [Citrus sinensis]

25628 _g1_i2

ref|[XP_006489329.1| PREDICTED: uncharacterized GPIl-anchored protein
At3g06035-like [Citrus sinensis]

c25874_g2_i7

ref|[XP_006487024.1| PREDICTED: phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate
3phosphatase and protein-tyrosine-phosphatase PTEN2A [Citrus sinensis]
ref|[XP_006487025.1| PREDICTED: phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate
3phosphatase and protein-tyrosine-phosphatase PTEN2A [Citrus sinensis]

25894 g1 i1

ref|[XP_002308448.2| alcohol dehydroge family protein [Populus trichocarpa]
gb|EEE91971.2| alcohol dehydroge family protein [Populus trichocarpa]

c25902_g2_i1

ref|[XP_015387240.1| PREDICTED: (-)-isopiperitenol/(-)-carveol
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dehydrogenase, mitochondrial-like isoform X1 [Citrus sinensis] gb|KDO61663.1|
hypothetical protein CISIN_1g041914mg [Citrus sinensis]

c26088_g1_i7

ref|[XP_010258036.1] PREDICTED: ninja-family protein AFP3 [Nelumbo
nuciferal

c26217_g1_i1

gb|OAY22343.1| hypothetical protein MANES_S008600 [Manihot esculenta]

c26248_g1_i1

gb|EOY30311.1| Mechanosensitive channel of small conductance-like 10,
putative isoform 2 [Theobroma cacao]

c26312_g1_i2

ref|[XP_006449270.1| hypothetical protein CICLE_v10017033mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006467858.1| PREDICTED: uncharacterized protein
At5g65660 [Citrus sinensis] gb|ESR62510.1| hypothetical protein
CICLE_v10017033mg [Citrus clementina]

26328 _g3_i4

ref|[XP_006443835.1| hypothetical protein CICLE_v10024065mg [Citrus
clementina] gb|ESR57075.1| hypothetical protein CICLE_v10024065mg [Citrus
clementina]

c26540_g1_i6

ref|[XP_006488876.1] PREDICTED: uncharacterized protein LOC102628873
[Citrus sinensis] ref|XP_015388989.1| PREDICTED: uncharacterized protein
LOC102628873 [Citrus sinensis]

c26617_g1_i2

ref[XP_017976114.1] PREDICTED: uncharacterized acetyltransferase
At3g50280 [Theobroma cacao] gb|EOX91480.1] HXXXD-type acyl-transferase
family protein, putative [Theobroma cacao]

26635 g1 i1

ref[XP_017977235.1| PREDICTED: trafficking protein particle complex subunit
8 isoform X2 [Theobroma cacao]

26655 _g2_i11

gb|KDO82191.1| hypothetical protein CISIN_1g006587mg [Citrus sinensis]

c26655_g2_i3

gb|KDO82194.1| hypothetical protein CISIN_1g006587mg [Citrus sinensis]

c26737_g1_i2

ref|[XP_006445135.1| hypothetical protein CICLE_v10020664mg [Citrus
clementina] gb|ESR58375.1| hypothetical protein CICLE_v10020664mg [Citrus
clementina]

c26820_g1_i6

ref[XP_003631572.1| PREDICTED: putative amidase C869.01 [Vitis vinifera]

c26866_g2_i1

ref|[XP_006438677.1| hypothetical protein CICLE_v10030989mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006483161.1| PREDICTED: probable methyltransferase
PMT2 [Citrus sinensis] gb|ESR51917.1| hypothetical protein
CICLE_v10030989mg [Citrus clementina]

c26870_g1_i2

ref|[XP_006476984.1| PREDICTED: uncharacterized protein DDB_G0284459
isoform X1 [Citrus sinensis]

26919 _g2_i3

gb|KDO87133.1| hypothetical protein CISIN_1g028425mg [Citrus sinensis]
gb|KDO87134.1| hypothetical protein CISIN_1g028425mg [Citrus sinensis]

c27001_g1_i3

gb|KDO46778.1| hypothetical protein CISIN_1g045708mg [Citrus sinensis]

c27041_g1_i6

gb|KDO68901.1| hypothetical protein CISIN_1g002690mg [Citrus sinensis]

c27045_g3_i8

ref|[XP_006435470.1| hypothetical protein CICLE_v10000595mg [Citrus
clementina] gb|ESR48710.1| hypothetical protein CICLE_v10000595mg [Citrus
clementina] gb|KD085269.1| hypothetical protein CISIN_1g006964mg [Citrus
sinensis] gb|KD085270.1| hypothetical protein CISIN _1g006964mg [Citrus
sinensis]

27057 _g1_i9

gb|KCW88608.1| hypothetical protein EUGRSUZ_A009811, partial [Eucalyptus
grandis]

c27132_g4_i4

ref|[XP_006481501.1| PREDICTED: nicalin-1 [Citrus sinensis]

c27280_g4_i8

ref|[XP_006420702.1| hypothetical protein CICLE_v10004398mg [Citrus
clementina] gb|ESR33942.1| hypothetical protein CICLE_v10004398mg [Citrus
clementinal]
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c27506_g3_i1

ref|[XP_006450858.1| hypothetical protein CICLE_v10007603mg [Citrus
clementina] ref| XP_006475909.1| PREDICTED: ATP-dependent zinc
metalloprotease FTSH 4, mitochondrial [Citrus sinensis] gb|ESR64098.1|
hypothetical protein CICLE_v10007603mg [Citrus clementina] gb|KDO80126.1|
hypothetical protein CISIN_1g005066mg [Citrus sinensis]

c27601_g3_i1

ref|[XP_006451215.1| hypothetical protein CICLE_v10009504mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006451216.1| hypothetical protein CICLE_v10009504mg
[Citrus clementina] ref|XP_006475671.1| PREDICTED: DNA-directed RNA
polymerases Il and IV subunit 5A [Citrus sinensis] ref|XP_006475672.1|
PREDICTED: DNA-directed RNA polymerases Il and IV subunit 5A [Citrus
sinensis] gb|ESR64455.1| hypothetical protein CICLE_v10009504mg [Citrus
clementina] gb|ESR64456.1| hypothetical protein CICLE_v10009504mg [Citrus
clementina]

c27715_g4_i1

ref|[XP_006423339.1| hypothetical protein CICLE_v10028331mg [Citrus
clementina] gb|ESR36579.1| hypothetical protein CICLE_v10028331mg [Citrus
clementina]

c27739_g2_i4

ref|[XP_006452583.1| hypothetical protein CICLE_v10007691mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006452584.1| hypothetical protein CICLE_v10007691mg
[Citrus clementina] ref|XP_006452585.1| hypothetical protein
CICLE_v10007691mg [Citrus clementina]

c27741_g1_i4

ref|XP_006470158.1| PREDICTED: 26S proteasome non-ATPase regulatory
subunit 2 homolog A [Citrus sinensis]

c27872_g1_i2

gb|AlI99806.1| gigantea [Dimocarpus longan]

27884 g1_i3

ref|[XP_006443945.1| hypothetical protein CICLE_v10019453mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006479617.1| PREDICTED: pyruvate kinase isozyme A,
chloroplastic-like [Citrus sinensis] gb|[ESR57185.1| hypothetical protein
CICLE_v10019453mg [Citrus clementina]

c28036_g1_i2

gb|KDO71861.1| hypothetical protein CISIN_1g008389mg [Citrus sinensis]

c28097_g1_i1

ref|XP_006472181.1| PREDICTED: pentatricopeptide repeat-containing protein
At1g09190 [Citrus sinensis]

c28126_g1_i3

gb|KDO68695.1| hypothetical protein CISIN_1g000404mg [Citrus sinensis]

c28153_g3_i6

ref|[XP_010263896.1| PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase 1,
chloroplastic [Nelumbo nucifera]

