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RESUMO

O vigor de sementes esta associado a varios aspectos do desempenho de
sementes, como velocidade e uniformidade de germinacao e tolerancia a condigdes
adversas. Os eventos metabdlicos ativados nas primeiras horas da embebigao
podem fornecer informagdes importantes para explicar as variagcbes de
comportamento entre sementes de diferentes niveis de vigor. O objetivo geral foi
estudar o vigor de sementes de soja utilizando diferentes abordagens. As sementes
de soja das cultivares BRS 133 e MG/BR 46 Conquista foram produzidas sob
condigdes ideais e déficit hidrico (a partir de R5.5). No capitulo 1, as sementes foram
submetidas a avaliagcdo da qualidade fisiolégica, andlises bioquimicas, atividade
biospeckle ao longo da embebigcdo e estudos de expressdo de genes relacionados
ao vigor avaliados no eixo embrionario em 0, 6 e 10 horas de embebic¢do. O capitulo
2 teve como objetivo estudar dois protocolos de hidrocondicionamento (imerséo
direta e entre papel) e avaliar os efeitos no desempenho fisiolégico e na expressao
génica de sementes das sementes de soja produzidas no capitulo 1. No capitulo 1, o
déficit hidrico durante a fase final de desenvolvimento e maturagcéo de sementes nao
apenas reduz o vigor das sementes de soja produzidas, como também altera os
niveis de atividade enzimatica, de atividade biospeckle e de expressao génica ao
longo da embebigdo. Durante as primeiras horas de embebigdo, notam-se
alteracdes significativas na expresséo de genes relacionados a diversos processos,
como no reparo ao DNA, combate ao estresse oxidativo, atividades respiratorias e
alongamento celular. No capitulo 2, o hidrocondicionamento entre papel
proporcionou maior porcentagem e velocidade de germinagéo, e inicio mais rapido
da protrusdo, especialmente em temperaturas subdétimas. A analise de expressao de
genes demonstrou que as sementes condicionadas, de ambas as cultivares e
condi¢des de produgao, apresentaram maior expressao de transcritos envolvidos na
respiragcado celular e mobilizagédo de reservas, no alongamento e no remodelamento,
modificagdo e sintese de parede celular, refletindo o efeito benéfico do

hidrocondicionamento sobre o desempenho fisioldgico das sementes.

Palavras-chave: Glycine max. Qualidade fisiologica. Biospeckle. Atividade

enzimatica. Condicionamento fisioldgico. Priming.






ABSTRACT

Seed vigor is a multiple and complex trait associated with various aspects of seed
performance, such as rate and uniformity of germination and tolerance to adverse
conditions. The metabolic events activated in early imbibition may provide important
information to explain behavior variations in seeds with different vigor levels. The
objective was to study soybean seed vigor using different approaches. For this
experiment, soybean seeds of cultivars BRS 133 and MG/BR 46 (Conquista) were
produced under ideal conditions and under drought stress (from R5.5). In chapter 1,
the seeds were submitted to physiological quality tests, biochemical analyzes,
biospeckle activity during imbibition and expression of genes related to vigor
evaluated in the embryonic axis at 0, 6 and 10 hours after imbibition. In chapter 2, the
objective was to study two hydropriming protocols (soaking in water and between
paper) and to evaluate the effects on the physiological performance and gene
expression of soybean seeds produced in chapter 1. In chapter 1, the results
indicated that the drought stress during seed development and maturation not only
reduces the vigor of the soybean seeds produced, but also changes the levels of
enzymatic activity, biospeckle activity and gene expression during imbibition. During
early imbibition, there are significant changes in the gene expression of genes
related to several processes, such as DNA repair, oxidative stress, respiratory
activities, cell elongation and cell wall modification. In chapter 2, the hydropriming
between paper provided higher percentage and speed of germination, and faster
onset of the protrusion, especially in suboptimal temperatures. Gene expression
analysis demonstrated that the primed seeds of both cultivars and production
conditions showed higher expression of transcripts involved in cellular respiration and
reserve mobilization, cell elongation, cell wall loosening and biosynthesis of cell wall,
which may indicate the beneficial effects of priming on physiological performance in

primed seeds during germination.

Keywords: Glycine max. Physiological quality. Biospeckle. Enzymatic activity.

Physiological conditioning. Priming.
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INTRODUGAO GERAL

A semente é responsavel por veicular todos os avangos do melhoramento
genético, conduzindo ao campo as caracteristicas genéticas determinantes para o
desempenho do cultivar e, ao mesmo tempo, €& responsavel pelo sucesso do
estabelecimento do estande desejado, sendo essencial para alcangar altas
produtividades (BETTEY et al., 2000; MARCOS FILHO, 2015). Nesse contexto, a
qualidade de sementes € resultado da interagdo dos atributos genéticos, fisicos,
sanitarios e fisiologicos que determinam o seu valor de semeadura (POPINIGIS,
1985).

Dentre os atributos da qualidade de sementes, o potencial fisiologico tem
recebido maior atencdo da pesquisa nos ultimos anos e compreende o metabolismo
da semente para desenvolver suas fungdes vitais, abrangendo a germinagéo
(viabilidade), vigor e longevidade (POPINIGIS, 1985; BEWLEY et al., 2013). Esses
trés componentes sao adquiridos durante o processo de desenvolvimento e
maturagcdo das sementes, sendo resultado da complexa interagdo entre gendtipo e
fatores bioticos e abidticos durante a produgdo (LIGTERINK; JOOSEN; HILHORST,
2012; FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016).

Assim, o sucesso de todo o complexo de produgdo de soja é extremamente
dependente das condi¢cdes climaticas, especialmente da disponibilidade hidrica,
responsavel pelas oscilagdes anuais de produtividade, podendo afetar também a
qualidade das sementes produzidas (PADUA et al., 2009; MORANDO et al., 2014).
Os danos causados dependem da fase da cultura, tolerdncia do gendtipo,
intensidade e duragao do estresse, definido como a condigdo ambiental que impeca
a planta de atingir o seu desenvolvimento pleno (KRANNER et al., 2010).

De modo geral, a planta possui varios mecanismos sensores de estresse
abidtico, que sinalizam a ocorréncia de alteragdo das condicbes ambientais,
promovendo uma resposta fisiolégica através da modificagcdo na expressao de
genes ou de proteinas e enzimas ja existentes (TAIZ et al., 2017). Como o processo
de maturagdo de sementes é programado geneticamente, estresses durante esse
periodo podem prejudicar a aquisigdo da qualidade fisiologica (PANOFF, 2016; LIMA

et al., 2017; BASSO et al., 2018) e alterar os padrdes dos mRNAs armazenados ao
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final da maturagcdo, necessarios para o processo de germinagao (WEITBRECHT;
MULLER; LEUBNER-METZGER, 2011).

A germinacgao pode ser definida como a protrusdo da raiz primaria, do ponto
de vista botanico (strictu sensu), e do ponto de vista da tecnologia de sementes,
como a emergéncia e o desenvolvimento das estruturas essenciais do embriao,
manifestando sua capacidade de dar origem a uma plantula normal, sob condi¢des
ambientais favoraveis (BRASIL, 2009). O vigor reune varias propriedades que
determinam o desempenho das sementes, e sua definicdo reflete sua complexidade,
sendo definido como o “conjunto de propriedades que determinam a atividade e o
desempenho de lotes de sementes com alta germinagdo, sob ampla variacédo de
condigbes do ambiente” (ISTA, 2015). E a longevidade se refere ao periodo de
tempo em que a semente se mantém viavel durante o armazenamento em
condigbes ideais (RAJJOU; DEBEAUJON, 2008).

O vigor engloba varias caracteristicas relacionadas ao comportamento das
sementes, como uniformidade e velocidade de germinagdo, crescimento de
plantulas, emergéncia a campo, tolerancia a condi¢ées adversas e capacidade de se
manter viavel durante o armazenamento (FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016). De
modo geral, a eficiéncia e a intensidade com que o processo de transicdo entre a
embebicdo e a protrusdao radicular/desenvolvimento de plantulas ocorrem é que
determina o desempenho da semente (WEITBRECHT; MULLER; LEUBNER-
METZGER, 2011). Nesse ponto, a associagcdo entre a qualidade fisiologica de
sementes produzidas sob condicbes de estresse e a expressao génica podem
fornecer importantes informagdes acerca dos processos que ocorrem nas primeiras
horas de embebigéo e sua relagdo com o vigor de sementes.

Diversos grupos de genes tém sido associados ao vigor, principalmente os
genes envolvidos em processos ativados nas primeiras horas de embebi¢cdo, como
no reparo ao DNA (CHEN et al., 2012; WATERWORTH et al., 2010), no combate ao
estresse oxidativo (YANG et al., 2009; ZHU et al.,, 2009; GRENNAN, 2011), na
respiragdo celular e hidrolise de reservas (HOWELL et al., 2008; CORBINEAU,
2012; BELLIENY-RABELO et al.,, 2016). As fases subsequentes dependem,
especialmente, da manutengdo da integridade do DNA (WATERWORTH; BRAY;
WEST, 2015), da eficiéncia do sistema antioxidante (RAJJOU; DEBEAUJON, 2008)

e da energia proveniente da respiragao celular (BEWLEY et al., 2013).
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Genes envolvidos no alongamento e expansao celular também tém sido
relacionados ao vigor (WU et al., 2005; MAROWA; DING; KONG, 2016). Enzimas
hidroliticas, como as expansinas (EXP), xiloglucano endotransglicosilase/hidrolase
(XTH) e B-1,4-glucanase atuam aumentando a extensibilidade da parede celular e a
adicdo de novos polimeros de PC, o que resulta no alongamento celular e,
consequentemente, na protrusao radicular (COSGROVE, 2005). A sincronia entre
esses processos reativados durante a embebicdo € determinante para a
manifestagdo do vigor de sementes, de modo que compreender a relagao entre a
variagdo de expressdo génica entre sementes de diferentes niveis de vigor, pode
ajudar a identificar genes relacionados a essa caracteristica.

Além disso, o desenvolvimento de novas técnicas para avaliagdo e estudo do
vigor sao fundamentais. Dentre as novas tecnologias que tém surgido para avaliar o
comportamento das sementes, o biospeckle € uma técnica de analise de imagens
promissora. Essa técnica consiste em estudar o fendmeno de interferéncia optica,
speckle, que ocorre quando um material heterogéneo é iluminado por um feixe de
luz laser, interage com as heterogeneidades presentes no tecido e gera diferentes
padrdes de interferéncia (granulagado) (RABAL; BRAGA, 2008). Como em tecidos
biolégicos as heterogeneidades variam com o tempo, os padrées de interferéncia
observados sao dinamicos, sendo denominados biospeckle.

A técnica vem sendo utilizada na agricultura para diversas finalidades, como
no monitoramento da qualidade e estagios de desenvolvimento de frutos, detec¢ao
de injurias e de fungos, analise de sementes e monitoramento de processos
fisioloégicos de crescimento das plantas e deterioracdo (ZDUNEK et al., 2013). Na
area de andlise de sementes, estudos vém buscando relacionar a atividade
biospeckle com a qualidade de sementes, viabilidade, deterioragcado e o processo de
germinacao em si (BRAGA et al., 2001; FRACAROLLI, 2011; VIVAS et al., 2016).

Outra tecnologia disponivel, o condicionamento fisiologico de sementes
(priming) pode ajudar a compreender o vigor de sementes. Esse procedimento
permite realcar e uniformizar o desempenho das sementes a campo, especialmente
sob condi¢des adversas. Baseado na hidratagao controlada de sementes, permite o
inicio do metabolismo pré-germinativo, sem que ocorra a protrusao radicular
(HEYDECKER; HIGGINS; TURNER, 1975). Por meio dessa técnica, lotes de

sementes de baixo vigor podem recuperar o seu desempenho.
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O condicionamento fisiolégico promove melhorias na germinagao e
principalmente no vigor, como na velocidade de germinagdo, comprimento de
pléntulas e resisténcia a estresses a campo (GIURIZATTO et al., 2008; SADEGHI et
al., 2011; COSTA; BONASSA; NOVEMBRE, 2013; COSTA et al., 2017). Como um
dos componentes mais ligados aos efeitos benéficos do condicionamento, as
respostas fisioldgicas de sementes submetidas ao priming e as alteragdes na
expressao de genes constituem uma pertinente fonte de informagdes sobre o vigor.

Desvendar esse traco da qualidade de sementes é essencial para o futuro da
agricultura e podera auxiliar na obtencao de cultivares que produzam sementes mais
vigorosas e com melhor desempenho frente as adversidades climaticas, cada vez
mais frequentes.

Diante do exposto, o objetivo foi estudar o vigor de sementes de soja sob
diferentes aspectos, relacionando a qualidade fisiolégica com analises bioquimicas,
de atividade biospeckle e expressao génica ao longo das primeiras horas de
embebicdo. Para isso, sementes de soja foram produzidas sob condigdes de déficit
hidrico e condi¢bes ideais para produzir sementes com diferentes niveis de vigor. O
trabalho foi dividido em duas partes. No capitulo 1 foi realizada a caracterizagao
fisiolégica das sementes, analises bioquimicas e de biospeckle e a expressao de
genes relacionados ao vigor. No capitulo 2, foi desenvolvido um protocolo de
condicionamento fisiologico para as sementes de soja, com estudo dos efeitos na

germinacgao e vigor e analise de expressao génica das sementes.
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CAPITULO 1

ABORDAGEM INTEGRADA DA FISIOLOGIA, BIOQUIMICA, EXPRESSAO
GENICA E ATIVIDADE BIOSPECKLE PARA O ESTUDO DO VIGOR EM
SEMENTES DE SOJA

RESUMO

Apesar dos avangos na compreensao do vigor, as razdes para a variagao de
comportamento e desempenho entre lotes de diferentes niveis de vigor permanecem
pouco compreendidas. Por essa razao, o objetivo foi estudar o vigor adotando uma
abordagem multipla por meio de testes fisioldégicos, da avaliagdo da atividade
enzimatica, da atividade biospeckle e da expressao de genes associados ao vigor
em sementes de soja. As sementes de soja das cultivares BRS 133 e MG/BR 46
Conquista foram produzidas sob condi¢des ideais e sob déficit hidrico, totalizando 2
cultivares e 2 regimes hidricos. As sementes foram avaliadas quanto ao peso de mil
sementes, viabilidade, vigor, longevidade, parametros bioquimicos, atividade
biospeckle ao longo da embebicdo e analise de expressao diferencial de genes
relacionados ao vigor no eixo embrionario de sementes secas e apos 6 e 10 h de
embebicdo. A qualidade fisiologica, os niveis de atividade enzimatica e atividade
biospeckle foram afetados pelo déficit hidrico. Durante as primeiras horas de
embebicdo, a expressao dos genes N-glycosylase/DNA lyase, metallothionein-like
protein 1, thiol protease aleurain-like e aqueles envolvidos no relaxamento de parede
celular e alongamento, especialmente as expansinas, a-xylosidase 1-like, tubulin a-4
chain-like, xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 2, endo-1,4--mannanase e
pectinesterase 3 apresentam relagdo com o vigor. A visdo integrada sobre a fase
inicial da germinagao auxilia na compreensao dos mecanismos envolvidos e

contribui para o avango das pesquisas sobre vigor de sementes.

Palavras-chave: Longevidade. Viabilidade. Alongamento do hipocdtilo. Atividade

enzimatica. Déficit hidrico.
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ABSTRACT

Despite the advances in understanding seed vigor, the reasons for variation in this
performance are complex and remain poor understood. Thus, the aim of this work
was to study vigor in soybean seeds using a multiple approach through physiological
tests, enzymatic activity, biospeckle activity and gene expression in seeds produced
under drought stress. The soybean seeds of cultivars BRS 133 and MG/BR 46
Conquista were produced under optimal conditions and under drought stress,
comprising 2 cultivars and 2 water regimes. The seeds were evaluated by thousand
seed weight, viability, vigor, longevity, biochemical parameters, biospeckle activity
during imbibition and differential gene expression analysis of genes related to vigor in
the embryonic axis of dried seeds and 6 and 10 hours after imbibition. The
physiological quality, enzymatic activity and biospeckle activity of seeds were
affected by the drought stress. During early imbibition, expression levels of genes N-
glycosylase/DNA lyase, metallothionein-like protein 1, thiol protease aleurain-like and
genes involved in cell wall loosening and cell elongation, mainly expansins, a-
xylosidase 1-like, tubulin a-4 chain-like, xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase
2, endo-1,4-B-mannanase e pectinesterase 3 are related to seed vigor. An integrated
view on the early phase of germination helps in understanding the mechanisms

involved in seed vigor.

Keywords: Longevity. Viability. Hypocotyl elongation. Enzyme activity. Drought
stress.

1.1INTRODUGAO

A qualidade de sementes € estabelecida durante o desenvolvimento e
maturacdo, sendo o resultado da complexa interacdo entre gendtipo e fatores
bidticos e abidticos durante a producédo (FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016). O
somatdrio dos atributos de qualidade genéticos, fisicos, fisioldgicos e sanitarios
determinam o potencial de desempenho da semente a campo, garantindo o
estabelecimento do estande adequado, indispensavel para alcangar altas
produtividades (MARCOS FILHO, 2015b).
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Nesse contexto, o potencial fisiolégico de sementes abrange a germinagao
(viabilidade), longevidade e vigor (POPINIGIS, 1985; BEWLEY et al.,, 2013). A
aquisicdo dos componentes de qualidade é regulada geneticamente durante
processo de desenvolvimento/maturacdo de sementes e envolve uma complexa via
de sinalizagdo hormonal, que pode ser afetado ou estimulado por sinais ambientais
e endogenos (LIGTERINK; JOOSEN; HILHORST, 2012; FINCH-SAVAGE; BASSEL,
2016).

Mudangas climaticas como o aumento da intensidade e frequéncia dos
periodos de seca, associados com altas temperaturas, sdo os fatores abidticos que
mais afetam o desenvolvimento das culturas agricolas e a obtengcdo de sementes de
qualidade (FARIAS; NEPOMUCENO; NEUMAIER, 2007; STERNBERG, 2011;
SHEFFIELD; WOOD; RODERICK, 2012). Sementes de soja submetidas a condi¢des
de déficit hidrico podem apresentar redug¢do na germinacao e vigor, no peso de mil
sementes, no crescimento de plantulas e velocidade de germinagédo, com efeito
variavel de acordo com o estadio de desenvolvimento da cultura, intensidade e
duragédo da escassez (DORNBOS JR.; MULLEN; SHIBLES, 1989; DORNBOS JR;
MULLEN, 1991; DESCLAUX; HUYNH; ROUMET, 2000; SAMARAH; MULLEN;
ANDERSON, 2009; PADUA et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2016).

Atualmente, a definicdo mais aceita de vigor € adotada pela International
Seed Test Association (ISTA) como o “conjunto de propriedades que determinam a
atividade e o desempenho de lotes de sementes com germinagdo aceitavel, sob
ampla variagdo de condigdes do ambiente” (ISTA, 2015). Devido a sua
complexidade, esta associado a varios aspectos do comportamento de sementes,
como a velocidade e uniformidade de germinagdo de sementes, crescimento de
pléntulas e resisténcia a estresse durante a emergéncia e armazenamento (FINCH-
SAVAGE; BASSEL, 2016).

A partir do maximo vigor inicial da semente, adquirido durante a maturidade
fisiologica, a semente esta sujeita ao processo de deterioragcdo, antes e apds a
colheita, bem como durante o armazenamento (DELOUCHE, 1963). Por esse
motivo, testes de envelhecimento acelerado e deterioragcdo controlada tém sido
utilizados como base para explicar as diferencas de vigor entre lotes de sementes,
considerando a deterioragdo como uma caracteristica inversa ao vigor (PRIETO-
DAPENA et al., 2006; WANG et al., 2012). No entanto, independente do estresse ao

qual a semente foi exposta apds atingir a maturidade fisiolégica, o que influencia
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diretamente as diferencas entre lotes de alto e baixo vigor e a dindmica da redugéao
do potencial fisioldgico ao longo do tempo é a qualidade inicial da semente (FINCH-
SAVAGE; BASSEL, 2016).

Além disso, as partes constituintes da semente n&o se comportam de maneira
uniforme durante a deterioragdo e germinagédo. Os pontos de crescimento, como o
eixo embrionario, e demais partes da semente diferem quanto a velocidade de
hidratagao (VILLELA; NOVEMBRE; MARCOS FILHO, 2007), a sensibilidade a
deterioragdo (FERGUSON; TEKRONY; EGLI, 1990), ao nivel de atividade
biospeckle (BRAGA et al., 2001), dentre outros aspectos. Também dentre diferentes
regides do eixo embrionario ja foram documentadas variagdes de crescimento e
alongamento durante a germinacdo (SLIWINSKA; BASSEL; BEWLEY, 20009;
SOUZA; TOPHAM; BASSEL, 2017).

Apesar dos avangos, as razbes para a variacdo de comportamento e
desempenho entre lotes de diferentes niveis de vigor permanecem pouco
compreendidas. Nesse sentido, destaca-se a necessidade da compreensdo dos
mecanismos bioquimicos, celulares e moleculares relacionados ao vigor, como o
estudo de perfis moleculares ao nivel de genes transcritos, expressao de proteinas e
atividades enzimaticas que possam estar correlacionadas com essa caracteristica,
visando compreender o vigor em diferentes niveis e desenvolver novas
metodologias de avaliacédo ou integra-las aos métodos tradicionais (VENTURA et al.,
2012). O estudo de regides especificas da semente também pode favorecer a
obtencao de informagdes mais precisas e aprofundadas acerca do vigor (MARCOS
FILHO, 2015b).

De modo geral, os principais grupos de marcadores moleculares para a
avaliacao do vigor de sementes envolvem os indicadores de danos (como acumulo
de espécies reativas de oxigénio), indicadores da eficacia do sistema de
protecado/defesa (agucares soluveis, proteinas late embryogenesis abundant - LEA,
enzimas de defesa antioxidantes) e indicadores do processo de germinagéo
(atividade respiratoria, ciclo celular, atividade hidrolitica) (CORBINEAU, 2012). A
eficiéncia desses mecanismos de protecao, desintoxicagao e reparo é determinante
para o processo de germinagdo e depende dos mRNAs armazenados ao final da
maturagéo (WEITBRECHT; MULLER; LEUBNER-METZGER, 2011).

A germinagdo é um processo de transigdo entre semente e plantulas, com

taxa e intensidade variaveis de acordo com uma série de eventos e pontos de
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verificagdo que ocorrem ao longo da embebi¢cdo (WEITBRECHT; MULLER;
LEUBNER-METZGER, 2011). Durante a embebicédo, os transcritos armazenados
sdo responsaveis pelos processos de reparo de DNA e organelas, reativagdo do
metabolismo e enfraquecimento de parede celular, permitindo o alongamento e
expansao celular do hipocétilo, culminando com a protrusdo da raiz primaria
(WEITBRECHT; MULLER; LEUBNER-METZGER, 2011; BEWLEY et al., 2013).

Nesse contexto, sementes mais vigorosas completam mais rapidamente o
programa de germinagdo do que as menos vigorosas (FINCH-SAVAGE; BASSEL,
2016). Estudos de transcriptoma revelam que sementes de soja secas contém
transcritos associados a mais de 13.000 genes (ROSSI, 2016), com variagoes
significativas logo nas primeiras horas de embebicdo (BELLIENY-RABELO et al.,
2016). Genes envolvidos no reparo ao DNA, como DNA ligases e glicosilases
(WATERWORTH et al., 2010; CHEN et al., 2012), no combate ao estresse oxidativo,
como metalotioneinas (YANG et al., 2009; ZHU et al., 2009; GRENNAN, 2011), na
respiragado celular e na hidrélise de reservas, como enzimas glicoliticas e proteases
(HOWELL et al., 2008; CORBINEAU, 2012; BELLIENY-RABELO et al., 2016), no
alongamento e expansao celular, como expansinas e  xiloglucano
endotransglicosilase-hidrolases (XTH) (WU et al., 2005; MAROWA,; DING; KONG,
2016), tém sido associados com o vigor. Além disso, a expressao de fatores de
transcricdo (FTs) é acentuada no inicio da embebi¢cdo, modulando a expresséo de
genes envolvidos nesses processos bioldgicos (BELLIENY-RABELO et al., 2016;
ROSSI, 2016). Desse modo, a compreensao dos processos que ocorrem nhas
primeiras horas de embebi¢cdo e os genes envolvidos podem fornecer importantes
informacgdes acerca do vigor de sementes.

Sob o mesmo ponto de vista, integrar novas tecnologias € fundamental para
desvendar os processos envolvidos na germinacao e vigor de sementes. Na area de
analise de imagens, a técnica do biospeckle vem despontando como promissora
para avaliacdo da atividade biologica de sementes e diversos estudos tém buscado
relacionar a atividade biospeckle com a qualidade de sementes e o processo de
germinagao (BRAGA et al., 2001; FRACAROLLI, 2011; RABELO et al., 2005;
RIBEIRO et al., 2014; VIVAS et al., 2016). Todas essas informag¢des combinadas
podem preencher a lacuna deixada pela biologia tradicional, desvendando
processos envolvidos na eficiéncia do processo de germinagéo e vigor de sementes
(AGRAWAL; RAKWAL, 2012).
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Diante de todas as facetas inerentes ao desempenho de sementes, uma
abordagem ampla do vigor inicial, sem a manipulagdo dos lotes para obtengcao de
comportamentos contrastantes, € crucial para identificar os processos envolvidos no
vigor per se. Assim, o objetivo foi avaliar o vigor de sementes de soja produzidas em
condigdes de déficit hidrico por meio da caracterizagdo de parametros fisiologicos,
bioquimicos, de atividade biospeckle e de expressdo de transcritos no eixo

embrionario de sementes em diferentes periodos de embebicéo (0, 6 e 10 horas).

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Producao de sementes

O experimento foi conduzido durante a safra agricola 2014/2015 na Fazenda
Experimental Lageado, pertencente a Faculdade de Ciéncias AgronOmicas -
UNESP, localizada no municipio de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil (22°50'32" S;
48°25'29" O; 750 m de altitude). Segundo a classificacdo de Koppen, o clima da
regido é caracterizado como temperado quente umido (mesotérmico), do tipo Cfa,
com precipitagao pluviométrica média anual de 1.501,4 mm e a temperatura média
anual de 20,3 °C (CUNHA; MARTINS, 2009). Os dados de precipitagcdo e as
temperaturas maxima e minima durante este estudo foram coletados na Estagéo
Meteorologica da Fazenda Experimental Lageado, pertencente ao Departamento de

Recursos Naturais (Figura 1).

Figura 1 - Precipitagdo pluvial didria (mm) e temperatura média (°C) ao longo da realizagdo do
experimento no ano de 2014/2015, em Botucatu — SP.
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O solo da area experimental é classificado como Latossolo Vermelho
distroférrico (SANTOS, et al., 2018), de textura argilosa. Amostras de solo foram
coletadas na camada de 0 a 20 cm e submetidas a analise quimica para corregcdo do
solo antes da instalagcado do experimento, em setembro de 2014 (Quadro 1).

Quadro 1 - Caracteristicas quimicas do solo antes da instalagdo do experimento no ano 2014.

. pH .
Profundidade (CaCl) M.O. P (resina)  H+AI K Ca Mg CTC \%
(cm) (9.dm3) (mg.dmw3) e (mmolc.dm™3) —memmmmemeeeeeeen (%)
0-20 5,1 21 31 33 1,6 29 12 76 56

As cultivares de soja BRS 133 e MG/BR-46 Conquista, foram cedidas pela
Embrapa Soja (Londrina-PR) e utilizadas para a produgdo das sementes utilizadas
neste estudo. A cultivar BRS 133 pertence ao grupo de maturagdo semiprecoce,
com duracao de ciclo média de 132 dias, crescimento do tipo determinado, peso
médio de 1000 sementes de 16 g, e teor de proteina 38,6% e 18% de dleo
(EMBRAPA, 2010). Ja a cultivar MG/BR-46 Conquista possui ciclo semitardio (140
dias), habito de crescimento determinado, peso médio de 1000 sementes de 15,5 g,
teor de proteina e 6leo de 19,7% e 42,7%, respectivamente (ARANTES et al., 2010).
As principais diferencas entre as cultivares estdo na maior susceptibilidade ao déficit
hidrico e estresse térmico por altas temperaturas, levando a maior producido de
sementes esverdeadas (retencdo de clorofila) da cultivar Conquista em relagéo a
cultivar BRS 133 (PADUA, et al., 2009). Ambas as cultivares sdo recomendadas
para as condigdes climaticas da regiao.

Para semeadura, as sementes foram tratadas com o fungicida Proteat®
(Carbendazim + Thiran) na dose de 1,5 mL.kg"' de semente e inoculadas com
Bradyrhizobium japonicum, utilizando 1,6 mL.kg™" de Biomax® (Biosoja). O controle
fitossanitario e tratos culturais foram realizados seguindo as recomendacdes
técnicas para a cultura (EMBRAPA, 2013).

O plantio foi realizado em dezembro de 2014, no espagamento 0,45 m entre
linhas. Cada parcela experimental apresentou 4 linhas, com 7 m de comprimento. O
delineamento experimental foi o de blocos casualizados com quatro repeticdes, no
esquema fatorial 2 x 2. Os tratamentos foram constituidos por dois regimes hidricos:
irrigacédo plena (mantendo a umidade do solo proxima a capacidade de campo) e

déficit hidrico (mantendo a umidade do solo proximo ao ponto de murcha



28

permanente); e duas cultivares. Os tratamentos consistiram em: sementes
produzidas em condi¢des ideais (Controle - CT) e sob déficit hidrico (Estresse -
EST), das cultivares BRS 133 (133) e MG/BR 46 Conquista (CONQ), totalizando 4
tratamentos: 133 CT, 133 EST, CONQ CT e CONQ EST.

As plantas de ambas as cultivares foram conduzidas sob condicbes ideais
durante a fase vegetativa e parte da fase reprodutiva, mais especificamente até o
estadio R5.5, mantendo a umidade do solo proxima a capacidade de campo, com
suprimento de agua por irrigagdo por gotejamento, quando necessario. Apds o
estadio R5.5, as plantas submetidas ao déficit hidrico foram mantidas em cobertura
plastica, protegidas da chuva até o momento da colheita (Figura 2A), enquanto as
plantas mantidas sob condi¢des ideais permaneceram expostas a chuva, sendo
irrigadas quando necessario (Figura 2B). O estadio R5.5 foi escolhido para
implantacdo do déficit hidrico por corresponder a fase final do enchimento de
sementes, a partir do qual tem inicio a aquisicdo da qualidade fisiolégica
(germinacéo, vigor e longevidade) (PANOFF, 2016; LIMA et al., 2017; BASSO et al.,

2018), possibilitando a produ¢ao de sementes com diferentes niveis de vigor.

Figura 2 — Vista da area experimental. (A) Parcelas submetidas ao déficit hidrico a partir do estadio
R5.5, mantidas sob cobertura plastica; (B) Parcelas mantidas em condigbes ideais, com irrigagao
suplementar.

Para o monitoramento da umidade do solo, as curvas de retengcédo de agua no
solo foram determinadas em cémara de pressdo de placas porosas (Camara de
Richards) para os potenciais matricos de -0,003, -0,006, -0,01, -0,03, -0,1, -0,5 e de -
1,5 MPa. Os dados de umidade volumétrica e seus respectivos potenciais matriciais
foram ajustados a equacao de van Genuchten (1980) e calibrados para a utilizagao

do sensor 5TM (Decagon Procheck), permitindo o monitoramento da umidade do
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solo. Assim, entre os estadios R5.5 e R9, o monitoramento da umidade do solo foi
realizado diariamente, em trés pontos por parcela, sempre as 6 horas da manha
(Figura 3).