28237 _g1_i2

ref|[XP_006443392.1| hypothetical protein CICLE_v10018788mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006479084.1| PREDICTED: general negative regulator of
transcription subunit 3 isoform X1 [Citrus sinensis] gb|ESR56632.1| hypothetical
protein CICLE_v10018788mg [Citrus clementina]

c28350_g5_i4

ref[XP_007037609.1| PREDICTED: ABC transporter B family member 25
[Theobroma cacao] ref|[XP_017973989.1| PREDICTED: ABC transporter B
family member 25 [Theobroma cacao] ref|[XP_017973990.1| PREDICTED: ABC
transporter B family member 25 [Theobroma cacao] gb|[EOY22109.1|
Transporter associated with antigen processing protein 2 isoform 1 [Theobroma
cacao] gb|[EOY22110.1| Transporter associated with antigen processing protein
2 isoform 1 [Theobroma cacao] gb|EOY22111.1| Transporter associated with
antigen processing protein 2 isoform 1 [Theobroma cacao]

c28365_g1_i1

gb|KDO65524.1| hypothetical protein CISIN_1g008807mg [Citrus sinensis]

c28388_g3_i6

ref|[XP_006430577.1| hypothetical protein CICLE_v10011792mg [Citrus
clementina] gb|ESR43817.1| hypothetical protein CICLE_v10011792mg [Citrus
clementinal

c28411_g2_i7

ref|[XP_006438410.1| hypothetical protein CICLE_v10030647mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006438413.1| hypothetical protein CICLE_v10030647mg
[Citrus clementina] ref|XP_015387390.1| PREDICTED: RNA-binding protein 25
isoform X2 [Citrus sinensis] ref|[XP_015387391.1| PREDICTED: RNA-binding
protein 25 isoform X2 [Citrus sinensis] gb|ESR51650.1| hypothetical protein
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CICLE_v10030647mg [Citrus clementina] gb|ESR51653.1| hypothetical protein
CICLE_v10030647mg [Citrus clementina] gb|KDO82458.1| hypothetical protein
CISIN_1g002335mg [Citrus sinensis]

c28531_g1_i4

ref|[XP_009365586.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC103955420
[Pyrus x bretschneideri]

c28547_g2_i15

gb|AJD87509.1| embryonic flower 2a [Dimocarpus longan]

c28563_g1_i3

ref|[XP_006476575.2]| PREDICTED: uncharacterized protein LOC102610276
[Citrus sinensis]

c28578_g1_i

ref| XP_006479204.1| PREDICTED: serine/threonine-protein kinase MHK
[Citrus sinensis] ref|XP_015386141.1| PREDICTED: serine/threonine-protein
kinase MHK [Citrus sinensis] ref|[XP_015386142.1| PREDICTED:
serine/threonine-protein kinase MHK [Citrus sinensis]

c28580_g3_i1

gb|AAC41680.1| protein kinase p34cdc2 [Petroselinum crispum]

28599 _g8_i10

ref|[XP_006453219.1| hypothetical protein CICLE_v10007305mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006474293.1| PREDICTED: calcium-transporting ATPase 8,
plasma membrane-type [Citrus sinensis] ref|[XP_006474294.1| PREDICTED:
calcium-transporting ATPase 8, plasma membrane-type [Citrus sinensis]
ref[XP_006474295.1| PREDICTED: calcium-transporting ATPase 8, plasma
membrane-type [Citrus sinensis] ref|[XP_006474296.1| PREDICTED:
calciumtransporting ATPase 8, plasma membrane-type [Citrus sinensis]
ref[XP_006474297.1| PREDICTED: calcium-transporting ATPase 8, plasma
membrane-type [Citrus sinensis] ref|[XP_006474298.1| PREDICTED:
calciumtransporting ATPase 8, plasma membrane-type [Citrus sinensis]
ref[XP_015384503.1| PREDICTED: calcium-transporting ATPase 8, plasma
membrane-type [Citrus sinensis] gb|ESR66459.1| hypothetical protein
CICLE_v10007305mg [Citrus clementina]

28679 g3 i1

ref[XP_010673168.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC104889608
[Beta vulgaris subsp. vulgaris]

c28773_g1_i12

ref|[XP_009395339.1| PREDICTED: cell division control protein 2 homolog
[Musa acuminata subsp. malaccensis]

ref|[XP_006429284.1| hypothetical protein CICLE_v10013703mg [Citrus

c28773_g1_i2 | clementina] gb|ESR42524.1| hypothetical protein CICLE_v10013703mg [Citrus
clementina]
c28773_g1_i3 | no hits found
c28870_g2. i1 ref|XP_004140112.1| PREDICTEP: phospholipase A1l-llgamma [Cucgmis .
- sativus] gb|KGN47948.1| hypothetical protein Csa_6G419450 [Cucumis sativus]
. b|EOY12548.1| Translation initiation factor SUI1 family protein, putative
c28887_g2_i4 ['?’hleobroma caczlﬂo] ’P P
c28988_g1_i2 rgleP_9064§7127.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC102618464
-~ = [Citrus sinensis]
28997 g4 i6 ref|[XP_015385348.1| PREDICTED: putative uncharacterized protein

DDB_(G0272456 [Citrus sinensis]

c29002_g3_i12

gb|KDO43903.1| hypothetical protein CISIN_1g0086951mg, partial [Citrus
sinensis]

ref|[XP_006470234.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC102616162

€29061_g1_i1 . . .
[Citrus sinensis]
ref|[XP_006427460.1| hypothetical protein CICLE_v10025249mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006427461.1| hypothetical protein CICLE_v10025249mg
29109 g2 i2 | [Citrus clementina] gb|ESR40700.1| hypothetical protein CICLE_v10025249mg

[Citrus clementina] gb|ESR40701.1| hypothetical protein CICLE_v10025249mg
[Citrus clementina]

c29111_g2_i10

ref|[XP_006485746.1| PREDICTED: transcription initiation factor TFIID subunit 2
[Citrus sinensis]
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ref|[XP_006427858.1| hypothetical protein CICLE_v10026233mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006464568.1| PREDICTED: 50S ribosomal protein L15
[Citrus sinensis] gb|ESR41098.1| hypothetical protein CICLE_v10026233mg
[Citrus clementina]

29128 _g5_i4

ref|[XP_006432245.1| hypothetical protein CICLE_v10000085mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006464641.1| PREDICTED: phosphatidylinositol 4-kinase
beta 1-like isoform X1 [Citrus sinensis] gb|[ESR45485.1| hypothetical protein
CICLE_v10000085mg [Citrus clementina]

29179 _g1_i7

ref|XP_006428185.1| hypothetical protein CICLE_v10024720mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006464227.1| PREDICTED: ABC transporter D family
member 1 isoform X1 [Citrus sinensis] ref|[XP_015382798.1| PREDICTED: ABC
transporter D family member 1 isoform X2 [Citrus sinensis] ref|XP_015382809.1|
PREDICTED: ABC transporter D family member 1 isoform X3 [Citrus sinensis]
gb|ESR41425.1| hypothetical protein CICLE_v10024720mg [Citrus clementina]

c29338_g1_i6

29350 a2 i1 gb|KDO61351.1| hypothetical protein CISIN_19027940mg [Citrus sinensis]
94 gb|KDO61352.1| hypothetical protein CISIN_1g027940mg [Citrus sinensis]

c29351_g4_i1 gb|ADD54644.1| peroxidase [Bruguiera gymnorhiza]

29413 a3 i6 ref[XP_017983631.1| PREDICTED: transcription factor Pur-alpha 1
—9°— [Theobroma cacao]

ref[XP_012067355.1| PREDICTED: histone-lysine N-methyltransferase, H3
29592 _g4_i8 | lysine-9 specific SUVH4 isoform X3 [Jatropha curcas] gb|KDP41858.1|
hypothetical protein JCGZ_26876 [Jatropha curcas]

29613 a1 i2 ref|XP_006477702.1]| PREDICTED: pentatricopeptide repeat-containing protein
—91-'% | PNM1, mitochondrial [Citrus sinensis]

€c29637_g2 i1 gb|KDO78602.1| hypothetical protein CISIN_1g014532mg [Citrus sinensis]

ref|[XP_006419804.1| hypothetical protein CICLE_v10004788mg [Citrus
clementina] gb|ESR33044.1| hypothetical protein CICLE_v10004788mg [Citrus

€29650_g1_17 | e mentina] gb|KDO74825.1| hypothetical protein CISIN_1g010325mg [Citrus
sinensis]

€29673_g2_i15 | no hits found

c29703_g1_i2 gb|KDO46042.1| hypothetical protein CISIN_1g015786mg [Citrus sinensis]

gb|KDO46043.1| hypothetical protein CISIN_1g015786mg [Citrus sinensis]

ref|[XP_012084543.1| PREDICTED: subtilisin-like protease SBT2.5 [Jatropha
c29780_g1_i11 | curcas] ref|[XP_012084544.1| PREDICTED: subtilisin-like protease SBT2.5
[Jatropha curcas]

29788 _g1_i1 gb|KJB21065.1| hypothetical protein B456_003G181400 [Gossypium raimondii]

29857 a1 i3 ref[XP_006468281.1| PREDICTED: cation-chloride cotransporter 1 [Citrus
91 sinensis] emb|CBJ19439.1| cation chloride cotransporter [Citrus clementina]

ref|[XP_006451747.1| hypothetical protein CICLE_v10007809mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006494847.1| PREDICTED: uncharacterized protein
c29866_g1_i4 | LOC102612450 [Citrus sinensis] gb|ESR64987.1| hypothetical protein
CICLE_v10007809mg [Citrus clementina] gb|KDO58493.1| hypothetical protein
CISIN_1g048038mg [Citrus sinensis]

ref|[XP_006445380.1| hypothetical protein CICLE_v10018658mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006464455.1| PREDICTED: uncharacterized protein
LOC102610616 [Citrus sinensis] ref[XP_006464456.1| PREDICTED:

) uncharacterized protein LOC102610616 [Citrus sinensis] gb|ESR58620.1|
€29874_92 19 | nypothetical protein CICLE_v10018658mg [Citrus clementina] gb|KDO85575.1]
hypothetical protein CISIN_1g001712mg [Citrus sinensis] gb|KDO85576.1|
hypothetical protein CISIN_1g001712mg [Citrus sinensis] gb|KD0O85577.1|
hypothetical protein CISIN_1g001712mg [Citrus sinensis]

29924 g1 i3 no hits found

. ref|[XP_002283855.1| PREDICTED: glucose-1-phosphate adenylyltransferase
¢30015_g1_i13 . A
large subunit 1 [Vitis vinifera]
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c30017_g4_i1

gb|KDO51260.1| hypothetical protein CISIN_1g001975mg [Citrus sinensis]
gb|KDO51261.1| hypothetical protein CISIN_1g001975mg [Citrus sinensis]

c30020_g1_i5

gb|KDO64178.1| hypothetical protein CISIN_1g007535mg [Citrus sinensis]

¢c30055_g2_i5

emb|CAA79329.1| BP8 [Betula pendula]

c30055_g2_i6

emb|CAA79329.1| BP8 [Betula pendula]

c30055_g2_i8

emb|CAA79329.1| BP8 [Betula pendula]

c30056_g5_i4

gb|EOY32945.1| Ubiquitin-associated/translation elongation factor EF1B protein
[Theobroma cacao]

c30056_g7_i2

ref[ XP_006474562.1| PREDICTED: 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5kinase
FAB1A-like [Citrus sinensis] ref|[XP_006474563.1| PREDICTED:
1phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase FAB1A-like [Citrus sinensis]
ref|XP_015384490.1| PREDICTED: 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase
FAB1A-like [Citrus sinensis] ref|[XP_015384491.1| PREDICTED:
1phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase FAB1A-like [Citrus sinensis]

c30056_g7_i7

ref[XP_006474562.1| PREDICTED: 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5kinase
FAB1A-like [Citrus sinensis] ref|[XP_006474563.1| PREDICTED:
1phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase FAB1A-like [Citrus sinensis]

ref| XP_015384490.1| PREDICTED: 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase
FAB1A-like [Citrus sinensis] ref|[XP_015384491.1| PREDICTED:
1phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase FAB1A-like [Citrus sinensis]

c30088_g1_i5

ref|XP_006447134.1| hypothetical protein CICLE_v10014955mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006447135.1| hypothetical protein CICLE_v10014955mg
[Citrus clementina] ref|XP_006447136.1| hypothetical protein
CICLE_v10014955mg [Citrus clementina] ref|[XP_006470001.1| PREDICTED:
histone-lysine N-methyltransferase setd3 isoform X2 [Citrus sinensis]
gb|ESR60374.1| hypothetical protein CICLE_v10014955mg [Citrus clementina]
gb|ESR60375.1| hypothetical protein CICLE_v10014955mg [Citrus clementina]
gb|ESR60376.1| hypothetical protein CICLE_v10014955mg [Citrus clementina]

c30144_g2_i4

ref[XP_015874162.1| PREDICTED: pentatricopeptide repeat-containing protein
At3g62890-like [Ziziphus jujuba]

c30167_g1_i4

gb|KDO66718.1| hypothetical protein CISIN_1g000597mg [Citrus sinensis]

c30188_g1_i10

ref|[XP_015384055.1| PREDICTED: serine/threonine-protein kinase CTR1
isoform X2 [Citrus sinensis]

ref|XP_015384055.1| PREDICTED: serine/threonine-protein kinase CTR1

c30188_g1_i3 isoform X2 [Citrus sinensis]

¢30283_g2_i3 gb|EOX92539.1| SEUSS transcriptional co-regulator isoform 1 [Theobroma
cacao]

¢30303_g1_i5 nr1tal]‘l|;(eP]_008236165.2| PREDICTED: squalene monooxygenase-like [Prunus

c30343 g2 _i1 gb|KDO86954.1| hypothetical protein CISIN_1g000982mg [Citrus sinensis]
ref|[XP_006492355.1] PREDICTED: nodal modulator 3 isoform X2 [Citrus

c30343 g2 i3 | sinensis] gb|KD0O86957.1| hypothetical protein CISIN _1g000982mg [Citrus
sinensis]
ref|[XP_006445920.1| hypothetical protein CICLE_v10014393mg [Citrus

c30362_g1_i5 | clementina] gb|ESR59160.1| hypothetical protein CICLE_v10014393mg [Citrus
clementinal

c30386_g1_i6 emb|CAN74303.1| hypothetical protein VITISV_032980 [Vitis vinifera]
ref|[XP_006427303.1| hypothetical protein CICLE_v10024867mg [Citrus

c30402_g1 i1 clementina] gb|ESR40543.1| hypothetical protein CICLE_v10024867mg [Citrus

clementinal

30403 g1_i4

gb|KDO83872.1| hypothetical protein CISIN_1g009257mg [Citrus sinensis]
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30405 _g1_i4

ref|[XP_006471920.1] PREDICTED: multisubstrate pseudouridine synthase 7
[Citrus sinensis] ref|XP_015383946.1| PREDICTED: multisubstrate
pseudouridine synthase 7 [Citrus sinensis] ref|XP_015383947.1| PREDICTED:
multisubstrate pseudouridine synthase 7 [Citrus sinensis]

c30426_g3_i3

ref|[XP_006447133.1| hypothetical protein CICLE_v10014804mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006470006.1| PREDICTED: 4-coumarate--CoA ligase-like 9
[Citrus sinensis] gb|ESR60373.1| hypothetical protein CICLE_v10014804mg
[Citrus clementina]

c30476_g1_i8

ref|[XP_002320850.2| nodulin 25 family protein [Populus trichocarpa]
gb|EEE99165.2| nodulin 25 family protein [Populus trichocarpa]

c30495_g3_i3

ref[XP_007030571.1] PREDICTED: transcription factor UNE12 isoform X1
[Theobroma cacao] gb|EOY11073.1| Basic helix-loop-helix DNA-binding
superfamily protein [Theobroma cacao]

c30533_g3_i6

ref|XP_006444616.1| hypothetical protein CICLE_v10019765mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006492422.1| PREDICTED: proline--tRNA ligase,

cytoplasmic [Citrus sinensis] gb|ESR57856.1| hypothetical protein
CICLE_v10019765mg [Citrus clementina] gb|KDO86777.1| hypothetical protein
CISIN_1g010398mg [Citrus sinensis] gb|KDO86778.1| hypothetical protein
CISIN_1g010398mg [Citrus sinensis] gb|KD086779.1| hypothetical protein
CISIN_1g010398mg [Citrus sinensis]

c30555_g2_i6

ref|[XP_006448190.1| hypothetical protein CICLE_v10014030mg [Citrus
clementina] gb|ESR61430.1| hypothetical protein CICLE_v10014030mg [Citrus
clementinal

c30664_g4_i6

ref[XP_016734461.1] PREDICTED: uncharacterized protein At1g10890-like
[Gossypium hirsutum]

¢30736_g1_i10

ref|[XP_006434103.1| hypothetical protein CICLE_v10000027mg [Citrus
clementina] gb|ESR47343.1| hypothetical protein CICLE_v10000027mg [Citrus
clementina]

gb|AKE49464.1] NBS-LRR disease resistance protein NBS49 [Dimocarpus

c30770_g2_i1
longan]
c30837_g4 i3 gb|OAY62460.1| hypothetical protein MANES_01G269900 [Manihot esculenta]
-~ = gb|OAY62461.1| hypothetical protein MANES 01G269900 [Manihot esculenta]
ref|[XP_006434296.1| hypothetical protein CICLE_v10000009mg [Citrus
c30877_g1_i7 | clementina] gb|ESR47536.1| hypothetical protein CICLE_v10000009mg [Citrus
clementina]
ref|[XP_006422384.1| hypothetical protein CICLE_v10028022mg [Citrus
¢c30905_g4_i8 | clementina] gb|ESR35624.1| hypothetical protein CICLE_v10028022mg [Citrus
clementina]
c30909_g2_i2 gb|KDO70070.1| hypothetical protein CISIN_19003284mg [Citrus sinensis]

¢30950_g1_i10

gb|KDO65119.1| hypothetical protein CISIN_1g0004212mg, partial [Citrus
sinensis] gb|KD065120.1| hypothetical protein CISIN_1g0004212mg, partial
[Citrus sinensis] gb|KDO65121.1| hypothetical protein CISIN_1g0004212mg,
partial [Citrus sinensis]