Figura 3 — Umidade do solo (m3.m-3) durante o periodo de déficit hidrico de plantas de soja. Setas
indicam quando as parcelas mantidas sob cobertura plastica (déficit hidrico) foram irrigadas para
retornar a capacidade de campo.
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Antes da instalagdo do déficit hidrico, todas as parcelas foram mantidas nas
mesmas condigdes, com valores de lamina acumulada entre 400 e 470 mm para os
periodos vegetativo e reprodutivo de R1 a R5.5, respectivamente (Figura 4). Nesses
periodos, a lamina acumulada foi corresponde a precipitacdo pluvial, sem

necessidade de irrigagao suplementar.
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Figura 4 — Lamina total acumulada (pluvial + irrigagdo), em mm, durante o ciclo da cultura de soja.
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Entre os estadios R5.5 a R9, as plantas submetidas ao déficit hidrico,
mantidas sob cobertura plastica e protegidos da chuva, foram irrigadas apenas uma
vez, quando a umidade do solo chegou a niveis criticos (Figura 3). As parcelas 133
EST receberam apenas 15 mm de lamina de irrigagdo, no 16° dia apds o inicio do
déficit hidrico; e as parcelas CONQ EST foram irrigadas com 13 mm, no 14° dia
(Figura 4). As parcelas mantidas em condigdes ideais (controle - irrigagao plena), na
auséncia de precipitagdo pluvial, foram irrigadas visando manter os niveis de
umidade do solo préxima a capacidade de campo.

A colheita manual foi realizada em abril de 2015, no estadio Ro. Na sequéncia,
as plantas foram expostas a secagem natural e trilhadas mecanicamente em
trilhadeira de parcela. As sementes verdes, danificadas e quebradas foram
descartadas. As demais sementes foram armazenadas em camara fria com

temperatura e umidade relativa (UR) de 12°C e 50%, respectivamente.

1.2.2 Caracterizacao das sementes

As sementes foram caracterizadas quanto ao seu teor de agua, peso de mil
sementes, porcentagem de germinagao (plantulas), longevidade (P50) e vigor
(porcentagem de protrusao radicular, velocidade de germinagao (T50), comprimento
e largura do hipocétilo, comprimento e massa seca de plantulas, raiz e parte aérea,

emergéncia a campo, envelhecimento acelerado e condutividade elétrica).
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1.2.2.1 Teor de agua

Foi determinado em 2 repeticbes de 20 sementes cada, pelo método de
estufa a 105 °C, durante 24 horas. O calculo foi feito na base umida, sendo o grau

de umidade expresso em porcentagem.

1.2.2.2 Peso de mil sementes

Foram utilizadas oito subamostras de 100 sementes e suas massas
determinadas em balanga de precisao 0,001 g. O peso de mil sementes (PMS) foi
calculado utilizando a equagao: PMS = (peso da amostra x 1.000)/numero total de
sementes; conforme as instru¢gdes das Regras para Anadlise de Sementes (RAS)
(BRASIL, 2009).

1.2.2.3 Curva de embebicgao

Para a curva de embebi¢cdo de sementes inteiras, quatro repeticbes de 100
sementes secas foram pesadas em balanga de preciséo de 0,0001 g e distribuidas
em substrato de papel na forma de rolo, umedecidos com quantidade de agua
equivalente a 2,5 vezes o0 seu peso seco, mantidas em germinador regulado a 25 °C
na auséncia de luz (BRASIL, 2009). As sementes foram pesadas durante o processo
de hidratacdo em intervalos de 6 h até 48 h de embebi¢cdo. Com os dados de teor de
agua inicial (sementes secas) e o peso inicial correspondente, o teor de agua ao
longo da embebicgéo foi calculado.

O padrdo de embebicdo do eixo embrionario e dos cotilédones foi
determinado com 4 repeticdes de 10 sementes. As sementes foram colocadas para
embeber, como descrito anteriormente, e os eixos e cotilédones foram separados
com o auxilio de lamina e estilete apds 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48 horas de
embebicido. As sementes secas foram previamente mantidas no substrato umido por
dez minutos, para facilitar a remogdo do tegumento e a separagdo das partes
correspondentes. Apds cada tempo de embebicdo citado acima, os eixos e
cotilédones foram isolados, pesados e os graus de umidade foram determinados em
estufa a 105 £ 3 °C, por 24 h (BRASIL, 2009), sendo os resultados expressos em

base Umida.
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1.2.2.4 Protrusao radicular

O teste de protrusédo radicular foi realizado com quatro repeticbes de 25
sementes de cada tratamento, distribuidas em substrato de papel na forma de rolo,
com quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes o0 seu peso seco, e mantidas em
germinadores regulados a 10 °C, 15 °C e 25 °C. Também foi conduzido com solugéo
salina de NaCl na concentragdo de 100 mmol.L-" em substituigho a agua no
umedecimento do papel, a temperatura de 25 °C. A cada 6 horas foi computado o
numero de sementes que apresentaram protrusdo radicular com 1 mm de
comprimento como critério para germinagao (expressa em porcentagem). O tempo
requerido para germinagao de 50% das sementes viaveis (T50) foi calculado por
meio da analise de dados de germinagdao acumulada usando o médulo de ajuste de
curva do software Germinator (JOOSEN et al., 2010) e os resultados expressos em

horas.

1.2.2.5 Germinagao

O teste de germinacgao foi realizado com quatro repeticbes de 25 sementes,
semeadas em substrato de papel na forma de rolo, umedecidos com quantidade de
agua equivalente a 2,5 vezes o0 seu peso seco. Os rolos confeccionados
permaneceram acondicionados dentro de sacos plasticos fechados mantidos em um
germinador regulado a temperatura de 25 °C. As avaliagbes foram efetuadas aos
cinco e oito dias apds a semeadura, computando-se as porcentagens de pléantulas

normais, anormais e sementes mortas (BRASIL, 2009).

1.2.2.6 Comprimento e largura do hipocétilo

Para a medigcdo do comprimento e largura do hipocdtilo foram empregadas
trés repeticdes de dez sementes secas (0 h) e apds 6 e 10 horas de embebicdo. Os
hipocétilos foram isolados com auxilio de ldamina e pinca, posicionados em papel
cartdo azul, ao lado de régua graduada, onde foram fotografados. A partir das
fotografias realizaram-se as medi¢gdes de comprimento e largura do hipocatilo, em
milimetros, utilizando o software ImageJ (RASBAND, 1997).
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1.2.2.7 Comprimento e massa seca de plantulas, raiz e parte aérea

Foram utilizadas quatro repeticbes de dez sementes de soja, semeadas em
linha tragcada no tergco superior do papel toalha de germinagdo no sentido
longitudinal. Os papéis foram umedecidos com agua destilada equivalente a 2,5
vezes a massa seca do papel e os rolos foram acondicionados em germinador por 8
dias a 25 °C (NAKAGAWA, 1999). Ao final deste periodo, foi efetuada a medida das
partes das pléntulas normais (raiz primaria e parte aérea) utilizando régua graduada
em centimetros. O comprimento de plantulas foi obtido por meio do somatério da
parte aérea e raiz.

Apods a obtengao das medidas de comprimento, as repeticoes de parte aérea
e raiz foram acondicionadas separadamente, em sacos de papel, para secagem em
estufa com circulagédo de ar a temperatura de 60 °C durante 24 horas (NAKAGAWA,
1994). Apds esse periodo, cada repeticao foi pesada em balanga de precisdo de
0,001 g e os resultados de massa seca expressos em miligramas. A massa seca de

pléntulas foi obtida através do somatorio entre raiz e parte aérea.

1.2.2.8 Emergéncia de plantulas a campo

O teste de emergéncia de plantulas foi realizado em canteiros de areia,
umedecida inicialmente até atingir 60% da sua capacidade de retencdo de agua e
reumedecida sempre que necessario. Foram utilizadas quatro sub-amostras de 50
sementes por parcela, distribuidas a 3 cm de profundidade. Realizaram-se
contagens aos quinze dias apds a semeadura, determinando-se as porcentagens

médias de emergéncia de plantulas.

1.2.2.9 Envelhecimento acelerado (100% UR)

Conforme metodologia descrita por Marcos Filho (1999), as sementes foram
dispostas em camada unica sobre tela metalica suspensa dentro de caixas do tipo
gerbox, contendo 40 mL de agua destilada ao fundo (100% UR) e mantidas em
camara BOD, a 41 °C por 48 horas. Apds este periodo, quatro repeticbes de 50
sementes foram submetidas a germinacéo, conforme descrito no item 1.2.2.5. Nas

avaliagdes, foram computadas apenas as plantulas normais ao quinto dia apés a



34

instalacao e os resultados expressos em porcentagem. Antes e apds os testes de
envelhecimento acelerado, o teor de agua foi determinado pelo método da estufa a
105 + 3°C, por 24 horas, utilizando 2 subamostras de 25 sementes (BRASIL, 2009).

1.2.2.10 Envelhecimento acelerado com solugao salina saturada de NaCl

Foi realizado conforme descricao do item anterior, exceto pela substituicdo da
agua destilada por solugédo salina de NaCl, proporcionando umidade relativa do ar
aproximada de 75%, com periodo de envelhecimento de 72 horas a 41 °C
(MARCOS FILHO et al., 2000).

1.2.2.11 Condutividade elétrica

Foi realizado com quatro sub-amostras de 50 sementes por tratamento, com
massas conhecidas, em recipientes de plastico, adicionando-se 75 mL de agua
destilada. Os recipientes foram mantidos a 25 °C por 24 horas, com posterior leitura
da condutividade elétrica das solugbes com condutivimetro (VIEIRA;
KRZYZANOWSKI, 1999), modelo Digimed D31. O resultado foi expresso em yS.cm-

1. g, dividindo-se a leitura pela massa das sementes.

1.2.2.12 Longevidade

As sementes foram distribuidas em camada unica sobre tela metalica
acoplada a caixa plastica (11 x 1,0 x 3,5 cm) sob uma atmosfera de 75% de umidade
relativa a 35 °C, obtidos por meio de solugao saturada (40 mL de agua destilada em
18 g de sal) de cloreto de sddio (NaCl). As sementes foram mantidas nessas
condicbes por 14, 28, 42, 56, 77, e 98 dias e avaliadas quanto ao seu potencial
germinativo (protrusdo radicular). A longevidade das sementes de soja foi
determinada pelo periodo em dias, em que a viabilidade das sementes se reduz pela
metade (P50), calculados conforme Ellis e Roberts (1980), com base na equagao

matematica: v = Ki — p/o.
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1.2.3 Analises Bioquimicas

As analises bioquimicas corresponderam a avaliacdo dos niveis de peroxido
de hidrogénio (H202), da estimativa da extensdo da peroxidagdo de lipideos por
meio dos niveis de malonaldeido (MDA) e da atividade das enzimas catalase (CAT),
superoéxido dismutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX).

Para tanto, quatro repeticbes de 25 sementes de cada tratamento (133 CT,
133 EST, CONQ CT e CONQ EST) foram maceradas em nitrogénio liquido e

armazenadas em ultrafreezer a temperatura de -80 °C até o momento das analises.
1.2.3.1 Quantificagao de H20:2

O peroxido de hidrogénio foi quantificado utilizando-se amostras de 100 g de
sementes maceradas e homogeneizadas em 1 mL de acido tricloroacético (TCA)
0,1% e centrifugadas a 12000 g por 15 minutos. O sobrenadante (75 pL) foi utilizado
para reagao com 75 uL de tampéo fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) e 150 pL de
(KI)a 1 M em placas. A leitura da absorbancia foi realizada em 390 nm e o conteudo

de H20:2 foi determinado pela curva padréo.

1.2.3.2 Estimativa da peroxidagao de lipideos

A estimativa da peroxidagao de lipideos (MDA) foi determinada a partir de
amostras de 100 mg de sementes maceradas e homogeneizadas em 1 mL de
tampéao fosfato 50 mM (pH 7,0) contendo 0,67% TCA, seguido de centrifugacao a
15000 g durante 15 min. A 1,0 mL do sobrenadante foram adicionados 2,0 mL de
acido tiobarbiturico (TBA) 0,5% em 20% de TCA. A mistura foi aquecida a 95 °C por
30 minutos no banho de agua e depois arrefecida em gelo. Na sequéncia foi feita a
centrifugagcado a 15000 g durante 20 min, seguida da absorbancia do sobrenadante a
532 nm. O valor para a absorcao inespecifica de cada amostra a 600 nm também foi

gravado e subtraido da absorbancia registrada a 532 nm.
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1.2.3.3 Extragdo das enzimas catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD) e

ascorbato peroxidase (APX)

A atividade enzimatica foi determinada utilizando 100 mg de sementes
maceradas e homogeneizadas com 1 mL de tamp&o fosfato de potassio 100 mM
(pH 7,8) adicionado de 100 mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 1 mM
de acido ascorbico e 5% de (PVP) (GOMES et al., 2014). A dosagem de proteinas
foi realizada pelo método de Bradford (1976).

A atividade da CAT foi determinada em meio contendo tampao fosfato de
potassio 100 mM (pH 7.0), 10 mM de H202 e quantidade adequada de extrato
enzimatico, sendo o consumo de H202 monitorado na absorbancia de 240 nm (€ =
36 M-'cm-") (AEBI, 1984).

A atividade de SOD foi avaliada em um meio de reagcdo contendo fosfato de
potassio 50 mM (pH 7,8), 13 mM de L-metionina, 0,1 mM de EDTA, 0,002 mM de
riboflavina, 0,075 mM de (NBT) e quantidade adequada de extrato enzimatico
(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). O meio de reacao foi mantido por 10 minutos em
temperatura ambiente sob luz fluorescente direta de 15 W, enquanto o controle foi
mantido no escuro. A formacao do azul de formazan, derivado da reducédo do NBT,
foi medido a 575 nm. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para inibir em 50% a reducédo do NBT.

A atividade da APX foi determinada pela oxidagao do ascorbato a 290 nm (€ =
2,8 mM'cm') (NAKANO; ASADA, 1981). O meio de reagdo foi composto por
tampéo fosfato de potassio (pH 7,0), 0,5 mM de acido ascorbico, 2 mM de H20:2 e

quantidade adequada de extrato enzimatico.

1.2.4 Analises Biospeckle

O experimento foi realizado no Centro de Desenvolvimento e Instrumentagao
Aplicada a Agropecuaria (CEDIA), da Universidade Federal de Lavras (MG).

Para avaliar a relacdo entre o nivel de atividade biospeckle e qualidade
fisiologica das sementes, 24 sementes de soja, de cada tratamento, foram
iluminadas apdés embebicao, a 25 °C, nos tempos de 6, 10, 18, 24 e 30 horas. Para a
obtencdo das imagens, o tegumento foi retirado e os cotilédones separados

longitudinalmente.
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As sementes foram colocadas em mesa optica com sistema anti-vibracéo e
iluminadas com um laser HeNe vermelho (632 nm) de 10 mW de poténcia, utilizando
um filtro neutro e um divisor de feixe para espalhar a luz laser através das sementes,
evitando a superexposicdo e a saturagdo biospeckle nas imagens (MOREIRA;
CARDOSO; BRAGA; 2014). As imagens foram capturadas com uma camera CCD
(Dispositivo de Carga Acoplada) conectada a um computador para posterior
processamento das imagens.

Os padrbes speckle foram obtidos a uma taxa de amostragem de 0,08 s,
totalizando 128 imagens por semente. Essas imagens foram processadas no
software Octave versdo 3.8.1 (EATON et al., 2014) e os padrées speckle foram
obtidos pelos métodos numéricos de Momento de Inércia (MIl) e Diferenga dos
Valores Absolutos (AVD). Esses parametros sdo proporcionais a atividade bioldgica,
de modo que quanto maiores os indices de AVD e MI observados, maior a atividade
biolégica da amostra analisada (BRAGA et al., 2011).

A partir da selegao de duas regides de interesse da amostra, os valores de Mi
e AVD foram calculados para a radicula e a regido central do hipocotilo (Figura 5).