30979 _g3_i10

gb|KDO38162.1| hypothetical protein CISIN_1g009003mg [Citrus sinensis]

c30986_g1_i2

ref[XP_015875103.1| PREDICTED: DNA polymerase zeta catalytic subunit
isoform X1 [Ziziphus jujuba]

c31005_g3_i12

ref|[XP_006451272.1| hypothetical protein CICLE_v10007331mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006475557.1| PREDICTED: probable RNA-dependent RNA
polymerase 3 isoform X2 [Citrus sinensis] gb|ESR64512.1| hypothetical protein
CICLE_v10007331mg [Citrus clementina]

c31016_g1_i1

ref|[XP_006465391.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC102618171
[Citrus sinensis]

c31078_g4_i3

gb|KD0O82475.1| hypothetical protein CISIN_19000127mg [Citrus sinensis]
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c31142_g1_i14

gb|KDO55145.1| hypothetical protein CISIN_1g005386mg [Citrus sinensis]
gb|KD0O55146.1| hypothetical protein CISIN_1g005386mg [Citrus sinensis]

ref|[XP_002527308.1| PREDICTED: aquaporin NIP6-1 [Ricinus communis]

c31147_9113 | 41|EEF35060.1] Aquaporin NIP1.1, putative [Ricinus communis]
. ref|[XP_015874684.1] PREDICTED: 26S protease regulatory subunit 6B
c31172_g2_i1 L o
homolog [Ziziphus jujuba]
. ref[XP_006472178.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC102616179
c31268_g2_i2 . ) .
[Citrus sinensis]
c31269 g4 i3 gb|KDO63773.1| hypothetical protein CISIN_1g015755mg [Citrus sinensis]
¢31304_g2 i5 ref|XP_Q153§4844.1| PREDICTED: (-)-germacrene D synthase-like isoform X2
[Citrus sinensis]
. ref|[XP_006473836.1| PREDICTED: dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
¢31360_g5_i3 . . . .
glycosyltransferase subunit 1A [Citrus sinensis]
¢31383_g1_i5 | no hits found
ref|[XP_006452545.1| hypothetical protein CICLE_v10007688mg [Citrus
31389 a1 i6 clementina] ref|[XP_006474931.1| PREDICTED: DUF21 domain-containing
¢ g1 protein At1g55930, chloroplastic-like isoform X1 [Citrus sinensis]
gb|ESR65785.1| hypothetical protein CICLE_v10007688mg [Citrus clementina]
c31414 _g1_i1 gb|KDO46755.1| hypothetical protein CISIN_1g038306mg [Citrus sinensis]
c31414 g1 _i6 gb|KDO46755.1| hypothetical protein CISIN_1g038306mg [Citrus sinensis]
c¢31417_g2_i4 | no hits found
31565 a1 i4 ref| XP_006468637.1] PREDICTED: type Il inositol polyphosphate
97 5phosphatase 15 isoform X1 [Citrus sinensis]
¢31569 g1_i3 | no hits found
c31639_g1_i1 gb|KDO50134.1| hypothetical protein CISIN_19000138mg [Citrus sinensis]
c3998 g1 i1 no hits found

Anexo C — Relagdo do total de genes Down regulados do tratamento MG 2 das
sementes envelhecidas de A. fraxinifolium.

ID

NR_Top_BLASTX_hit

c12237_g1_i3

ref|[XP_017980686.1| PREDICTED: probable sugar phosphate/phosphate
translocator At3g14410 [Theobroma cacao] ref|XP_017980687.1| PREDICTED:
probable sugar phosphate/phosphate translocator At3g14410 [Theobroma
cacao] ref|[XP_017980688.1| PREDICTED: probable sugar
phosphate/phosphate translocator At3g14410 [Theobroma cacao]

29650 _g1_i7

ref| XP_006419804.1| hypothetical protein CICLE_v10004788mg [Citrus
clementina] gb|ESR33044.1| hypothetical protein CICLE_v10004788mg [Citrus
clementina] gb|KDO74825.1| hypothetical protein CISIN_1g010325mg [Citrus
sinensis]

22798 g1_i2

ref|[XP_006432467.1| hypothetical protein CICLE_v10000355mg [Citrus
clementina] gb|ESR45707.1| hypothetical protein CICLE_v10000355mg [Citrus
clementinal

c24051_g1_i3

ref|[XP_002533540.1| PREDICTED: protein SPIRAL1-like 1 [Ricinus communis]
ref[XP_015583469.1| PREDICTED: protein SPIRAL1-like 1 [Ricinus communis]
gb|EEF28843.1| SP1L, putative [Ricinus communis]

20285 _g1_i3

no hits found

30545 _g1_i5

ref|[XP_006435077.1| hypothetical protein CICLE_v10000260mg [Citrus
clementina] gb|ESR48317.1| hypothetical protein CICLE_v10000260mg [Citrus
clementina]

¢c30708_g1_i13

ref[XP_007297914.1| hypothetical protein MBM_10038 [Marssonina brunnea f.
sp. 'multigermtubi' MB_m1] gb|EKD11810.1| hypothetical protein MBM_10038
[Marssonina brunnea f. sp. 'multigermtubi' MB_m1]




126

ID NR_Top_BLASTX_hit

ref|[XP_015879295.1| PREDICTED: WD repeat-containing protein 82-like
[Ziziphus jujuba] ref[XP_015897771.1| PREDICTED: WD repeat-containing
protein 82-like [Ziziphus jujuba]

c24391_g1_i1

gb|KDO55145.1| hypothetical protein CISIN_1g005386mg [Citrus sinensis]

c31142_g1_114 | o KDO55146.1| hypothetical protein CISIN_1g005386mg [Citrus sinensis]

26084 g1_i2

ref[XP_006476059.1| PREDICTED:
ref|XP_006476060.1| PREDICTED:
ref[XP_015385044.1| PREDICTED:
ref[XP_015385045.1| PREDICTED:
ref|XP_015385046.1| PREDICTED:
ref|XP_015385047.1| PREDICTED:

casein kinase I-like [Citrus sinensis]
casein kinase I-like [Citrus sinensis]
casein kinase I-like [Citrus sinensis]
casein kinase I-like [Citrus sinensis]
casein kinase I-like [Citrus sinensis]
casein kinase I-like [Citrus sinensis]

c28097_g1_i1

ref| XP_006472181.1| PREDICTED: pentatricopeptide repeat-containing protein
At1g09190 [Citrus sinensis]

c31482_g6_i1

gb|EHN79822.1| hypothetical protein SMCF_600 [Streptomyces coelicoflavus
Z2G0656]

c31565_g1_i4

ref|XP_006468637.1| PREDICTED: type Il inositol polyphosphate 5phosphatase
15 isoform X1 [Citrus sinensis]

c31473_g3_i2

gb|KZM80197.1| hypothetical protein DCAR_032322 [Daucus carota subsp.
sativus]

22604 _g1_i1

ref[XP_015386644.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC107177413
[Citrus sinensis]

c20285_g2_i1

ref[XP_007132742.1| hypothetical protein PHAVU_011G1212001g [Phaseolus
vulgaris] gb|ESW04736.1| hypothetical protein PHAVU_011G1212001g
[Phaseolus vulgaris]

c26737_g1_i2

ref|[XP_006445135.1| hypothetical protein CICLE_v10020664mg [Citrus
clementina] gb|ESR58375.1| hypothetical protein CICLE_v10020664mg [Citrus
clementinal

22938 g1_i4

ref|[XP_006435986.1| hypothetical protein CICLE_v10032053mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006486104.1| PREDICTED: dolichyl-phosphate
betaglucosyltransferase [Citrus sinensis] gb|ESR49226.1| hypothetical protein
CICLE_v10032053mg [Citrus clementina] gb|KDO67618.1| hypothetical protein
CISIN_1g019818mg [Citrus sinensis]

c30986_g1_i2

ref[XP_015875103.1| PREDICTED: DNA polymerase zeta catalytic subunit
isoform X1 [Ziziphus jujuba]

28587 g2_i5

gb|EID19495.1| hypothetical protein HMPREF1043_0707 [Streptococcus
anginosus subsp. whileyi CCUG 39159]

29438 _g7_i3

ref|[XP_006449322.1| hypothetical protein CICLE_v10014972mg [Citrus
clementina] gb|ESR62562.1| hypothetical protein CICLE_v10014972mg [Citrus
clementinal