Figura 5 — Representacéo das regides de interesse selecionadas para analise numérica da atividade
biospeckle pelos métodos Ml e AVD. Setas indicam as regides de interesse selecionadas: radicula e
regido central do hipocétilo.
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De acordo com as mudancas de frequéncia no padrao temporal biospeckle é
importante utilizar diferentes abordagens de estudo. O calculo do MI é indicado para
estudo de mudangas bruscas de intensidade, enquanto o AVD possui maior
sensibilidade a toda composicdo espectral, podendo fornecer informacdes
complementares sobre o fenébmeno analisado (BRAGA et al., 2011). Neste estudo, a

analise dos dois indices permitiu o detalhamento da atividade biospeckle.
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A escolha dessas regides para analise da atividade biospeckle se justifica
com base em estudos de citometria de fluxo em sementes de Arabidopsis
(SLIWINSKA; BASSEL; BEWLEY, 2009) e microscopia confocal em sementes de
soja (SOUZA; TOPHAM; BASSEL, 2017) durante a germinagado, indicando que a
regido responsavel pelo alongamento celular e protrusdo radicular € a regiao
adjacente ao hipocétilo e ndo a radicula. Assim, além da andlise da atividade
biospeckle ao longo da embebigdo em sementes produzidas sob déficit hidrico e sob
condicdes otimas, também foi analisada a atividade na radicula e na regido central

do hipocadtilo.

1.2.5 Estudo molecular do vigor

Para avaliar o efeito do déficit hidrico sobre a expressdo de genes
relacionados ao vigor foram selecionados os tempos de 0 h (sementes secas), 6 e
10 horas apés a embebicdo, para as sementes de cada cultivar e condi¢cao de
produgdo (133 CT, 133 EST, CONQ CT e CONQ EST). As sementes foram
colocadas para embeber conforme descrito no item 1.2.2.5. Ap6s cada periodo, os
eixos embrionarios foram isolados em trés repeticdes bioldgicas de 50 eixos,
totalizando 36 amostras, que foram acondicionadas em tubos plasticos de 1,5 mL,
congeladas sob nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a uma

temperatura de -80 °C, até extracdo de RNA.

1.2.5.1 Extragdo de RNA total

Para a extragdo do RNA foi utilizado o kit — NucleoSpin RNA Plant® da
Macherey-Nagel. Conforme protocolo descrito pelo fabricante, foram transferidos
aproximadamente 100 mg do material macerado em nitrogénio liquido para um
microtubo de 1,5 mL. Em capela, foram adicionados 350 pyL de tampao de extracao
(RA1) e 3,5 pL de B-mercaptoethanol (B-ME), seguido de agitacdo em vortex para
homogeneizar as amostras. Para redugcdo da viscosidade, as amostras foram
filtradas no NucleoSpin Filter® e coletadas em tubos coletores de 2 mL em centrifuga
por um minuto a 11.000 rpm. Os filtrados de cada amostra foram transferidos para
eppendorfs de 1,5 mL e adicionados 350 pL de etanol 70%. Logo apos as amostras
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foram transferidas para colunas de NucleoSpin RNA Plant® e coletadas em tubos
coletores de 2 mL em centrifuga por 30 segundos a 11.000 rpm. O filtrado foi
descartado e a coluna de filtragem foi acondicionada a outros tubos coletores. Para
cada amostra, foram adicionados 350 uL de Membrane Desaltting Buffer® (MDB) na
coluna de filtragem e centrifugadas por um minuto a 11.000 rpm até secagem
completa da membrana da coluna de filtragem. A digestdo do DNA foi realizada
adicionando no centro da membrana de silica da coluna de filtragem 95 uL de
DNAse reaction mix® e incubados a temperatura ambiente por 15 minutos. A seguir,
as colunas de NucleoSpin RNA Plant® foram submetidas a primeira lavagem com
adicdo de 200 pyL de tampao (buffer RAW2) e centrifugadas por 30 segundos a
11.000 rpm. As colunas de filtragem foram acondicionadas em novos tubos coletores
e submetidas a uma segunda lavagem adicionando 600 pL de tampdo (RA3) e
centrifugadas por 30 segundos a 11.000 rpm. Apds o descarte da solugdo do tubo
coletor, procedeu-se a terceira e ultima lavagem, adicionando-se 250 uL de tampéo
(RA3) as colunas de NucleoSpin RNA Plant®, seguido de centrifugagdo por dois
minutos a 11.000 rpm até secagem completa da membrana. Por ultimo, as colunas
de NucleoSpin RNA Plant® foram transferidas para eppenrdof de 1,5 mL e foi feita a
eluicio do RNA adicionando-se 35 pL de &agua RNAse-free, seguido de
centrifugagdo por um minuto a 11.000 rpm. Os RNAs extraidos foram quantificados
em espectrofotdmetro Nanodrop-2000 (Thermo Scientific) e seus resultados
expressos em ng.uL". A integridade das amostras de RNA foi avaliada em gel de

agarose 1,0% em cuba de eletroforese a 90 volts em 30 minutos.

1.2.5.2 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems). A sintese do cDNA foi elaborada para uma
reagao de 20 L, utilizando para 2000 ng. Para o mix de cDNA foram adicionados 2
pL de 10X RT Random Primers, 2 yL de 10x RT Buffer, 0,8 pyL 25X dNTP Mix
(100mM), 1 yL MultiScribeTM Reverse Transcriptase e 4,2 yL Nuclease-free H20. O
mix do cDNA (10 pL) foi homogeneizado e adicionado ao RNA diluido. As reagdes
foram incubadas em Termociclador *Prime Thermal Cycler (Techne) e submetidos a

25 °C por 10 minutos (ativagao inicial da enzima), 37 °C por 120 minutos (sintese de
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cDNA), 85 °C por 5 minutos (inativagdo da enzima) e mantidos a 4°C ao final da
ciclagem. As amostras de cDNA foram quantificadas em espectrofotbmetro
Nanodrop-2000 (Thermo Scientific), diluidas a uma concentragdo padrdo de 60
ng.uL™' e armazenadas em freezer a -20 °C.

1.2.5.3 Desenho dos primers

Os genes candidatos foram identificados por buscas na literatura de genes
associados ao vigor e germinagdo. A sequéncia dos genes estudados para o
desenho dos primers foi retirada do banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), a confirmac¢do da
sequéncia CDS foi verificada pelo software online Softberry
(http://www.softberry.com/), atestando a presenga de apenas éxons na sequéncia.

Os primers foram desenhados utilizando o software PerlPrimer
(http://perlprimer.sourceforge.net) e os parametros utilizados foram: tamanho da
amplificagdo de 80 a 150, temperatura de anelamento de 58 — 61 °C e tamanho do
primer de 18 a 24 pares de bases. A eficiéncia de amplificacdo para cada par de
primers foi determinada por RT-gPCR e calculada a partir da curva de amplificacao
utilizando LinReg PCR.

Foram testados dois genes de referéncia (Importin beta-2 subunit family
protein e 20S proteasome subunit beta 1) e utilizados 28 genes candidatos para o
estudo molecular do vigor (Quadro 2 e 3), agrupados em quatro grupos: genes
envolvidos no reparo de DNA e combate ao estresse oxidativo; no processo de
respiragao celular e mobilizagdo de reservas; na regulagcédo da transcricdo génica; e

no remodelamento e sintese de parede celular.



Quadro 2 - Primers utilizados para as reacdes de PCR em tempo real.

Genes AraI;)c;cc;(l;:sis Glyl;:?r(r::;ax Forward (5’-3’) Reverse (3’-5’)
Importin beta-2 subunit family protein AT2G16950 Glyma.20G106300 GATAATAAGCGGGTCCAAGAG GTCATCAGGTGCTTCAGTATAA
208 proteasome subunit beta 1 AT4G31300 Glyma.06G078500 CACCAACACACGATACAACT TCCCAACCACCAACAATTAACC
N-glycosylase/DNA lyase OGG1 AT1G21710 Glyma.06G115500 GTGCTCTTCTAATAACAACATCGG AAAGCGTGGAACTGAAACTC
DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase AT2G41460  Glyma.02G191100 CTACCACTTCTGTCAATCTCAC CATTGCTTTCACAGTTGGAC
NAC domain-containing protein 8-like AT1G25580 Glyma.01G088200 GCAATCAACGCTTACAACAC TTTGAATCCCATTAAAGACAACTG
Metallothionein-like protein 1 AT3G09390 Glyma.17G230500 GACTTGAGTTACGTTGAGAAGAC CAGATGCAACACCCATTTCAG
Enolase AT2G36530 Glyma.03G190500 GAGTTTATGGTTCTTCCCGTG CCTTCGTCACCAACATTTACTG
Thiol protease aleurain-like AT3G45310 Glyma.17G049000 CGACACAGAAGAAGCATATCC GTTTCAATTCATCCTCAGCACC
Cysteine proteinase RD21a-like AT1G47128 Glyma.14G085800 GTCCAAATCCACCTAATCCTG CTCAAAGCAAGCATTTCCGA
CLASS | KNOX homeobox transcription factor AT1G62360 Glyma.14G047000 CAACCTAGATTCTCAAGCTGAA CTTCTTGAGGCTCCCTAGATA
WRKY transcription factor 27 AT4G04450 Glyma.03G224700 CATACATGGACAACCGACAC GAGGCGATGAAGTTGAGAAG
ABI3L - B3 domain-containing protein AT5G06250 Glyma.02G200500 ACGTTAGCAGCAGGAAGA GATGATGCGCAGGATAGAAC
Heat stress transcription factor A3 AT5G03720 Glyma.10G066100 GGTTTGACCAAGGAGAAGAA CACTAACATTGAGGCCAGAG
Auxin response factor 5-like AT1G19850 Glyma.14G217700 CAGGTTCTGTAGGAAGATCAAT GTGTCATTCAGCAGACCAT
Homeobox-leucine zipper protein HAT1 AT4G16780 Glyma.17G144700 CCCAAATCCTCAACATCCGA ATCCGAAGAAGTGAAAGCCTC
Expansin-A10-like AT1G69530 Glyma.01G050100 TTCGCATTGCACAATACAGAG TTATGAGGACCAAGTTAAAGTAGG
Expansin-A6 AT2G37640 Glyma.07G132600 GTGATGCTTCTGGAACAATGG ATCCTGGTCGCACTTTATCTC
Expansin-like A1 AT3G45970 Glyma.11G096700 GAAGAATCAAGCAAGAAGCCT TCCAGTTTGAAGACCCAACC
a-xylosidase 1-like AT1G68560 Glyma.01G081300 GCTATTCAACCTATGTTGATCTCC CTGCTCCACTTCCTTCTAATCC
Tubulin a-4 chain-like AT1G04820 Glyma.20G136000 CACCTACACCAACCTCAACC ATTCAGTCACATCCACATTCAG
Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 2 AT3G23730 Glyma.05G150400 CACCCTTTACAGCATACTACC TATAAGAATCAAGCTCATTTGCCT
Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 22 AT5G57560 Glyma.13G094900 GTTCCCTTCCCAAAGAATCAG ATCTGTCTTCACAAGTCCACC
Endoglucanase 8-like AT1G70710  Glyma.08G043600 CTACCCGCAGAGAATACACC GGCTAAAGTAATACCGAGATCCAG
Endo-1,4-B-mannanase AT5G66460 Glyma.01G171900 TTATTGGAAGCTGGACTAGAAGG GTTATTTGCGATGAAGTCTGTC
Pectinesterase 3 AT1G53840 Glyma.16G014000 AAACAATCTCACAGCTCCCA GCTTCAAGAATGACCCAATATCAG
';Eﬁreceptor'"ke serine/threonine-protein kinase - \r4531420  Glyma.09G215700 TTTACTTGATGGAAACTTGGAGG TCTGCCACTTTGCATATACTC
B-1,3-galactosyltransferase 20 AT4G21060 Glyma.15G091500 GAGTTCTTTCTGCCTCAAATCAC GCACCACATTTACTTCCTTCC
65-kDa microtubule-associated protein 1 AT5G55230 Glyma.14G018300 CTTGGATGTGTACAAGAGAAAGG CTCCAAGTGCTGATAGAAGAGTG
Cellulose synthase A catalytic subunit 2 AT5G64740 Glyma.08G145600 GTCCATCCAATGCCTTATACC CACACTTCCATACCCATACAC
B-galactosidase 5-like AT1G45130  Glyma.14G070600 CATTAGGAACGTATGAGCAGG GGAGGATACTTATTGACCAAGGA

Ly



Quadro 3 - Genes (MRNAs) estudados no eixo embrionario de sementes de soja durante a embebicao.

Genes Locus Sigla Fungéao

1 N-glycosylase/DNA lyase OGG1 Glyma.06G115500 OGG1 Reparo de DNA

2 DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase Glyma.02G191100 ARP Reparo de DNA

3 NAC domain-containing protein 8-like Glyma.01G088200 SOGH1 Fator de transcricao - resposta a danos ao DNA

4 Metallothionein-like protein 1 Glyma.17G230500 MT1 Combate ao estresse oxidativo

5 Enolase Glyma.03G 190500 ENO Mobilizagao de reservas/energia - Glicolise

6 Thiol protease aleurain-like Glyma.17G049000 THIOL Mobilizagao de proteinas - proteases

7 Cysteine proteinase RD21a-like Glyma.14G085800 RD21a-like Mobilizagao de proteinas - proteases

8 CLASS | KNOX homeobox transcription factor Glyma.14G047000 KNOX1 TF - formagao/regulagdo meristema apical

9 WRKY transcription factor 27 Glyma.03G224700 WRKY47 TF - respostas a estresse bidtico e abidtico
10 ABI3L - B3 domain-containing protein At2g36080-like ~ Glyma.02G200500 ABI3L TF - arquitetura foliar e sinalizacao hormonal (ABA, GA, AlA)
11 Heat stress transcription factor A3 (HSFA3) Glyma.10G066100 HSFA3 TF - respostas a estresse
12 Auxin response factor 5-like (ARF) Glyma.14G217700 ARF5 TF - respostas mediadas por AIA
13 Homeobox-leucine zipper protein HAT1 Glyma.17G144700 HAT1 TF - Regulagédo da germinagao
14 Expansin-A10-like Glyma.01G050100 EXPA10 Relaxamento e expansao de parede celular
15 Expansin-like A1 Glyma.11G096700 EXPA1 Relaxamento e expansao de parede celular
16 Expansin-A6 Glyma.07G132600 EXPAG Relaxamento e expansao de parede celular
17 a-xylosidase 1-like Glyma.01G081300 XYL1 Remodelamento de xiloglucanos
18 Tubulin a-4 chain-like Glyma.20G136000 TUA Manutencao da forma celular
19 Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 2 Glyma.05G 150400 XTH2 Modificagao de parede celular
20 Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 22 Glyma.13G094900 XTH22 Modificagao de parede celular
21 Endoglucanase 8-like Glyma.08G043600 EGase Alongamento celular
22 Endo-1,4-B-mannanase Glyma.01G171900 MAN Relaxamento de parede celular
23 Pectinesterase 3 Glyma.16G014000 PME Modificagao de parede celular
24 LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FEI 1 Glyma.09G215700 FEI1 Proteina quinase envolvida no alongamento celular
25 B-1,3-galactosyltransferase 20 Glyma.15G091500 GALT20 Biossintese de glucanos - arabinoglucanos
26 65-kDa microtubule-associated protein 1 Glyma.14G018300 MICROTUBULE Regulagéo do crescimento celular
27 Cellulose synthase A catalytic subunit 2 Glyma.08G145600 CELLULOSE Formacgao de parede celular
28 B-galactosidase 5-like Glyma.14G070600 GALACTO Modificagao de parede celular

A%
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1.2.5.4 Quantificagao da expressao relativa por PCR em tempo real

Para a quantificacdo da expressao génica relativa dos genes candidatos e
dos genes de referéncia foi utilizado o kit KiCqStart® SYBR® Green qPCR ReadyMix
(Sigma-Aldrich), totalizando uma solugdo de 10,0 pL. Para controle negativo, o
cDNA foi substituido por RNase free. A amplificacido foi realizada em termociclador
optico Eco Real-Time (lllumina): etapa inicial de incubacdo a 50 °C durante 2
minutos, seguida de desnaturagcdo a 95 °C por 2 minutos, 45 ciclos com
desnaturacdo a 95 °C por 10 segundos e pareamento a 60 °C por 40 segundos. No
final do processo foi realizada a curva de melting seguindo os passos: 15 segundos
a 95 °C, 65 °C e 95 °C respectivamente. Os dados obtidos foram analisados no
software EcoStudy versao 5.0 da lllumina. Foram utilizadas duas repeti¢cdes
bioldgicas e duas repetigdes técnicas para cada amostra.