28984 g1_i3

reflXP_015384565.1| PREDICTED: 3beta-hydroxysteroid-
dehydrogenase/decarboxylase isoform 2 isoform X4 [Citrus sinensis]

c30056_g7_i7

ref|XP_006474562.1| PREDICTED: 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase
FAB1A-like [Citrus sinensis] ref|[XP_006474563.1| PREDICTED:
1phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase FAB1A-like [Citrus sinensis]

ref| XP_015384490.1| PREDICTED: 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase
FAB1A-like [Citrus sinensis] ref|[XP_015384491.1| PREDICTED:
1phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase FAB1A-like [Citrus sinensis]

c28704_g3 i1

ref|[ XP_006492756.1| PREDICTED: formin-like protein 2 [Citrus sinensis]
ref[XP_006492757.1| PREDICTED: formin-like protein 2 [Citrus sinensis]

c29350_g2_i1

gb|KDO61351.1| hypothetical protein CISIN_1g027940mg [Citrus sinensis]
gb|KDO61352.1| hypothetical protein CISIN_1g027940mg [Citrus sinensis]
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ref|[ XP_006420512.1| hypothetical protein CICLE_v10005726mg [Citrus
¢20908_g1_i5 clementina] gb|ESR33752.1| hypothetical protein CICLE_v10005726mg [Citrus
-~ = clementina] gb|KD0O43052.1| hypothetical protein CISIN_1g025753mg [Citrus
sinensis]
c17830_g1_i1 gb|KDO73644.1| hypothetical protein CISIN_1g025086mg [Citrus sinensis]
€20285_g1_i1 no hits found
. ref[ XP_017977235.1| PREDICTED: trafficking protein particle complex subunit 8
€c26635_g1_i1 .
isoform X2 [Theobroma cacao]
. ref[XP_006471371.1| PREDICTED: DNA polymerase epsilon catalytic subunit A-
c31176_g2_i8 : : . :
like [Citrus sinensis]
. ref[XP_010649323.1| PREDICTED: protein FAR1-RELATED SEQUENCE 5-like
29489 g1 i2 | . e
isoform X1 [Vitis vinifera]
ref|[XP_006446756.1| hypothetical protein CICLE_v10018336mg [Citrus
¢19930 _g1_i2 | clementina] gb|ESR59996.1| hypothetical protein CICLE_v10018336mg [Citrus
clementina]
31104 g2 i8 ref|[XP_015381997.1| PREDICTED: putative 1-phosphatidylinositol-3-phosphate
- = 5-kinase FAB1C isoform X2 [Citrus sinensis]
. dbj|BAU03542.1| hypothetical protein VIGAN_UM125900 [Vigna angularis var.
c15514_g1_i1 .
angularis]
emb|CAJ30045.1| conserved hypothetical protein [Magnetospirillum
26643 g1_i2 | gryphiswaldense MSR-1] emb|CDK99198.1| protein of unknown function
[Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1 v2]
26654 g1 i3 | gb|KDO80217.1| hypothetical protein CISIN_1g012146mg [Citrus sinensis]
29188 _g3_i3 | gb|KDO62491.1| hypothetical protein CISIN_1g007884mg [Citrus sinensis]
. ref|[XP_006485746.1| PREDICTED: transcription initiation factor TFIID subunit 2
c29111_g2_i10 . . .
[Citrus sinensis]
c25158 g2 _i2 | ref|XP_015879449.1| PREDICTED: tubulin alpha chain [Ziziphus jujuba]
ref|[XP_006419550.1| hypothetical protein CICLE_v10004853mg [Citrus
c27190 g4 _i4 | clementina] gb|ESR32790.1| hypothetical protein CICLE_v10004853mg [Citrus
clementinal
ref|[XP_006433412.1| hypothetical protein CICLE_v10001108mg [Citrus
c30837_g4_i6 | clementina] ref|[XP_006472091.1| PREDICTED: tafazzin [Citrus sinensis]
gb|ESR46652.1| hypothetical protein CICLE_v10001108mg [Citrus clementina]
c30224 g2 i4 | gb|KDO81021.1| hypothetical protein CISIN_1g002043mg [Citrus sinensis]
26294 g1 i1 ref|XP_007043543.1| PREDICTED: (R,S)-reticuline 7-O-methyltransferase
-~ = [Theobroma cacao] gb|EOX99374.1| O-methyltransferase [Theobroma cacao]
c27880 g2 i1 dbj|GAU19291.1| hypothetical protein TSUD_335770 [Trifolium subterraneum]
29438 g1 i2 | gb|KDO72102.1| hypothetical protein CISIN_1g004693mg [Citrus sinensis]
c30056_g5_i8 | gb|OAY58446.1| hypothetical protein MANES 02G178500 [Manihot esculenta]
ref|[XP_006450593.1| hypothetical protein CICLE_v10007225mg [Citrus
29211 _g3_i5 | clementina] gb|ESR63833.1| hypothetical protein CICLE_v10007225mg [Citrus
clementinal
c29114_g2_i8 gb|EYU42360.1| hypothetical protein MIMGU_mgv1a003383mg [Erythranthe
guttata]
c31639_g1_i1 | gb|KDO50134.1| hypothetical protein CISIN_1g000138mg [Citrus sinensis]
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Anexo D — Relacdo do total de genes Down regulados do tratamento GO 6 das
sementes envelhecidas de A. fraxinifolium.

ID

NR_Top_BLASTX_hit

c15514_g1_i1

dbj|BAU03542.1| hypothetical protein VIGAN_UM125900 [Vigna angularis var.
angularis]

c17031_g1_i1

ref|XP_010657188.1| PREDICTED: glycine-rich cell wall structural protein-like
isoform X1 [Vitis vinifera]

c18236_g1_i1

ref[XP_006474757.1| PREDICTED: WPP domain-interacting protein 1-like
isoform X1 [Citrus sinensis]

c19899 g1 _i2

ref|[XP_006482842.1| PREDICTED: 30S ribosomal protein 2, chloroplastic
[Citrus sinensis]

c20285_g1_i1

no hits found

20285 _g1_i3

no hits found

c20285_g2_i1

ref[XP_007132742.1| hypothetical protein PHAVU_011G1212001g [Phaseolus
vulgaris] gb|ESW04736.1| hypothetical protein PHAVU_011G1212001g
[Phaseolus vulgaris]

c20646_g1_i1

ref[XP_015874611.1| PREDICTED: laccase-13 isoform X1 [Ziziphus jujuba]
ref[XP_015874612.1| PREDICTED: laccase-13 isoform X2 [Ziziphus jujuba]

c20908_g1_i3

ref|[XP_006420512.1| hypothetical protein CICLE_v10005726mg [Citrus
clementina] gb|ESR33752.1| hypothetical protein CICLE_v10005726mg [Citrus
clementina] gb|KDO43052.1| hypothetical protein CISIN_1g025753mg [Citrus
sinensis]

21199 g1 i7

ref|[XP_006423471.1| hypothetical protein CICLE_v10029089mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006423472.1| hypothetical protein CICLE_v10029089mg
[Citrus clementina] gb|ESR36713.1| hypothetical protein CICLE_v10029089mg
[Citrus clementina] gb|KDO49897.1| hypothetical protein CISIN_19024887mg
[Citrus sinensis] gb|KDO49898.1| hypothetical protein CISIN_1g024887mg
[Citrus sinensis]

c21777_g1_i4

ref|[XP_006435073.1| hypothetical protein CICLE_v10000229mg [Citrus
clementina] gb|ESR48313.1| hypothetical protein CICLE_v10000229mg [Citrus
clementinal

c21778_g1_i3

ref|[XP_012080629.1| PREDICTED: BAH and coiled-coil domain-containing
protein 1-like [Jatropha curcas] gb|KDP30792.1| hypothetical protein
JCGZ_13735 [Jatropha curcas]

22223 g1_i5

gb|KDO64381.1| hypothetical protein CISIN_19g020938mg [Citrus sinensis]

22279 g1_i1

ref[XP_007027837.1| PREDICTED: WD repeat-containing protein LWD1
[Theobroma cacao] gb|EOY08339.1| TTG1-like protein [Theobroma cacao]

22719 g2_i4

gb|KDO76652.1| hypothetical protein CISIN_1g004410mg [Citrus sinensis]
gb|KDO76653.1| hypothetical protein CISIN_1g004410mg [Citrus sinensis]
gb|KDO76654.1| hypothetical protein CISIN_1g004410mg [Citrus sinensis]

22875 _g1_i4

gb|KHN25192.1| hypothetical protein glysoja_044789 [Glycine soja]

22938 g1_i4

ref|[XP_006435986.1| hypothetical protein CICLE_v10032053mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006486104.1| PREDICTED: dolichyl-phosphate
betaglucosyltransferase [Citrus sinensis] gb|ESR49226.1| hypothetical protein
CICLE_v10032053mg [Citrus clementina] gb|KDO67618.1| hypothetical protein
CISIN_1g019818mg [Citrus sinensis]

c23158_g1_i8

gb|KDO85012.1| hypothetical protein CISIN_1g021623mg [Citrus sinensis]

c23402_g1_i1

dbj|GAT20840.1| NADH-cytochrome b5 reductase [Aspergillus luchuensis]

23413 g3_i7

ref[XP_016726717.1| PREDICTED: putative HVA22-like protein g [Gossypium
hirsutum] ref|[XP_017612379.1| PREDICTED: putative HVA22-like protein g
[Gossypium arboreum] gb|KHG20933.1| HVA22-like protein i [Gossypium
arboreum]
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23445 _g1_i11

ref|[XP_006452883.1| hypothetical protein CICLE_v10007483mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006452884.1| hypothetical protein CICLE_v10007483mg
[Citrus clementina] ref|XP_006452885.1| hypothetical protein
CICLE_v10007483mg [Citrus clementina] ref|[XP_006452886.1| hypothetical
protein CICLE_v10007483mg [Citrus clementina]

c23560_g1_i3

gb|KDO81950.1| hypothetical protein CISIN_1g005226mg [Citrus sinensis]

c23626_g1_i4

ref[XP_007043333.2| PREDICTED: traB domain-containing protein [Theobroma
cacao]

c23779_g4_i5

ref|[XP_006445005.1| hypothetical protein CICLE_v10018794mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006491138.1| PREDICTED: protein FAR1-RELATED
SEQUENCE 12-like isoform X3 [Citrus sinensis] gb|ESR58245.1| hypothetical
protein CICLE_v10018794mg [Citrus clementina]

c24185_g1_i5

ref|[XP_006472249.1| PREDICTED: 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase,
chloroplastic-like [Citrus sinensis]

c24381_g1_i4

ref|[XP_006488802.1| PREDICTED: pentatricopeptide repeat-containing protein
At3g48810 [Citrus sinensis]

c24653_g1_i4

ref[XP_006491292.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC102626154
[Citrus sinensis] gb|KDO86498.1| hypothetical protein CISIN_1g013049mg
[Citrus sinensis]

c24710_g1_i3

ref|[XP_006445149.1| hypothetical protein CICLE_v10019779mg [Citrus
clementina] ref| XP_006491017.1| PREDICTED: plant UBX domain-containing
protein 8 isoform X1 [Citrus sinensis] gb|ESR58389.1| hypothetical protein
CICLE_v10019779mg [Citrus clementina]

c24744_g1_i3

ref|XP_006485418.1| PREDICTED: tobamovirus multiplication protein 2B
isoform X1 [Citrus sinensis]

24769 _g1_i1

ref|[XP_006424754.1| hypothetical protein CICLE_v10028859mg [Citrus
clementina] gb|ESR37994.1| hypothetical protein CICLE_v10028859mg [Citrus
clementina]

c24801_g1_i7

gb|EOY21787.1| Galactose oxidase/kelch repeat superfamily protein
[Theobroma cacao]

c24887_g1_i11

ref[XP_010250184.1| PREDICTED: adenine phosphoribosyltransferase 5
[Nelumbo nucifera] ref|XP_010250185.1| PREDICTED: adenine
phosphoribosyltransferase 5 [Nelumbo nucifera] ref|XP_010250186.1|
PREDICTED: adenine phosphoribosyltransferase 5 [Nelumbo nucifera]

ref[XP_017971375.1| PREDICTED: phosphoenolpyruvate carboxylase 4 isoform

c24904_g1_i2 X2 [Theobroma cacao]
c24946 _g1_i4 | gb|KDP31599.1| hypothetical protein JCGZ_14824 [Jatropha curcas]
ref|[XP_006464430.1| PREDICTED: COP9 signalosome complex subunit 7
24958 g1 i3 |isoform X2 [Citrus sinensis] gb|KDO85517.1| hypothetical protein
CISIN_1g024854mg [Citrus sinensis]
ref|[XP_006447738.1| hypothetical protein CICLE_v10015084mg [Citrus
25153 _g2_i4 clementina] ref|[XP_006469525.1| PREDICTED: heterogeneous nuclear
- ribonucleoprotein 1 [Citrus sinensis] gb|ESR60978.1| hypothetical protein
CICLE_v10015084mg [Citrus clementina]
c25444 g1 i1 | gb|KDO70778.1| hypothetical protein CISIN _1g028585mg [Citrus sinensis]
€25621_g4_i3 | gb|KDO42132.1| hypothetical protein CISIN_1g011622mg [Citrus sinensis]

c25867_g4_i13

gb|KDO73449.1| hypothetical protein CISIN_1g008267mg [Citrus sinensis]

ref|[XP_007218830.1| hypothetical protein PRUPE_ppa010169mg [Prunus

€c26029 g2 i3 | persica] gb|EMJ20029.1| hypothetical protein PRUPE_ppa010169mg [Prunus
persical
c26084_g1_i2 ref|[XP_006476059.1| PREDICTED: casein kinase I-like [Citrus sinensis]

ref[XP_006476060.1| PREDICTED: casein kinase I-like [Citrus sinensis]
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26084 _g1_i5 ref|XP_006476059.1| PREDICTED: casein kinase I-like [Citrus sinensis]
- = ref[XP_006476060.1| PREDICTED: casein kinase I-like [Citrus sinensis]
ref|[XP_015900607.1| PREDICTED: pentatricopeptide repeat-containing protein
At2g35030, mitochondrial-like [Ziziphus jujuba] ref|[XP_015869673.1|
PREDICTED: pentatricopeptide repeat-containing protein At2g35030,
c26173_g1_i5 | mitochondrial-like [Ziziphus jujuba] ref|[XP_015869679.1| PREDICTED:
pentatricopeptide repeat-containing protein At2g35030, mitochondrial-like
[Ziziphus jujuba] ref|[XP_015872496.1| PREDICTED: pentatricopeptide
repeatcontaining protein At2g35030, mitochondrial-like [Ziziphus jujuba]
26241 g6 _i5 | gb|KDO49119.1| hypothetical protein CISIN_1g013061mg [Citrus sinensis]
: ref|XP_006473636.1| PREDICTED: 5'-3' exoribonuclease 3 isoform X1 [Citrus
€c26291_g1_i6 : .
sinensis]
. gb|EDK23019.1| hypothetical protein RUMTOR_02824 [Ruminococcus torques
c26301_g3_i2 ATCC 27756]
c26314_g1_i4 | gb|KDO83010.1| hypothetical protein CISIN_1g010411mg [Citrus sinensis]
€c26323 g2 i2 | gb|KDO58410.1| hypothetical protein CISIN_1g007997mg [Citrus sinensis]
€26529 g2 i3 | gb|KDO64204.1| hypothetical protein CISIN_1g000727mg [Citrus sinensis]

c26655_g2_i15

gb|KDO82194.1| hypothetical protein CISIN_1g006587mg [Citrus sinensis]

c26710_g1_i2

gb|KJB09636.1| hypothetical protein B456_001G153900 [Gossypium raimondii]

c26746_g1_i6

ref|[XP_006423000.1| hypothetical protein CICLE_v10028188mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006423001.1| hypothetical protein CICLE_v10028188mg
[Citrus clementina] gb|ESR36240.1| hypothetical protein CICLE_v10028188mg
[Citrus clementina] gb|ESR36241.1| hypothetical protein CICLE_v10028188mg
[Citrus clementina]

c26877 g1 i3

ref|[XP_006447184.1| hypothetical protein CICLE_v10014295mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006447185.1| hypothetical protein CICLE_v10014295mg
[Citrus clementina] ref|[XP_006469958.1| PREDICTED: protein FAR1-RELATED
SEQUENCE 7-like isoform X1 [Citrus sinensis] gb|ESR60424.1| hypothetical
protein CICLE_v10014295mg [Citrus clementina] gb|ESR60425.1| hypothetical
protein CICLE_v10014295mg [Citrus clementina]

26944 _g1 i1

ref|[XP_006426820.1| hypothetical protein CICLE_v10025373mg [Citrus
clementina] gb|ESR40060.1| hypothetical protein CICLE_v10025373mg [Citrus
clementinal

27020 _g1_i4

ref[XP_006466362.1| PREDICTED: glycine-rich domain-containing protein 1
[Citrus sinensis] ref|XP_006466363.1| PREDICTED: glycine-rich
domaincontaining protein 1 [Citrus sinensis]

c27061_g9 i1

ref[ XP_002484510.1| hypothetical protein TSTA_040370 [Talaromyces stipitatus
ATCC 10500] gb|EED14557.1| hypothetical protein TSTA_ 040370 [Talaromyces
stipitatus ATCC 10500]

c27122_g1_i3

ref[XP_012071119.1| PREDICTED: pentatricopeptide repeat-containing protein
At1g04840 [Jatropha curcas] ref|[XP_012071120.1| PREDICTED:
pentatricopeptide repeat-containing protein At1g04840 [Jatropha curcas]
gb|KDP39353.1| hypothetical protein JCGZ_01110 [Jatropha curcas]

c27186_g1_i2

ref|[XP_006467722.1| PREDICTED: guanylate-binding protein 1 [Citrus sinensis]