Os valores de Ct obtidos no software EcoStudy foram exportados para
planilha do Excel para calculo do AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), que se baseia
na reacdo exponencial da PCR. Para tal a expressdo QR = 224Ct onde QR
representa o nivel de expressédo génica; Ct representa o ciclo de amplificacdo no
qual cada amostra apresenta amplificacdo exponencial; ACt se refere a diferenca
entre o Ct da amostra amplificada para o gene alvo e o Ct da mesma amostra
amplificada para o gene referéncia; AACt representa a diferenga entre o ACt da

amostra de interesse em determinado tempo e o ACt da amostra de referéncia.

1.2.6 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 4
repeticdes para os testes fisioldgicos realizados. Os dados médios de germinagao,
emergéncia de plantulas a campo, longevidade (P50), crescimento e largura do
hipocétilo, crescimento e massa seca de plantulas, raiz e parte aérea,
envelhecimento acelerado (100% UR) e com uso de solugédo salina saturada de
NaCl (75% UR), condutividade elétrica e das analises bioquimicas foram
comparados pelo teste de Tukey com significancia de 5% de probabilidade
(FERREIRA, 2011). Os resultados de protrusdo radicular (T50) foram calculados

pelo software Germinator e as médias foram comparadas pelo teste t de Student
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(JOOSEN et al., 2010). Os resultados de atividade biospeckle, Ml e AVD, foram
comparados pelo teste de Mann-Whitney, com o auxilio do software Minitab™
versao 17.

Os dados de expressao relativa de genes obtidos foram analisados utilizando
o programa REST®, que realiza a quantificagdo comparativa pelo método de “Pair-
Wise Fixed Reallocation Randomization Test’ (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE,
2002). Para o calculo da quantificagéo relativa da expressao durante a embebicao, o
grupo controle foi representado pelas sementes secas (0 h). Para os calculos da
expressao relativa entre controle e estresse, os grupos controle adotados foram

sementes controle (CT) em cada tempo de embebigao.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Caracterizagao inicial das sementes

O déficit hidrico, imposto a partir de R5.5, ndo afetou significativamente o
peso de mil sementes (PMS), apesar da tendéncia de redugao observada para as
sementes produzidas sob as condigbes de estresse (Figura 6). Houve redugao de
PMS de 8% para a 133 EST e de 2% para Conq EST em relacdo ao respectivo
controle. No momento da colheita, o teor de dgua dos das sementes variou entre 10
e 11%.

Figura 6 - Peso de mil sementes, em gramas, de sementes de soja das cultivares BRS 133 (133) e
MG/BR-46 Conquista (CONQ) produzidas sob condigdes ideais (controle) e sob déficit hidrico
(estresse). CT — controle; EST — estresse. Colunas seguidas de n.s indicam que nao houve diferenca
estatistica entre os tratamentos pelo teste Tukey (p=0,05).
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Reducdes no peso de mil sementes de soja foram observados em condi¢des
de déficit hidrico induzidos no inicio do periodo reprodutivo (R1) (SALINET, 2009) e
durante a fase final de maturagéo e pré-colheita das sementes (R6) (PADUA et al.,
2009). Gava et al. (2015) avaliando o efeito do déficit hidrico em diferentes
subperiodos da cultura da soja (BRS 316-RR), encontraram valores inferiores de
peso de grdaos quando o déficit foi instalado entre R4 e R6, nédo tendo efeito no
periodo R7 a R8. Ou seja, ha variagdes na resposta dependendo da fase da cultura,
sendo o periodo R4 a R6 mais determinante para o peso de graos, enquanto o
potencial de redugao desse componente em razao do estresse é reduzido a partir de
R6.

Egli e Bruening (2004) avaliaram a intensidade do estresse hidrico desde o
inicio do enchimento e observaram redug¢des de peso de 9 e 35%, para as
condicdes de déficit moderada e severa, respectivamente. Estes autores destacam
que o efeito do déficit hidrico nesse componente é indireto, estando mais
relacionado com o encurtamento do periodo de enchimento do que com a taxa de
acumulo de matéria seca (g/planta/dia).

Periodos de déficit hidrico podem resultar em alteragdes fisioldgicas, quimicas
e bioquimicas na planta e na semente, com efeito variavel de acordo com o estadio
de desenvolvimento da planta e a intensidade e duragédo da escassez (DESCLAUX;
HUYNH; ROUMET, 2000). Redugédo nas taxas assimilagdo de CO2, condutancia
estomatica, mudancas na propriedade das membranas, expansao celular e foliar,
além de senescéncia acelerada podem ser observadas (FARIAS; NEPOMUCENO;
NEUMAIER, 2007).

O periodo reprodutivo € um dos mais criticos em relagéo a falta d’agua, sendo
a taxa de acumulo de matéria seca (MS) e a duragdo do periodo enchimento os
principais determinantes do rendimento da cultura, podendo levar a producédo de
sementes mais leves (BONATO, 2000).

Em plantas estressadas, a senescéncia de folhas € acelerada e ha redugao
do periodo de enchimento e de maturagdo de sementes de soja, que podem néo
completar a sequéncia de desenvolvimento programada, podendo ter o acumulo de
proteinas, lipidios, aminoacidos e substancias de reserva afetado (BREVEDAN;
EGLI, 2003; DESCLAUX; ROUMET, 1996; EGLI; BRUENING, 2004). Condigdes
adversas durante a maturagcdo podem afetar ndo s6 a produtividade, mas também a

qualidade fisiolégica das sementes.
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As condicbes de déficit hidrico impostas nao afetaram a capacidade de
germinagao das sementes, avaliada como porcentagem de plantulas normais e de
protrusdo radicular (>1 mm) (Figura 7). Enquanto todas as sementes apresentaram
protrusdo radicular (100%), a porcentagem de sementes que originaram plantulas
normais foi superior a 90%. A porcentagem de emergéncia de plantulas a campo
também nao foi afetada pelos tratamentos a campo, com valores entre 90,5 e 95,5%
(Figura 7).

Figura 7 — Germinacdo (plantulas normais) e emergéncia de plantulas a campo de sementes das
cultivares BRS 133 (133) e MG/BR-46 Conquista (Conqg) produzidas sob condigbes de ideais
(controle - CT) e déficit hidrico (estresse - EST). Colunas seguidas de n.s indicam que n&o houve
diferenca estatistica entre os tratamentos pelo teste Tukey (p=0,05).
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Os resultados de velocidade de germinagao (T50) indicam que houve efeito
negativo do déficit hidrico sobre o vigor das sementes (Figura 8). Com exce¢ao da
cultivar 133 em teste conduzido a 25 °C e com uso de solucdo salina saturada de
NaCl, em todas as demais condi¢cdes, as sementes produzidas sob déficit hidrico
levaram maior tempo para protrusdo radicular do que as sementes produzidas em

condigdes ideais, sendo, portanto, menos vigorosas.



47

Figura 8 — Tempo, em horas, para protrusdo de 50% das sementes das cultivares BRS 133 (133) e
MG/BR-46 Conquista (Conqg) produzidas sob condi¢ées de ideais (controle - CT) e déficit hidrico
(estresse - EST). Asterisco (*) indica diferenga significativa ao nivel de 5% de probabilidade (p< 0,05);
ns: ndo significativo (p =2 0,05).
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A medida que as condi¢gdes do teste foram se tornando mais adversas para a
germinacdo, as diferencas de vigor entre os lotes tornaram-se mais evidentes. A 10
°C e 15 °C, os resultados de T50 apontaram diferengas significativas entre sementes
de 133 CT e EST, e entre CONQ CT e EST.

Na avaliagado do vigor pela analise do crescimento de plantulas (Figura 9A),
nao houve diferenga estatistica entre os resultados de comprimento de plantulas e
suas partes para cultivar BRS 133. Para cultivar Conquista, os resultados de
comprimento indicam maior vigor das sementes EST em relagdo a CT, discordando
dos demais resultados encontrados. Ja os dados de massa seca nao foram

influenciados pelo déficit hidrico para nenhuma das cultivares (Figura 9B).
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Figura 9 — Comprimento (A) e massa seca (B) de plantulas, parte aérea e raiz das sementes das
cultivares BRS 133 (133) e MG/BR-46 Conquista (Conqg) produzidas sob condigbes de ideais
(controle - CT) e déficit hidrico (estresse - EST). Asterisco (*) indica diferenga significativa ao nivel de
5 % de probabilidade (p < 0,05); ns: ndo significativo (p = 0,05).
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A porcentagem de plantulas normais, avaliadas apdés o teste de
envelhecimento acelerado (100% UR), ndo variou entre as sementes produzidas sob
condigbes ideais e sob déficit hidrico (Figura 10A). Quanto ao teste de
envelhecimento conduzido com solugdo salina saturada de NaCl (75% UR), as
sementes produzidas em condi¢gdes otimas apresentaram maior resisténcia as
condicbes adversas impostas pelo teste e maior porcentagem de germinagao,
diferindo estatisticamente das sementes EST, para ambas as cultivares (Figura
10A). ApdGs o envelhecimento, os teores de agua observados variaram de 13,2 a
13,5%, indicando que o grau de umidade ndo influenciou nos resultados obtidos. O
teor de agua inicial das sementes submetidas ao teste variou de 10 a 11%,
chegando a teores entre 27,9 e 28,9% ao final do teste, indicando uniformidade das
condicoes do teste (MARCOS FILHO, 1999).
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Figura 10 - Envelhecimento acelerado tradicional (EA 100% UR) e com solugdo salina de NaCl 75%
UR (EA 75% UR), expresso em porcentagem de plantulas normais (A); Condutividade elétrica (CE)
(B) das sementes das cultivares BRS 133 (133) e MG/BR-46 Conquista (Conq) produzidas sob
condi¢des de ideais (controle - CT) e déficit hidrico (estresse - EST). Asterisco (*) indica diferenga
significativa ao nivel de 5 % de probabilidade (p < 0,05); ns: ndo significativo (p = 0,05).
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Em relagdo aos valores de condutividade elétrica (Figura 10B), os maiores
valores de liberagcdo de exsudados foram observados para as sementes EST das
cultivares 133 e Conquista, diferindo estatisticamente das sementes CT. Com o
avanco do processo de maturagdo, as membranas atingem o maximo grau de
estruturacao e seletividade, controlando a lixiviagao de solutos durante a embebigao.
Quando submetidas a estresse hidrico, o periodo de maturagéo € encurtado e os
padrdes de desenvolvimento da semente alterados (PEREIRA, 2017).

A germinagao nao foi afetada pelo déficit hidrico. Entretanto, os testes
fisiologicos realizados possibilitaram identificar diferengas nos niveis de vigor entre
as sementes produzidas sob déficit hidrico e controle. As sementes EST mostraram-
se menos vigorosas quanto a velocidade de germinagao (T50), principalmente sob
condicbes subodtimas, e nos testes de resisténcia a estresse. Esses resultados
indicam que o déficit hidrico durante maturagdo pode afetar o potencial fisiologico
das sementes em diferentes niveis, variando de acordo com a tolerancia do genétipo
as condicoes adversas de producgao.

A capacidade de germinagdo, o vigor e a longevidade vao aumentando
progressivamente durante o desenvolvimento até atingir a maxima qualidade
fisiologica, que posteriormente vai sendo reduzida em fungdo dos processos de

deterioragdo (BEWLEY et al., 2013). Para soja, a capacidade de germinagédo tem
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inicio a partir do estadio R5.5 e atinge seu maximo em R7.1; a maturidade fisiologica
(maturidade de massa) é alcangada em R7.2, enquanto o maximo vigor em R8. O
ultimo parametro adquirido € a longevidade, com aumento gradual até maximo em
R9 (PANOFF, 2016; LIMA et al., 2017; BASSO et al., 2018).

Além dos efeitos deletérios do processo de deterioracdo a que a semente
esta sujeita a partir do ponto de maturidade fisiolégica (maturidade de massa), as
condi¢cbes ambientais desfavoraveis durante o desenvolvimento e maturagédo podem
levar a formagdo de sementes de reduzido potencial fisiologico (LIGTERINK;
JOOSEN; HILHORST, 2012).

O potencial fisiolégico variavel entre as cultivares e as diferentes respostas
frente as condi¢cdes de déficit hidrico impostas podem ser compreendidos devido aos
diferentes niveis de tolerancia ao estresse hidrico e duracéo de ciclo das cultivares.
Enquanto a Conquista (MG/BR 46 Conquista) é suscetivel, BRS 133 é menos
suscetivel ao estresse (PADUA et al., 2009). Além desse fator, também diferem
quanto ao grupo de maturagdo, sendo a 133 de ciclo semiprecoce e a Conquista de
ciclo semitardio (ARANTES et al., 2010; EMBRAPA, 2010). Como evidenciado por
Carvalho et al. (2017), o grupo de maturacdo de soja pode influenciar nos
parametros de qualidade fisioldgica adquiridos e ha uma tendéncia cultivares de
ciclo mais curto produzirem sementes de maior longevidade, vigor e germinacéo.

Em condigbes de déficit hidrico durante o enchimento de soja, Dornbos et al.
(1989) observaram reducédo na germinacdo de apenas 5%, sendo o vigor mais
afetado, com reducdo da massa seca de plantulas e aumento da condutividade
elétrica, de 12 e 19%, respectivamente. Yaklich (1984) também relatam que a
germinacao nao foi afetada sob déficit hidrico, havendo apenas redugdo no vigor
(EA). Vieira et al. (1991) citam pequeno efeito do déficit hidrico no vigor avaliado por
envelhecimento acelerado, teste de frio e condutividade elétrica, sem efeito na
germinagao de soja. Bem como em trabalho realizado por Teixeira (2014), no qual
sementes de soja produzidas sob déficit hidrico a partir de R5.5 ndo apresentaram
reducdo de germinagcdo, mas houve redugdo de vigor avaliado por T50 e
crescimento de plantulas. Esses resultados estdo em consenso com os encontrados
nesse estudo.

Por outro lado, ocorréncia de déficit hidrico durante o desenvolvimento de
sementes também pode afetar a viabilidade da semente, além do vigor (DORNBOS
JR.; MULLEN, 1991; HEATHERLY, 1993). Como destacado por Samarah e Alqudah
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(2011), a variagao dos resultados encontrados na literatura revela a complexidade
do efeito do déficit hidrico na qualidade de sementes, variando de acordo com o
estagio de maturidade da cultura, severidade, duracdo e intensidade do estresse.
Além disso, o efeito seca pode ser potencializado por outras condigcdes ambientais
adversas, como altas temperaturas (EGLI et al., 2005; EGLI; TEKRONY; SPEARS,
2005).

Como ultimo componente da qualidade fisiologica adquirido ao longo da
maturacdo, a longevidade das sementes também foi afetada pelas condi¢cdes de
estresse (Figura 11). Para ambas as cultivares, as sementes de soja produzidas sob
déficit hidrico perderam mais rapidamente sua viabilidade. Aos 98 dias, nas
condigbes do teste de longevidade realizado neste estudo, as sementes de soja

chegaram a valores proximos a 5% de germinacgéo.

Figura 11 - Germinagédo ao longo do teste de longevidade em sementes de soja produzidas sob
condig¢des ideais (controle) e sob déficit hidrico (estresse).
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O efeito do estresse na longevidade das sementes de soja pode ser
observado ao analisar os resultados de P50 (Figura 12). As sementes CT da cultivar
133 apresentaram P50 de 84 dias e 82 dias para a cultivar Conquista. Enquanto as
sementes produzidas na condi¢cdo de estresse apresentaram P50 de 72 dias para
133 e 73 dias para Conquista, o que representa uma redugédo de 13 e 11% em

relacdo ao controle, respectivamente.
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Figura 12 - Valores de P50 (dias) em sementes de soja produzidas sob condi¢des ideais (controle) e
sob déficit hidrico (estresse). Asterisco (*) indica diferenca estatistica entre os tratamentos; e n.s
indica resultado ndo significativo entre os tratamentos pelo teste Tukey (p=0,05), dentro de cada

grupo.
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Estudos fisioldgicos, associados com analise de transcriptoma e proteoma
indicam que ha uma série de eventos complexos ocorrendo durante a maturagao
tardia, ndo somente a dessecagao das sementes (PANOFF, 2016; ROSSI, 2016;
LIMA et al., 2017). Entre a maturidade fisiolégica (R7.2) e a maxima longevidade
(R9), analises de redes de co-expressao indicam complexas mudangas no perfil de
expressdo de transcritos e fatores de transcricdo (FTs) envolvidos com a
longevidade (LIMA et al., 2017). A transicdo entre essas fases caracteriza-se pela
expressao de genes relacionados a degradacdo de clorofila, ao acumulo de
acgucares da série da rafinose (RFO), proteinas late embryogenesis abundant (LEA),
proteinas de choque térmico (HSP) e FTs da familia AP2/EREBP, WRKY, auxin
response factor (ARF), heat stress transcription factor (HSF), dentre outros
(NAKABAYASHI et al., 2005; PRIETO-DAPENA et al.,, 2006; CHATELAIN et al.,
2012; VERDIER et al., 2013; LIMA et al., 2017).

A capacidade de tolerar dessecagcdo e manter a viabilidade ao longo do
estado seco depende do acumulo de proteinas protetoras, como LEA (late
embryogenesis accumulating) e HSP (heat schock protein), e agucares soluveis
como sacarose e oligossacarideos (rafinose, estaquiose, verbascose). Em conjunto,
contribuem para a formacéo do estado vitreo, que dificulta a ocorréncia de reacdes
quimicas e favorece a manutencéo da integridade das membranas (CHATELAIN et
al.,, 2012; BEWLEY et al., 2013; SANO et al., 2016; LEPRINCE et al., 2017). Para
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espécies ortodoxas, como Glycine max e Medicago truncatula, o acumulo dessas
proteinas e acucares soluveis € intensificado no final da maturagcdo e esta
relacionado com a longevidade das sementes (CHATELAIN et al., 2012; LIMA et al.,
2017).

Durante o déficit hidrico, a redugdo no acumulo de agucares soluveis pode
estar associada a diminuigao na germinagao de sementes e no vigor das sementes
submetidas a condi¢des estressantes (SAMARAH; MULLEN; ANDERSON, 2009).
Com base nesses estudos, sugere-se que o déficit hidrico possa ter afetado o
acumulo de acucares soluveis e proteinas protetoras, o que refletiu na menor
longevidade e vigor avaliados pela velocidade de germinagao, desorganizagao das
membranas (maior lixiviagdo de solutos) e resisténcia a condigdes adversas no teste

de envelhecimento acelerado.

1.3.2 Comportamento das sementes durante a embebigao

O processo de germinagao se inicia com a embebi¢cdo da semente seca e tem
sua taxa de progresso e conclusdo estritamente dependente da disponibilidade de
agua no solo (FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016). Outras variaveis podem influenciar
0 processo de embebicado, tais como o teor de agua inicial da semente e o potencial
fisiolégico (VILLELA; NOVEMBRE; MARCOS FILHO, 2007).

Conforme observa-se na Figura 13, a embebi¢cdo das sementes de soja
obedece ao padrao trifasico de embebicdo. A fase | é caracterizada pela rapida
absor¢cado de agua e reativagdo do metabolismo, principalmente de atividades de
reparo a DNA e membranas. Na fase Il, o acréscimo no teor de agua é praticamente
constante e as atividades metabdlicas se intensificam, permitindo a retomada do
crescimento do eixo embrionario e protrusdo da radicula (fase Ill) (NONOGAKI,
BASSEL; BEWLEY, 2010).
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Figura 13 - Curva de embebigdo de sementes inteiras, eixos embrionarios e cotilédones de soja da
cultivar BRS 133 (A) MG/BR-46 Conquista (B) produzidas sob condi¢des ideais (CT) e sob déficit
hidrico (EST). Setas indicam inicio da protrusao radicular (1 mm).
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Inicialmente, nas primeiras 12 horas, as sementes apresentaram uma rapida
hidratagéo, atingindo teores de agua préximos a 40%. A seguir, pode-se observar a
fase intermediaria, entre 12 e 30 h, no qual a absorgao € mais lenta principalmente
na curva de sementes inteiras e cotilédones. Apés 30 h de embebicao, as sementes
atingiram cerca de 70% de teor de agua no eixo e 55% nos cotilédones e sementes
inteiras, o que foi suficiente para possibilitar a protrusdo da raiz primaria.

Observa-se comportamento semelhante entre a curva de sementes inteiras e
de cotilédones, enquanto a velocidade de hidratacdo do eixo embrionario & superior

e continua. Mesmo em sementes secas (0 h), o teor de agua no eixo embrionario foi,
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em média, 35% superior ao teor de agua de sementes inteiras. Enquanto nos
cotilédones e sementes inteiras o teor de agua permanece praticamente inalterado
apdés 24 h, no eixo embrionario continua crescente, principalmente a partir da
protrusdo da raiz primaria, em 30 h apds a embebicdo (HAE). Esses resultados
estdo em conformidade com os obtidos por Villela, Novembre e Marcos Filho (2007),
ao estudarem a marcha de absorg¢do de sementes de soja, e com Silva et al. (2014),
ao estudarem sementes de feijao.

A velocidade de embebicido varia de acordo com as partes constituintes da
semente, devido as diferengas na composi¢gao quimica, na morfologia e na fungéo
do tecido analisado. A hidratacido mais rapida do embridao pode ser atribuida a sua
localizagdo periférica e superficial, além do tamanho relativamente pequeno em
relacdo aos cotilédones (McDONALD et al.,, 1988). Somado a isso, o continuo
aumento no teor de agua é resultado do processo de germinagéo, que envolve o
alongamento e crescimento do eixo embrionario, processos dependentes da pressao
de turgor celular, dentre outros fatores (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015).

De acordo com o comportamento observado, ndo houve diferenga marcante
no padrdao de embebicdo entre as sementes e cotilédones oriundos de plantas
submetidas a déficit hidrico e a condigdes normais de producdo, para ambas as
cultivares (Figura 13A e 13B). Porém, houve variagao na velocidade de absorcao de
agua entre os eixos embrionarios, o que pode ter sido influenciado pela qualidade
fisiologica dos lotes. Na fase inicial da hidratagdo, entre 6 e 12 horas, os eixos
embrionarios dos lotes 133 CT e CONQ CT, de maior potencial fisiolégico,
absorveram menores quantidades de agua (68 g.kg™' e 91 g.kg™!, respectivamente),
em relagdo as sementes de 133 EST e CONQ EST (177 gkg' e 116 g.kg").
Durante a fase Il, entre 12 e 30 horas, o incremento no teor de agua foi superior nas
sementes mais vigorosas (CT), refletindo a retomada do crescimento do embrido
para protrusao da radicula.

A velocidade de hidratacdo pode ser afetada pela disponibilidade hidrica,
composi¢cdo quimica e potencial fisiolégico das sementes (VILLELA; NOVEMBRE;
MARCOS FILHO, 2007).

A rapida embebicdo em sementes menos vigorosas (EST) pode ser um
indicativo da desorganizacdo das membranas e menor eficiéncia dos mecanismos
de reparo. Essa embebicio rapida pode afetar entre a transicdo das membranas de

um estado gel (seco) para liquido cristalino, resultando na maior lixiviagdo de solutos
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(KRANNER et al., 2010). Com o avango do processo de maturagdo, as membranas
atingem o maximo grau de estruturagao e seletividade, controlando a lixiviagao de
solutos durante a embebigdo. Quando submetidas a estresse hidrico, o periodo de
maturagcdo pode ser encurtado e os padrdoes de desenvolvimento da semente
alterados (PEREIRA, 2017).

Por outro lado, o déficit hidrico pode levar a alteragao da composicdo quimica
de sementes de soja. Redugdo no teor de 6leo e aumento no teor de proteina de
sementes produzidas sob déficit hidrico durante o enchimento de grdos vém sendo
relatados (GHASSEMI-GOLEZANI; LOTFI, 2013; MERTZ-HENNING et al., 2017).
Dessa forma, o potencial matricial das sementes pode ter sido alterado devido as
diferencas entre lipidios e proteinas quanto a afinidade a agua, levando a maior
velocidade de absorgcédo das sementes produzidas sob estresse.

Em concordancia com os resultados encontrados nesse estudo, Rocha et al.
(1984) e Villela et al. (2007) também observaram que sementes de menor potencial
fisiolégico absorvem maior quantidade de agua na fase inicial de embebicdo. Em
contrapartida, Rossetto et al. (1997) verificaram que a velocidade de embebigao n&o

foi influenciada pelas diferencas de vigor.

1.3.3 Crescimento do hipocétilo

Os resultados de comprimento do hipocétilo indicam aumento do crescimento
no decorrer da embebicdo (0, 6 e 10 HAE), refletindo o inicio da expansao celular,
responsavel por impulsionar a protrusao radicular (Figura 14). Para as sementes da
cultivar BRS 133, ndo houve diferenca para comprimento do hipocdtilo entre
sementes EST e CT nos tempos avaliados, tendo o comprimento variado de 4,12
mm (0 h) a 5,45 mm (10 h), com o crescimento médio de 29% em 10 horas,
atingindo teor de agua proximo a 50%. Para a cultivar Conquista, houve diferenca
estatistica para comprimento do hipocétilo apenas para o tempo de 6 horas apods a
embebicdo, no qual o hipocétilo das sementes EST mediu 5,28 mm em comparagao
a 5,01 mm do CT. O crescimento médio do hipocdtilo, de modo geral, foi de 25%
apos 10 horas de embebigéo, atingindo 52% de teor de agua nesse periodo. Ja as
medidas de largura do hipocaétilo apresentaram pouca variagado durante a embebicao
(Figura 14B).
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Figura 14 - Medidas de comprimento (A) e largura do hipocétilo (B), em milimetros, nos tempos de
embebicédo de 0, 6 e 10 h para sementes das cultivares BRS 133 MG/BR 46 Conquista, produzidas
sob condigbes ideais (controle — CT) e sob déficit hidrico (estresse — EST); asterisco (*) indica
diferenca significativa ao nivel de 5 % de probabilidade (p < 0,05); ns: n&o significativo (p = 0,05).
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A expanséo celular, que se manifesta fisicamente no crescimento, é resultado
da atividade enzimatica, geneticamente controlada, e de forgas mecanicas exercidas
pela pressdo de turgor (COSGROVE, 2005). Enzimas hidroliticas, como as
expansinas (EXP), xiloglucano endotransglicosilase/hidrolase (XTH) e B-1,4-
glucanase atuam aumentando a extensibilidade da parede celular, permitindo o
alongamento da célula e protrusao radicular.

Estudos recentes com sementes de Arabidopsis e soja indicam que o
alongamento da radicula ndo é a principal regido responsavel pela protrusao, e sim
uma regido do hipocotilo adjacente a ela (SLIWINSKA; BASSEL; BEWLEY, 2009;
SOUZA; TOPHAM; BASSEL, 2017). Com base nesses resultados, informacgdes
sobre as taxas de crescimento do hipocétilo podem ajudar a elucidar diferencas de

vigor entre lotes de sementes.

1.3.4 Atividade enzimatica

Para avaliar a eficiéncia do sistema antioxidante, a atividade das enzimas
CAT, SOD e APX, e os niveis de H202 e de MDA das sementes produzidas sob

déficit hidrico e condi¢cdes 6timas foram mensurados e comparados (Figura 15).
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Figura 15 — Atividade bioquimica de sementes de soja das cultivares BRS 133 e Conquista
produzidas sob déficit hidrico (EST) e condi¢cdes o6timas (CT); Asterisco (*) indica diferenga
significativa ao nivel de 5 % de probabilidade (p < 0,05); ns: ndo significativo (p = 0,05).

50 - 0.006

A E B
Q
0 5 0.005
1 n.s %
—_ ©
-E - . 2 0.004 -
IS c
o L ‘€ 0.003 A
£ S
o 20 + I
Q I 0.002 *
T g n.s
£
10 k0001 1
O
0 0.000
133CT 133 EST Conq CT Conq EST 133CT 133 EST Conq CT Conq EST
0.16
Cc 104
0.14 n.s E D
°
< 0.12 n.s S 081
£ —= ©
Q N
©0.10 =3
§ 73 06 - n.s
= 0.08 - £ ns
£ o
£ i S 0.4
2o 06 g
a o
9 0.04 g
£ 024
0.02 =
) ﬁ
0.00 0.0
133CT 133 EST Conq CT Conqg EST 133CT 133 EST Conq CT Conq EST

3.0 ~ E
2.5 A _vL n.s

1

MDA (uM g FW™")
P

0.5

0.0
133 CT 133 EST Conq CT Conq EST

Os niveis de atividade de SOD e APX permaneceram inalterados entre as
sementes CT e EST das duas cultivares (Figura 15C e 15D). Observa-se redugéo
significativa na atividade da CAT e nos niveis de H202 para sementes EST da
Conquista em comparagao ao controle, sem variagao significativa para 133, apesar
de inferiores ao CT (Figura 15A e 15B). Ja para os niveis de MDA, os resultados
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revelam aumento significativo nas sementes de 133 EST em relagdo ao CT, com a
mesma tendéncia nas sementes da Conquista EST (Figura 15E).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produzidas constantemente
durante toda a vida da planta e desenvolvimento da semente, mesmo sob condicdes
favoraveis (BAILLY; EL-MAAROUF-BOUTEAU; CORBINEAU, 2008). A redugao
incompleta do oxigénio (O2) leva a formagdo de oxigénio singleto ('02), radical
superoéxido (O2), peroxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxila (OH") (APEL;
HIRT, 2004). Esses compostos podem ter efeito deletério ao reagir com proteinas,
lipidios, DNA e RNA, oxidando membranas celulares e organelas e afetando o
funcionamento normal da célula, ou efeito benéfico, atuando em vias de sinalizagao
na regulacdo do crescimento e desenvolvimento, além de respostas ao estresse
(FAROOAQ et al., 2009; KRANNER et al., 2010). O balango entre os niveis de ROS
gerados e inativados depende de um sistema complexo de moléculas antioxidantes,
como a glutationa, tocoferdis e acido ascoérbico, e enzimas, como a superéxido
dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), glutationa redutase
(GR) e glutationa oxidase (GPX), dentre outras (APEL; HIRT, 2004).

A SOD é responsavel pela dismutacao do radical superoxido (O2*7) em H202,
que pode ser toxico a célula (BAILLY; EL-MAAROUF-BOUTEAU; CORBINEAU,
2008). Ao mesmo tempo em que o controle dos niveis de H202 é realizado por duas
enzimas principais, APX e CAT (APEL; HIRT, 2004). Devido a baixa afinidade de
CAT ao H202, essa enzima é apontada como responsavel direta pela remogao do
excesso de ROS, enquanto a APX é responsavel pelo ajuste fino nos niveis de
peroxido, em virtude de sua alta afinidade. O estresse oxidativo causado por altos
niveis de ROS leva a peroxidagcédo de lipideos e a formagdo de MDA (CRUZ DE
CARVALHO, 2008). Em sementes secas, 0s processos nao-enzimaticos
responsaveis pela produ¢cdo de ROS sdo as reagcdes de Amadori e Maillard e a
peroxidagéo lipidica (EL-MAAROUF-BOUTEAU; BAILLY, 2008).

A eficiéncia dos mecanismos de reparo ativados na embebicdo é
determinante para a germinag¢ao das sementes e vigor (RAJJOU et al., 2008; SANO
et al.,, 2016). A alta atividade de CAT em sementes mais vigorosas pode indicar
melhor funcionamento do sistema antioxidante na prevencdo de danos entre o
armazenamento e a retomada do metabolismo da germinagéo. Diversos autores
relatam que o decréscimo no nivel de atividade da catalase durante o

armazenamento torna as sementes mais sujeitas a perda de viabilidade, como em
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sementes de milho (TIMOTEO; MARCOS-FILHO, 2013), algoddo (GOEL;
SHEORAN, 2003) e girassol (LINS et al., 2014). Outro periodo critico ao acumulo de
danos oxidativo é a dessecacédo de sementes, no qual sementes maduras e secas
apresentam altos niveis de enzimas removedoras de ROS, como a CAT e glutationa
redutase, e aumento na expressao de genes CATA7T (BAILLY et al., 2004). Esses
trabalhos sustentam a relagdo positiva entre os resultados fisioldégicos de
envelhecimento acelerado, condutividade elétrica e longevidade com os niveis de
CAT mensurados nesse estudo.