27228 g4 _i7

gb|KDO66574.1| hypothetical protein CISIN_1g036360mg [Citrus sinensis]

c27404_g1_i3

ref|[XP_006438225.1| hypothetical protein CICLE_v10030867mg [Citrus
clementina] gb|ESR51465.1| hypothetical protein CICLE_v10030867mg [Citrus
clementinal

c27495_g7_i6

ref|[XP_006422902.1| hypothetical protein CICLE_v10028000mg [Citrus
clementina] gb|ESR36142.1| hypothetical protein CICLE_v10028000mg [Citrus
clementina]

c27516_g2_i6

gb|KDO62339.1| hypothetical protein CISIN_1g008819mg [Citrus sinensis]
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ref|[XP_006420121.1| hypothetical protein CICLE_v10004215mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006420122.1| hypothetical protein CICLE_v10004215mg
[Citrus clementina] ref|XP_006420123.1| hypothetical protein

c27653_g1_i3 | CICLE_v10004215mg [Citrus clementina] gb|ESR33361.1| hypothetical protein
CICLE_v10004215mg [Citrus clementina] gb|ESR33362.1| hypothetical protein
CICLE_v10004215mg [Citrus clementina] gb|ESR33363.1| hypothetical protein
CICLE_v10004215mg [Citrus clementina]
ref|[XP_006453083.1| hypothetical protein CICLE_v10007519mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006474418.1| PREDICTED: probable galactinol--sucrose

c27816_g1_i3 | galactosyltransferase 6 [Citrus sinensis] ref|XP_015384541.1| PREDICTED:
probable galactinol--sucrose galactosyltransferase 6 [Citrus sinensis]
gb|ESR66323.1| hypothetical protein CICLE_v10007519mg [Citrus clementina]

c27880 g2 i1 | dbj|GAU19291.1| hypothetical protein TSUD_ 335770 [Trifolium subterraneum]

c27880_g5.i3 gb]AGC78890.1| hypothetical protein (mitochondrion) [Vicia faba]

— = gb]AGC79003.1| hypothetical protein (mitochondrion) [Vicia faba]

27942 g1 i1 ref|XP_QO6489618.1| PREDICTED: putative G3BP-like protein isoform X2
[Citrus sinensis]

27974 g2 i2 ref|XP_QO648§735.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC102614586
[Citrus sinensis]

627997 g1 i1 r§f|XP7006473341 .1| PREDICTED: phosphatidate phosphatase PAH2 [Citrus
sinensis]

c28075 _g7_i6 | ref[XP_006489225.1| PREDICTED: F-box/LRR-repeat protein 4 [Citrus sinensis]

c28078_g1_i3 | ref|[XP_006470432.1| PREDICTED: la-related protein 1A [Citrus sinensis]

c28093_g1_i5 | gb|KDO86230.1| hypothetical protein CISIN_1g000099mg [Citrus sinensis]
ref|[XP_006483980.1| PREDICTED: E3 ubiquitin-protein ligase RGLG2 isoform

c28101_g2_i2 | X1 [Citrus sinensis] ref|[XP_015387444.1| PREDICTED: E3 ubiquitin-protein
ligase RGLG2 isoform X1 [Citrus sinensis]

c28122_g1_i4 dbj|GAO47202.1| hypothetical protein G7K_1412-t1 [Saitoella complicata NRRL

Y-17804]

c28135_g1_i10

ref| XP_006471081.1| PREDICTED: phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase 8-
like [Citrus sinensis]

c28206_g1_i4 | gb|KDO84257.1| hypothetical protein CISIN_1g000918mg [Citrus sinensis]
c28267_g1_i1 gb|KDO72329.1| hypothetical protein CISIN_1g011110mg [Citrus sinensis]
c28348 g1 i4 | gb|AIG15451.1] NADPH-cytochrome P450 reductase 1 [Azadirachta indica]

c28403_g1_i11

ref|[ XP_006451438.1| hypothetical protein CICLE_v10007842mg [Citrus
clementina] gb|ESR64678.1| hypothetical protein CICLE_v10007842mg [Citrus
clementina]

ref|[XP_006430134.1| hypothetical protein CICLE_v10012009mg [Citrus

c28414 g2 _i6 | clementina] gb|ESR43374.1| hypothetical protein CICLE_v10012009mg [Citrus
clementina]
c28452 g2 i3 | gb|KDO54002.1| hypothetical protein CISIN_1g002828mg [Citrus sinensis]
. ref[XP_006476575.2]| PREDICTED: uncharacterized protein LOC102610276
c28563_g1_i1 . : .
[Citrus sinensis]
. ref|[XP_006475640.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC102621477
c28570_g1_i4 | . ) . .
isoform X2 [Citrus sinensis]
ref| XP_010657605.1| PREDICTED: probable protein phosphatase 2C BIPP2C1
c28601_g1_i4 | isoform X1 [Vitis vinifera] emb|CBI20067.3| unnamed protein product, partial
[Vitis vinifera]
ref|[XP_006446270.1| hypothetical protein CICLE_v10014100mg [Citrus
c28718 g5 i4 | clementina] gb|[ESR59510.1| hypothetical protein CICLE_v10014100mg [Citrus

clementinal
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ref| XP_006421210.1| hypothetical protein CICLE_v100041741mg, partial [Citrus
c28735_g1_i4 | clementina] gb|ESR34450.1| hypothetical protein CICLE_v100041741mg, partial
[Citrus clementina]
28758 g1_i2 ref|[XP_006480797.1| PREDICTED: beta-glucuronosyltransferase GIcAT14C

[Citrus sinensis]

c28767_g1_i10

ref[XP_006479207.1| PREDICTED: myb-like protein X [Citrus sinensis]
ref[ XP_006479209.1| PREDICTED: myb-like protein X [Citrus sinensis]
ref[ XP_006479211.1| PREDICTED: myb-like protein X [Citrus sinensis]

c28769_g1_i12

gb|KDO46869.1| hypothetical protein CISIN_1g0021102mg, partial [Citrus
sinensis] gb|KD046870.1| hypothetical protein CISIN_1g0021102mg, partial
[Citrus sinensis]

c28931_g1 i

ref[XP_006473275.1| PREDICTED: cysteine proteinase RD21a [Citrus sinensis]

28984 g1 i3

reflXP_015384565.1| PREDICTED: 3beta-hydroxysteroid-
dehydrogenase/decarboxylase isoform 2 isoform X4 [Citrus sinensis]

c28992_g2_i10

gb|KDO63181.1| hypothetical protein CISIN_1g029107mg [Citrus sinensis]

ref|[XP_006452984.1| hypothetical protein CICLE_v10010780mg [Citrus

29105 _g1_i1 clementina] gb|ESR66224.1| hypothetical protein CICLE_v10010780mg [Citrus
clementinal
29153 _g1_i7 ref|[XP_006491365.1| PREDICTED: vacuolar protein sorting-associated protein 8
- = homolog isoform X1 [Citrus sinensis]
ref|[XP_006426779.1| hypothetical protein CICLE_v10025816mg [Citrus
29201 g1 i2 clgmentina] ref|.XP_006426780.1| hypotheticql protein _CICLE_v10025816mg
- = [Citrus clementina] gb|ESR40021.1| hypothetical protein CICLE_v10025816mg
[Citrus clementina]
¢29246_g1_i1 ref[XP_006492175.1| PREDICTED: transcriptional activator DEMETER isoform
- = X2 [Citrus sinensis]
¢29280_g3_i3 ref[XP_006476967.1| PREDICTED: oxygen-independent coproporphyrinogen-li|

oxidase-like protein sll1917 [Citrus sinensis]

c29307_g1_i13

ref[XP_015865843.1| PREDICTED: RNA pseudouridine synthase 7-like
[Ziziphus jujuba]

29363 g1_i2

ref|[XP_006450336.1| hypothetical protein CICLE_v10007789mg [Citrus
clementina] gb|ESR63576.1| hypothetical protein CICLE_v10007789mg [Citrus
clementina]

€29448 g7_i8

ref|[XP_006438532.1| hypothetical protein CICLE_v10030537mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006483292.1| PREDICTED: phospholipid-transporting
ATPase 3 [Citrus sinensis] gb|ESR51772.1| hypothetical protein
CICLE_v10030537mg [Citrus clementina]

29489 g1_i2

ref)XP_010649323.1| PREDICTED: protein FAR1-RELATED SEQUENCE 5-like
isoform X1 [Vitis vinifera]