Os danos oxidativo causados por acumulo de ROS s&o largamente
documentados na literatura (APEL; HIRT, 2004; CRUZ DE CARVALHO, 2008;
KRANNER et al., 2010; SANO et al., 2016). Sementes submetidas a envelhecimento
acelerado apresentam aumento nos niveis de H202 e MDA, que causam a
deterioragdo das membranas e perda da capacidade de germinacao e vigor ao longo
do armazenamento (GOEL; SHEORAN, 2003; SONG et al., 2013). Em contrapartida,
altos niveis de H202 também tém sido correlacionados a maior porcentagem de
germinagdo e vigor de sementes, bem como envolvimento na aquisicdo da
tolerancia a dessecacgao (SAHU et al., 2017). Nesse estudo, o vigor e a longevidade
de sementes tiveram relacao positiva aos maiores niveis de H202e CAT, e menores
de MDA, o que pode indicar menor peroxidacao lipidica e possivel envolvimento de
H202 em vias de sinalizagéo.

Recentemente, o enfoque das pesquisas tém sido orientado quanto ao
envolvimento de ROS, principalmente H202, nas vias de sinalizagdo da aquisi¢cao da
tolerancia a dessecacéao, enfraquecimento do endosperma, germinagao e superagao
de dorméncia (LI-JUAN et al., 2008; WOJTYLA et al., 2016). Destaca-se que o
acumulo de H202 ndo ocorre apenas em situagdes de estresse, mas também
durante o metabolismo normal das plantas (fotossintese, respiragéo, crescimento,
senescéncia). Quando mantido em niveis normais, pode atuar como mensageiro
secundario na transdugio de sinais e interagir com Ca?* e horménios como acido
salicilico, acido jasmoénico, ABA, etileno, regulando a expressdo génica e o
crescimento e desenvolvimento das plantas, inclusive na percepcao do estresse
(NEILL; DESIKAN; HANCOCK, 2002; BAILLY; EL-MAAROUF-BOUTEAU;
CORBINEAU, 2008; LI-JUAN et al., 2008; JEEVAN KUMAR et al., 2015).

Todas as fases do desenvolvimento de sementes, desde a embriogénese até

a secagem e a permanéncia no estado seco (armazenamento), estdo associadas
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com flutuacbes nos niveis de ROS (BAILLY; EL-MAAROUF-BOUTEAU;
CORBINEAU, 2008). O balango entre as enzimas antioxidantes, as moléculas
protetoras (como agucares soluveis e tocoferdis) e os niveis de ROS determinam o
limiar entre o efeito benéfico ou deletério desses compostos nas células.

1.3.5 Atividade biospeckle ao longo da embebigao

As imagens biospeckle foram obtidas no decorrer da embebigdo, nos tempos
de 6, 10, 18, 24 e 30 horas, e os indices numéricos Momento de Inércia (Ml) e
Diferenca dos Valores Absolutos (AVD) foram calculados em duas regibes da
semente, na radicula e na regido central do hipocétilo de sementes de soja. De
modo geral, independente do indice adotado, da regido da semente analisada e da
combinagao cultivar e condicdo de produgdo, nota-se que os valores de atividade
biospeckle aumentaram com o decorrer da embebicdo (Figura 16 e 17).
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Figura 16 - Comportamento dos valores de AVD e M| de sementes da cultivar BRS 133 em fungéo do
periodo de embebicédo de 6, 10, 18, 24 e 30 horas. (A) AVD radicula; (B) AVD hipocdétilo; (C) Ml
radicula; (D) MI hipocdtilo; (E) Protrusdo radicular ao longo da embebigdo. Asterisco (*) indica
diferenga significativa pelo teste de Mann-Whitney dentro de cada tempo de embebicdo. CT —

controle; EST — estresse.
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Figura 17 - Comportamento dos valores de AVD e MI de sementes da cultivar MG/BR 46 Conquista
em funcdo do periodo de embebigédo de 6, 10, 18, 24 e 30 horas. (A) AVD radicula; (B) AVD
hipocétilo; (C) Ml radicula; (D) MI hipocoétilo; (E) Protrusao radicular ao longo da embebicao. Asterisco
(*) indica diferencga significativa pelo teste de Mann-Whitney dentro de cada tempo de embebicdo. CT

— controle; EST — estresse.
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Para a cultivar BRS 133, os maiores valores de AVD e MI foram observados
para sementes produzidas sob déficit hidrico nos tempos de 18, 24 e 30 horas na
regido da radicula, e no tempo de 18 h de embebicdo para a regido central do
hipocaotilo, em comparagdo com sementes CT (Figura 16). Para a cultivar Conquista,
os maiores valores de AVD foram observados para as sementes CT em 10 e 24
HAE na radicula e em 18HAE para a regidao central do hipocétilo, diferindo das
sementes do EST (Figura 17). Os valores de M| também seguem a mesma
tendéncia, com maior atividade biospeckle nos tempos de 10 h, tanto na regido
central do hipocétilo quanto na radicula, e 24 h apds embebicido no hipocatilo.

Durante a realizacdo do teste de biospeckle foram contabilizadas as
sementes que apresentaram protrusdo radicular, o que ocorreu a partir de 24 horas
apos a embebicdo para 133 e Conquista (Figura 16E e 17E). As sementes com
maior atividade biospeckle foram, de modo geral, 133 EST e CONQ CT,
corroborando com os resultados de protrusdo realizados durante a obtencao das
imagens.

Também é interessante observar que ha um nivel de atividade diferente para
cada cultivar avaliada, o que pode estar relacionado a caracteristicas genéticas
especificas, como coloragdo, composi¢cao quimica e teor de lignina das sementes.
Na maioria dos tempos de embebicio avaliados, os indices biospeckle da Conquista
foram superiores aos da cultivar BRS 133. De acordo com as informagdes de cada
cultivar, os teores de lipidios, proteinas e brilho da semente sdo diferentes entre as
cultivares e podem ter influenciado nos resultados (ARANTES et al.,, 2010;
EMBRAPA, 2010).

A analise de correlagdo entre comprimento (mm) e atividade biospeckle (MI)
no hipocotilo de sementes de soja mostra uma correlagdo positiva e linear, indicando
a tendéncia de aumento da atividade biospeckle a medida que o hipocdtilo se alonga
durante a embebigéo (Figura 18). A atividade biospeckle pode ser um fator norteador
da taxa de crescimento do hipocétilo e uma ferramenta a ser explorada para o
estudo do vigor.
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Figura 18 - Diagrama de dispersao entre atividade biospeckle (MI) e comprimento do hipocétilo (mm)
no decorrer da embebicdo de sementes de soja. Linhas correspondem a linhas de regressao linear.
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No eixo embrionario, a atividade biospeckle observada pode ser reflexo da
expansdo celular que impulsiona a protrusdo radicular (OGAWA; HANADA, 2003;
SLIWINSKA; BASSEL; BEWLEY, 2009), da pressédo de turgor e da atividade de
enzimas envolvidas no enfraquecimento e sintese de parede celular (COSGROVE,
2005), no reparo de danos ao DNA e na respiragao celular (NONOGAKI; BASSEL;
BEWLEY, 2010), da reorganizacao do sistema de membranas, dentre outros.

De acordo com Arizaga, Trivi e Rabal (1999), a atividade biospeckle, tanto
pelo calculo do MI quanto AVD, é diretamente proporcional ao nivel de atividade do
tecido analisado, indicando que altos valores representam alta atividade e vice-
versa. Assim, o aumento da atividade biospeckle observado durante a germinagao
pode ser derivado de movimentagbes moleculares e estruturais, como divisao
celular, alongamento, movimentagdo de organelas e reagdes bioquimicas (BRAGA
et al., 2009). Essa complexa movimentagdo interna, vinculada a atividade
metabdlica, varia de acordo com a fase de desenvolvimento, regido analisada, teor
de agua, nivel de deterioragao, temperatura e também com a posi¢éo e intensidade
da luz laser incidente (RABELO et al., 2005).

Resultados semelhantes foram encontrados por Fracarolli (2011) ao
correlacionar o potencial germinativo de sementes de Tabebuia heptaphylla (ipé
roxo) com valores de MIl. De acordo com o estudo, sementes de maior potencial
fisiologico apresentaram maiores valores meédios de MI, devido a maior atividade

metabdlica em comparagdo com sementes de baixo potencial germinativo. Além
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disso, ha redugdo dos valores de atividade a medida que o vigor e viabilidade
decrescem durante o envelhecimento acelerado.

A eficiéncia da técnica como um indicador da viabilidade também foi atestada
por Rodrigues et al. (2007) ao utilizarem o método MI para diferenciar tecidos mortos
e vivos em sementes de feijao. Também em sementes de feijao, Braga et al. (2003)
observaram valores maiores de Ml em sementes viaveis em comparagdo com
sementes inviaveis.

Vivas et al. (2016) relataram correlagdo positiva entre atividade biospeckle e
qualidade de sementes de café pelo teste de tetrazdlio, demonstrando também
maiores indices para sementes que originaram plantulas normais durante a
germinagdo. Ao longo da embebigdo, também observaram atividade superior na
regido do eixo embrionario em comparagao com os cotilédones, apontando relagéo
com o crescimento do embrido e atividade metabdlica. Braga et al. (2001) também
evidenciaram a sensibilidade da identificacdo de areas com diferentes niveis de
atividade em sementes de milho, sendo elas o endosperma e o eixo embrionario, o
qgue corrobora com os resultados encontrados.

Em sintese, a consolidagao da utilizagao da técnica para analise de sementes
depende de estudos especificos de calibracdo e das diversas variaveis que podem
afetar os resultados obtidos (ZDUNEK et al., 2013). Conforme evidenciado por
Braga (2000), o método é eficiente para identificar diferengas contrastantes entre
sementes de soja de alto vigor e sementes mortas e o grande desafio € o
aperfeicoamento técnico que permita identificar diferencas sutis relacionadas ao
nivel de atividade biolégica. Desvendar a influéncia das caracteristicas das
sementes de diferentes cultivares e espécies sobre a atividade biospeckle € um
desafio necessario para a futura utilizacao da técnica como ferramenta da analise de

qualidade de sementes.

1.3.6 Expressao de genes relacionados ao vigor

Os resultados observados revelam mudancas no padrdo de expressao
relativa de genes em sementes secas e nos tempos de 6 e 10 HAE (fase Il da

germinagao, de acordo com Figura 13A e 13B), para sementes de soja produzidas
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sob déficit hidrico e com diferentes niveis de vigor (Figura 19 e 20). Os genes
candidatos selecionados estdo envolvidos no reparo de DNA e combate ao estresse
oxidativo, no processo de respiragao celular, na regulagédo da transcricdo génica e

no remodelamento e sintese de parede celular.

Figura 19 - Expressao relativa de genes no eixo embrionario de sementes de soja - cultivar BRS 133
- produzidas sob déficit hidrico e condi¢cbes 6timas durante os tempos de embebigdo de 0, 6 e 10 h.
Controle - sementes produzidas sob condigbes 6timas; estresse — sementes produzidas sob déficit
hidrico. Sementes secas do controle (tempo zero) foram usadas como controle para o calculo de
expresséo relativa pelo método 2-44Ct,
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Figura 20 - Expresséo relativa de genes no eixo embrionario de sementes de soja — cultivar MG/BR
46 Conquista - produzidas sob déficit hidrico e condi¢gbes 6timas durante os tempos de embebigao de
0, 6 e 10 h. Controle - sementes produzidas sob condi¢gdes 6timas; estresse — sementes produzidas
sob déficit hidrico. Sementes secas do controle (tempo zero) foram usadas como controle para o
calculo de expressao relativa pelo método 2-24Ct,
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Pode-se observar que os resultados de expressao entre as cultivares e ao
longo da embebicdo foram variaveis, assim como o potencial fisiologico das
sementes. Essas diferencas na expressao relativa de genes envolvidos em diversas
funcbes ao longo da germinagdo podem ser atribuidas aos diferentes niveis de
tolerancia ao estresse hidrico (PADUA et al., 2009) e ao grupo de maturagéo de
cada cultivar (CARVALHO et al., 2017).

Para melhor compreensdo dos resultados de expressdo génica, 0os genes
avaliados foram agrupados e discutidos por similaridade de fungédo. Dentre eles,
merecem destaque no estudo do vigor de sementes os genes N-glycosylase/DNA
lyase, metallothionein-like protein 1, thiol protease aleurain-like e aqueles envolvidos

no relaxamento de parede celular e alongamento, como as expansinas, a-xylosidase
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1-like, tubulin a-4 chain-like, xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 2 (XTH2),

endo-1,4-B-mannanase e pectinesterase 3 (PME).

1.3.6.1 Reparo ao DNA

Para avaliar a influéncia dos mecanismos de reparo ao DNA no vigor das
sementes de soja produzidas, foi estudada a expressdo dos genes candidatos N-
glycosylase/DNA lyase OGG1 (OGG17) (Glyma.06G115500), DNA-(apurinic or
apyrimidinic site) lyase (ARP) (Glyma.02G191100) e NAC domain-containing protein
8-like (SOG1) (Glyma.01G088200) em sementes secas (0 h) e 6 e 10 horas apds a
embebigédo (HAE).

No decorrer da embebigcdo, a expresséo relativa do gene que codifica N-
glycosylase/DNA lyase OGG1 foi crescente nas sementes 133 CT, sendo 2 vezes
mais expresso em 6 e 10 HAE. Para as sementes da 133 EST e para Conquista CT
0s niveis permaneceram inalterados. Ja as sementes da cultivar Conquista
produzidas sob estresse apresentaram decréscimo na expressdao em 6 HAE, com
pico de expressao em 10 HAE. Observa-se que a expressdo desse gene foi duas
vezes superior nas sementes secas estressadas das duas cultivares em relagcéo ao
controle, sendo o mesmo observado para o gene DNA-(apurinic or apyrimidinic site)
lyase para 133, refletindo a expressdo dos transcritos armazenados ao final da
dessecacado. A maior expressdo de OGG1 em sementes produzidas sob déficit
hidrico corrobora com os resultados de expressdao do gene ortdlogo MtOGG1
observados em sementes de Medicago truncatula em resposta a condicbes de
estresse osmotico (PEG) e por metais pesados (CuCl2), em comparagao ao controle
(MACOVEI et al., 2011).

O aumento na expressao do gene ARP durante a embebicao foi significativo
apenas para 133 CT, enquanto para sementes EST a expressdo foi diminuindo,
mesmo sendo trés vezes mais expresso nas sementes secas em relagédo ao tempo
zero do controle. Para Conquista ndo houve variacdo na expressado. Esse
comportamento evidencia que as cultivares respondem diferentemente ao estresse,
com diferentes niveis de tolerancia e regulacdo da expressdo génica, como ja
observado nos resultados fisioldgicos. A influéncia do componente genético na

tolerancia ao déficit hidrico e expressao de genes em soja também foi observada por
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Guimaraes-Dias et al. (2012). Segundo esses autores, a expressao de genes varia
drasticamente de acordo com a duracido e intensidade do déficit, além de ativar
distintas vias de respostas moleculares para cultivares tolerantes e sensiveis.