29508 _g1_i6

ref| XP_002484510.1| hypothetical protein TSTA_040370 [Talaromyces stipitatus
ATCC 10500] gb|EED14557.1| hypothetical protein TSTA_040370 [Talaromyces
stipitatus ATCC 10500]

c29563_g1_i8

emb|CANG61666.1| hypothetical protein VITISV_037832 [Vitis vinifera]

c29650_g1_i10

ref|[XP_006419804.1| hypothetical protein CICLE_v10004788mg [Citrus
clementina] gb|ESR33044.1| hypothetical protein CICLE_v10004788mg [Citrus
clementina] gb|KDO74825.1| hypothetical protein CISIN_1g010325mg [Citrus
sinensis]

c29675_g1_i11

ref|[XP_006430775.1| hypothetical protein CICLE_v10012575mg [Citrus
clementina] gb|ESR44015.1| hypothetical protein CICLE_v10012575mg [Citrus
clementina] gb|KD0O59015.1| hypothetical protein CISIN_19g025796mg [Citrus
sinensis]

c29721_g1_i5

ref|[XP_002520606.1| PREDICTED: glutamate receptor 3.2 [Ricinus communis]
ref[XP_015575583.1| PREDICTED: glutamate receptor 3.2 [Ricinus communis]
gb|EEF41779.1| glutamate receptor 3 plant, putative [Ricinus communis]
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c29801_g2_i7

ref[XP_006483424.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC102613578
isoform X1 [Citrus sinensis]

c29870_g1_i3

ref|[XP_006444306.1| hypothetical protein CICLE_v10018482mg [Citrus
clementina] gb|ESR57546.1| hypothetical protein CICLE_v10018482mg [Citrus
clementina] gb|KDO87263.1| hypothetical protein CISIN_1g000438mg [Citrus
sinensis]

€29888_g6_i1

ref|[XP_006444699.1| hypothetical protein CICLE_v10018447mg [Citrus
clementina] gb|ESR57939.1| hypothetical protein CICLE_v10018447mg [Citrus
clementina]

29989 _g2_i6

ref|[ XP_006444514.1| hypothetical protein CICLE_v10018925mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006492349.1| PREDICTED: DEAD-box ATP-dependent
RNA helicase 24 [Citrus sinensis] gb|ESR57754.1| hypothetical protein
CICLE_v10018925mg [Citrus clementina] gb|KD086969.1| hypothetical protein
CISIN_1g003881mg [Citrus sinensis] gb|KDO86970.1| hypothetical protein
CISIN_1g003881mg [Citrus sinensis]

¢30007_g1_i8

ref|[XP_006435169.1| hypothetical protein CICLE_v10001119mg [Citrus
clementina] gb|ESR48409.1| hypothetical protein CICLE_v10001119mg [Citrus
clementinal

¢30055_g2_i7

ref|XP_017189606.1| PREDICTED: embryonic protein DC-8-like isoform X2
[Malus domestical

30245 _g1_i5

ref[XP_002516035.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC8274487
[Ricinus communis] gb|EEF46455.1| conserved hypothetical protein [Ricinus
communis]

30277 g1 i3

ref|[ XP_006491853.1| PREDICTED: probable helicase MAGATAMA 3 isoform
X1 [Citrus sinensis] ref|[XP_006491854.1| PREDICTED: probable helicase
MAGATAMA 3 isoform X1 [Citrus sinensis]

c30330_g1 i1

gb|EDM87028.1| hypothetical protein RUMOBE_02439 [Blautia obeum ATCC
29174]

30355 _g2_i9

gb|KDO73040.1| hypothetical protein CISIN_1g000828mg [Citrus sinensis]
gb|KDO73041.1| hypothetical protein CISIN_1g000828mg [Citrus sinensis]

¢30360_g6_i2

ref|XP_006481619.1| PREDICTED: putative
phosphatidylglycerol/phosphatidylinositol transfer protein DDB_G0282179
[Citrus sinensis]

c30390_g1_i2

ref[ XP_015572906.1| PREDICTED: guanine nucleotide-binding protein subunit
gamma 3 isoform X2 [Ricinus communis]

c30402_g1_i4

ref|[XP_006427303.1| hypothetical protein CICLE_v10024867mg [Citrus
clementina] gb|ESR40543.1| hypothetical protein CICLE_v10024867mg [Citrus
clementinal

c30469_g5_i8

gb|OAY48149.1| hypothetical protein MANES 06G 135400 [Manihot esculenta]

c30532_g1_i2

ref|[XP_006473595.1| PREDICTED: pentatricopeptide repeat-containing protein
At1925360 [Citrus sinensis] ref|[XP_006473596.1| PREDICTED:
pentatricopeptide repeat-containing protein At1g25360 [Citrus sinensis]

c30555_g2_i7

ref|[XP_006448190.1| hypothetical protein CICLE_v10014030mg [Citrus
clementina] gb|ESR61430.1| hypothetical protein CICLE_v10014030mg [Citrus
clementina]

c30652_g1_i5

gb|AGC78944.1| hypothetical protein (mitochondrion) [Vicia faba]

c30654_g1_i3

ref|[XP_006448624.1| hypothetical protein CICLE_v10014781mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006448625.1| hypothetical protein CICLE_v10014781mg
[Citrus clementina] gb|ESR61864.1| hypothetical protein CICLE_v10014781mg
[Citrus clementina] gb|ESR61865.1| hypothetical protein CICLE_v10014781mg
[Citrus clementina]

c30708_g1_i13

ref[XP_007297914.1| hypothetical protein MBM_10038 [Marssonina brunnea f.
sp. 'multigermtubi' MB_m1] gb|EKD11810.1| hypothetical protein MBM_10038
[Marssonina brunnea f. sp. 'multigermtubi' MB_m1]
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ref[XP_006479182.1| PREDICTED: polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1,
¢30709_g2_i2 chloroplastic isoform X1 [Citrus sinensis] ref|XP_015386155.1| PREDICTED:
—~ = polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1, chloroplastic isoform X1 [Citrus
sinensis]
c30725_g2_i5 | gb|KDO71347.1| hypothetical protein CISIN_1g002610mg [Citrus sinensis]
ref|[XP_006436594.1| hypothetical protein CICLE_v10030523mg [Citrus
clementina] ref|[XP_006485247.1| PREDICTED: uncharacterized ATPdependent
30753 g1_i2 helicase C29A10.10c [Citrus sinensis] ref|[XP_006485248.1| PREDICTED:
T uncharacterized ATP-dependent helicase C29A10.10c [Citrus sinensis]
gb|ESR49834.1| hypothetical protein CICLE_v10030523mg [Citrus clementina]
¢30790_g2_i9 r(laf|'XP_OO3632087.1| PREDICTED: UDP-glycosyltransferase 74E2-like [Vitis
vinifera]
¢31008_g2_i6 ref[XP_006467572.1| PREDICTED: alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase
- [UDP-forming] 1-like isoform X4 [Citrus sinensis]
c31090_g2 i9 | gb|KDO67642.1| hypothetical protein CISIN_1g021753mg [Citrus sinensis]
c31142_g1_i7 gb|KDO55145.1| hypothetical protein CISIN_1g005386mg [Citrus sinensis]
- = gb|KDO55146.1| hypothetical protein CISIN_1g005386mg [Citrus sinensis]
31157 _g1_i3 ref[XP_006478019.1| PREDICTED: BTB/POZ domain-containing protein
-~ = At1g04390 isoform X1 [Citrus sinensis]
c31157_g1_i8 ref[XP_006478020.1| PREDICTED: BTB/POZ domain-containing protein
-~ = At1g04390 isoform X2 [Citrus sinensis]
ref|[XP_006440983.1| hypothetical protein CICLE_v10018856mg [Citrus
c31187_g1_i5 | clementina] gb|ESR54223.1| hypothetical protein CICLE_v10018856mg [Citrus
clementinal
c31238 g1 _i2 | ref|[XP_006470807.1| PREDICTED: protein STICHEL [Citrus sinensis]
c31248 g1 _i6 | gb|KDO65276.1| hypothetical protein CISIN _1g002867mg [Citrus sinensis]
. ref|[XP_006466676.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC102617616
c31336_g1_i8 . . .
[Citrus sinensis]
c31342_g3 i3 | gb|KDO82335.1| hypothetical protein CISIN_1g006968mg [Citrus sinensis]
. ref|XP_010058631.1| PREDICTED: uncharacterized protein LOC104446483
c31469 g1 _i7 .
[Eucalyptus grandis]
31473 _g3_i2 gb|!<ZM80197.1| hypothetical protein DCAR 032322 [Daucus carota subsp.
sativus]
ref|[XP_006441093.1| hypothetical protein CICLE_v10018477mg [Citrus
c31484 g2 i3 | clementina] gb|ESR54333.1| hypothetical protein CICLE_v10018477mg [Citrus

clementinal

c45200_g1_i1

gb|KOM42622.1| hypothetical protein LR48_Vigan05g022600 [Vigna angularis]