De acordo com Rajjou et al. (2012), os primeiros processos ativados durante
a embebicdo correspondem ao reparo de danos ao DNA e organelas, que
dependem da tradugcdo de mRNAs armazenados. Além da fase de dessecacao e
armazenamento, a fase de embebicdo também €& correlacionada a altos niveis de
ROS, consequentemente, lesbes ao DNA e membranas (WATERWORTH et al.,
2011). Assim, a manutencao da integridade do DNA é essencial para que ocorram
as fases subsequentes e € considerada um componente essencial do vigor
(WATERWORTH; BRAY; WEST, 2015).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sado os principais agentes causadores
de danos a macromoléculas, induzindo varios tipos de lesbes ao DNA e mRNA,
como oxidagao de bases, geracdo de sitios apurinicos ou apirimidicos (AP) e
clivagem de fitas duplas de DNA (CHEN et al., 2012). O DNA é naturalmente instavel
em solugdo aquosa, e mesmo O baixo teor de agua das sementes (ortodoxas)
durante o armazenamento ndo evita que os danos as moléculas de DNA ocorram,
acumulando sitios AP durante esse periodo. Com o decorrer da embebicdo, ha
aumento ainda maior dos danos oxidativos, possivelmente causados por 7,8-
dihydro-8-oxoguanine (8-oxoG), aumentando niveis de AP (WATERWORTH; BRAY;
WEST, 2015). 8-0xoG sao removidos pelas enzimas DNA glicosilases e os sitios AP
sdo reparados por endonuclease ou liases (CORDOBA-CANERO; ROLDAN-
ARJONA; ARIZA, 2014). Além disso, o fator de transcricdo SOG1 (familia NAC) foi
recentemente identificado como regulador mestre nas respostas a danos de fita
dupla ao DNA em plantas, mediando a regulacdo transcricional de mais de 100
genes (YOSHIYAMA, 2011). Os fatores de transcricdo da familia NAC também sé&o
conhecidos por atuar na regulagcao de respostas a estresses bidticos e abidticos em
plantas (NURUZZAMAN; SHARONI; KIKUCHI, 2013).

ROS sado os principais agentes causadores de danos ao DNA e mRNA,
possuindo relagdo com a qualidade das sementes (VENTURA et al., 2012).
Sementes produzidas sob condi¢coes de déficit hidrico das cultivares BRS 133 e
Conquista, menos vigorosas e de germinacdo mais lenta, apresentaram maiores
niveis de MDA, o que pode ser um indicativo da menor eficiéncia no combate a

ROS. A partir desses resultados, faz-se um paralelo entre a ocorréncia de danos e a
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eficiéncia os mecanismos de reparo durante as primeiras horas de embebig¢ao
(VENTURA et al., 2012). A tendéncia ao aumento de OGG17 durante a embebi¢ao
em sementes de soja pode indicar maior eficiéncia dos mecanismos de reparo e
estar relacionada com a maior velocidade de germinagao e vigor observadas para
sementes de 133 CT em relagao a EST e também em relacdo a Conquista.

O processo de germinagao possui varios eventos iniciais e checkpoints que
precisam ser completados para que a germinagao ocorra normalmente (BASSEL et
al., 2011). Nesse contexto, uma semente vigorosa passara por estes passos
sequenciais mais rapidamente, completando o programa antes do que uma semente
menos vigorosa (FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016). Dentre essas etapas, o reparo
de DNA representa uma importante limitacdo para o vigor de sementes
(WATERWORTH; BRAY; WEST, 2015), de modo que o tempo gasto para os
reparos metabdlicos influencia diretamente na taxa de germinagdo das sementes
(MATTHEWS; KHAJEH-HOSSEINI, 2007).

Relagéo positiva entre genes que codificam enzimas de reparo ao DNA e o
vigor foram encontradas, como o gene AfLIG1 que codifica DNA ligase I, em
mutantes de Arabidopsis (WATERWORTH et al., 2009) e o gene AtOGG1 que
codifica a DNA glicosilase, também em Arabidopsis (CHEN et al., 2012). De acordo
com pesquisa conduzida por Waterworth et al. (2010), com mutantes de Arabidopsis
AtLIG6 e AtLIG4 (DNA ligase), esses genes n&o sdo apenas requeridos para rapida
germinagao sob condi¢des de estresse, mas também importantes para desempenho
das sementes (viabilidade, vigor e longevidade). Deficiéncia de AtLIG4 e AtLIG6 leva
a um decréscimo da viabilidade e germinagido/vigor de sementes, sendo
determinantes para a qualidade de sementes de Arabidopsis.

O aumento gradual nos niveis de transcritos de MtOGG7 também foi
observado em sementes de Medicago durante a embebigdo, com pico em 8 horas e
posterior decréscimo (MACOVEI et al.,, 2011). O mesmo comportamento foi
observado para transcritos do homodlogo AtOGG1 (AT1G21710), sendo altamente
expressos durante a embebicdo e a dessecacdo de sementes de Arabidopsis,
sugerindo importante fungdo desse gene no reparo de danos oxidativos ao DNA

durante as primeiras horas de germinagao (CHEN et al., 2012).
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1.3.6.2 Combate ao estresse oxidativo

A expressao relativa de Metallothionein-like protein 1, homdlogo de AtMT2,
aumentou ao longo da embebigdo para sementes CT e EST da cultivar 133.
Sementes de 133 produzidas sob condicbes de déficit hidrico apresentaram
expressao 8x superior ao CT, o que pode ser associado a maior tolerancia ao déficit
hidrico em comparagdo com as sementes EST da Conquista, com expressao relativa
apenas 3x superior. Aliado a isso, durante a embebicdo das sementes da Conquista,
os valores foram reduzidos em cerca de 3x. Essas diferengcas de comportamento
sugerem uma possivel relagdo entre a expressao de MTs em sementes de soja e 0
vigor de sementes produzidas sob estresse.

Dentre 0os numerosos mecanismos que atuam na protecdo ao estresse
oxidativo, as metalotioneinas (MTs) sdo proteinas de baixo peso molecular, ricas em
cisteina e que apresentam alta afinidade de ligacdo a metais pesados. Suas fung¢des
nas plantas ainda ndo sao bem definidas e variam de acordo com o tipo, mas tem
sido reportadas fung¢des quanto a regulagcédo do crescimento celular, reparo ao DNA,
homeostase de metais, desintoxicagdo e remocdo de ROS e metais pesados
(GRENNAN, 2011; RUTTKAY-NEDECKY et al., 2013).

Zhu et al. (2009) demostraram que a expressao do gene MT2a foi up-
regulada em sementes expostas a baixas temperaturas e a H202, mediando o
balango de ROS nas células. Também foi observado aumento na atividade de CAT
em mutantes mt2a e de MT2a em mutantes catf2, o que sugere uma compensagao
entre MTs e enzimas antioxidantes no combate ao estresse oxidativo. Plantulas de
arroz superexpressando o gene OsMT1a também apresentaram maior tolerancia ao
déficit hidrico e niveis mais elevados de enzimas antioxidantes como CAT, SOD e
APX (YANG et al.,, 2009). Essa associagdo entre nivel de expressdo de MT e
tolerancia a estresses abibticos pode ter contribuido para o desempenho fisiolégico
superior das sementes da cultivar 133. Por outro lado, o aumento da expressao
desses genes, ndo garante que as sementes apresentardo boa qualidade fisiolégica.

O perfil de expressao dos transcritos MT2a, MT2b e MT3 foi avaliado em
sementes de Nelumbo nucifera e Arabidopsis, revelando alta expressdo de MTs
durante o desenvolvimento de sementes e germinagdo. Essa expressao também foi

aumentada sob condicbes de estresse oxidativo, alta salinidade e presenca de
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metais pesados, além de alta atividade de SOD apds o envelhecimento acelerado.
Juntos, esses resultados indicam uma correlacdo entre a expressao de MTs e a
manutengdo do vigor e germinagdo das sementes, sob condi¢des de estresse
(ZHOU et al., 2012). Correlagdo positiva entre expressdo de MTs e qualidade
fisiolégica também foi observada em sementes de café (VELOSO, 2017).

A contribuicao efetiva de MTs na germinacgao e vigor de sementes e sua agao
antioxidante precisa ser complementada por meio de estudos de caracterizagao
funcional e transferida para espécies de importancia agricola, buscando a produgao

de sementes com maior tolerancia a estresses e armazenamento.

1.3.6.3 Genes envolvidos na respiracao celular e mobilizagao de reservas

A expressdo de enolase (ENO2), enzima envolvida na via glicolitica, foi
observada no eixo embrionario de sementes de soja secas e ao longo da
embebicdo, porém ndo foi significativa para nenhuma das cultivares, tanto em
sementes produzidas sob condi¢cdes de estresse hidrico quanto aquelas produzidas
em condi¢des ideais (Figura 19 e 20). A tendéncia de aumento foi observada apenas
para sementes 133 CT.

Homologos de ENOZ identificados no eixo embrionario de soja, apresentaram
valores crescentes a partir de 3 HAE até 24 HAE, revelando o aumento da atividade
glicolitica da sementes (BELLIENY-RABELO et al.,, 2016). Resultados similares
foram observados em sementes de tomate, que apresentaram aumento na
expressao relativa de enolases e alcool desidrogenases, indicando ativagao da
atividade respiratoria (MACHADO, 2007). Esperava-se aumento na expresséo
desses genes ao longo da embebigdo, principalmente para as sementes mais
vigorosas.

Os transcritos dos genes Thiol protease aleurain-like e Cysteine proteinase
RD21a-like (RD21a-like) que codificam para cisteinoproteases também foram
quantificados (Figura 19 e 20). No eixo embrionario de sementes 133 CT, a
expressao relativa de Thiol protease aumentou em 3x e a de Cysteine proteinase 2x
entre 0 e 10 HAE, sendo provavel que desempenhem papel no inicio da mobilizagao

de proteinas. Para 133 EST, os niveis de Thiol protease se mantiveram altos em



74

relacdo ao tempo 0 HAE, mas em 10 HAE comecaram a decrescer. Observa-se
também niveis de Thiol protease foram superiores em 3x em sementes secas EST
em relagdo ao controle. Para Conquista, ndo houve variagdo na expressao relativa
desses transcritos ao longo da embebigéo e entre sementes CT e EST.

A medida que as sementes secas absorvem agua, ocorre a retomada gradual
do metabolismo marcado pelo inicio da atividade respiratéria e degradagao das
reservas armazenadas na forma de carboidratos, proteinas e lipidios (NONOGAKI,
BASSEL; BEWLEY, 2010). A respiragcado celular depende da agao de sistemas
enzimaticos que hidrolisam os compostos de carbono armazenados, transformando-
os em substancias mais simples, soluveis e difusiveis, permitindo a translocagao
para os pontos de crescimento e biossintese de novos tecidos, além de gerar
energia na forma de ATP (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015).

Inicialmente, a sacarose e os oligossacarideos, como rafinose, estaquiose e
verbascose, constituem a principal fonte de energia durante germinacéo, seguida da
digestdo das reservas armazenadas, que € essencial durante a embebicdo e
determinante para o desenvolvimento da pléntula (BEWLEY et al., 2013). Em
sementes de soja, as principais reservas armazenadas correspondem a proteinas
(40%), carboidratos (35%) e lipidios (20%), que sao degradadas por proteases e
peptidases, amilases e lipases, respectivamente (MARCOS FILHO, 2015a).

As proteinas s&o hidrolisadas por clivagem de suas ligagdes peptidicas a
polipeptidios menores e/ou aminoacidos, que s&o direcionados para a biossintese
de novas moléculas ou degradados gerando energia (TAN-WILSON; WILSON,
2012). De acordo com a maneira com que hidrolisam o substrato, elas podem ser
agrupadas em endopeptidases, aminopeptidases e carboxipeptidases (proteinases).
Inicialmente, as endopeptidases clivam as ligagbes peptidicas, gerando pequenos
polipeptidios e levando a mudangas na conformacao da proteina, o que facilita a
hidrdlise por outros grupos enzimaticos (BEWLEY et al., 2013). De acordo com o
aminoacido presente no sitio catalitico da enzima, as endopeptidases sao
classificadas em serino, cisteino, aspartico e metaloproteinases. Até agora, as
cisteinoproteases figuram como as principais enzimas envolvidas na mobilizagao de
reservas em sementes (TAN-WILSON; WILSON, 2012).

Estudos moleculares ao longo da embebi¢cdo de sementes de soja, arroz e
tomate confirmam que a glicolise e vias respiratorias, bem como as vias catabdlicas

sdo ativadas logo no inicio da embebigdo, sustentando o crescimento do eixo
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embrionario (HOWELL et al., 2008; BELLIENY-RABELO et al., 2016). Desse modo,
enzimas envolvidas nas vias respiratorias, na hidrolise de reservas e na indugao do
ciclo celular sdo indicadores do processo de germinagao e constituem uma potencial
fonte de marcadores do vigor de sementes (CORBINEAU, 2012).

Em leguminosas, as proteinas de reserva sao principalmente as globulinas,
que podem ser classificadas em leguminas e vicilinas, sendo gradualmente
degradadas durante a germinagdo e crescimento da plantula, de modo especifico
para cada espécie (FREITAS; TEIXEIRA; FERREIRA, 2007). A presenca de
cisteinoproteases ja foi detectada em sementes secas de ervilhaca (Vicia sativa L.),
trigo-sarraceno (Fagopyrum esculentum), soja e abdbora, envolvidas na degradagao
de reservas durante a germinagdo (MUNTZ et al., 2001). Durante o processo
germinativo, nos cotilédones de sementes de Vigna unguiculata, houve diminuigdo
na principal proteina de reserva, a vicilina, apos 72 HAE. Nesse mesmo trabalho, a
atividade de proteinases cisteinicas foi detectada em sementes quiescentes (tempo
0), em 12 HAE e em 60 HAE nos cotilédones (OLIVEIRA, 2010).

A atividade de proteinases cisteinicas foi observada ao longo do
desenvolvimento, decaindo até o estagio final de maturagéo de sementes de Vigna
unguiculata. Durante a germinagao, sua atividade s6 foi observada no eixo
embrionario tardiamente, apos 24 HAE (LIMA, 2010). Enquanto estudos do padréo
de expressao de transcritos revelam altos niveis em sementes secas de Solanum
lycoperscium e aumento significativo de cisteino e serinoproteases ao longo da
embebicdo de sementes maduras, menores niveis sao observados em sementes
imaturas, que apresentaram menor velocidade de germinagdo (MACHADO, 2007).
Essas informagdes sugerem que variagdes na atividade de proteases podem ser um
indicativo da eficiéncia do processo de germinagdo, porém, como destacado por
Freitas et al. (2007), o padrao de degradagao de proteinas e atividade de proteases
€ variavel para cada espécie.

De acordo com Schlereth et al. (2000), as proteinases cisteinicas
armazenadas em sementes secas s&o responsaveis pela mobilizagdo de globulina
no inicio da germinagdo de Vicia sativa L, que é completada pela sintese de
proteinas de novo. Além dessa fungado, sua presenga em cotilédones de soja em
desenvolvimento sugere envolvimento no processo fisiolégico de dessecagéo
(NONG; BECKER; MUNTZ, 1995). Assim, a presenga dos transcritos de

cisteinoproteases em sementes de soja secas pode ser um indicio quanto a sua
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importancia no inicio da degradacao de proteinas armazenadas e as variagdes do
padrdao de expressdo observadas entre as cultivares revela a complexidade da
atividade das proteases e suas formas de regulagdo (TAN-WILSON; WILSON,
2012).

Esses resultados apontam a necessidade de uma abordagem genética e
protebmica mais profunda do padrdo de expressdo de proteinas envolvidas na
mobilizacdo de reservas durante a germinacao e inicio do desenvolvimento de
plantula em soja, buscando compreender a relagao entre a mobilizagdo de reservas,

0 processo respiratdrio e o vigor de sementes.

1.3.6.4 Expressao génica de fatores de transcrigao

A regulagéo da expressao génica, a nivel transcricional, € mediada por fatores
de transcricdo (FTs), que contém dominios de ligagdo ao DNA altamente
conservados e capazes de interagir com elementos regulatorios de agéo cis do DNA,
ativando ou reprimindo a expressdo em resposta a sinais enddégenos ou exdégenos
(SCHWECHHEIMER; BEVAN, 1998). Os FTs podem ser agrupados em familias
conforme o dominio de ligagdo ao DNA. De acordo com o banco de dados
PlantTFDB, em soja ja foram identificados 3747 FTs, agrupados em 57 familias.
Desse total, cerca de 50% de FTs foram detectados ao longo da embebigdo de
sementes de soja, enquanto 12% foram significativamente upregulados, o que
reflete a complexidade e importancia da regulacéo temporal e espacial dos fatores
de transcrigdo no processo de germinacao (BELLIENY-RABELO et al., 2016).

Com base em buscas na literatura, os fatores de transcricdo selecionados
para o estudo do vigor em sementes de soja foram KNOX1, WRKY47, ABI3L,
HSFA3, ARF5 e HAT1 (STAMM et al., 2012; ROSSI, 2016).

O fatores de transcricao KNOX, pertencentes a superclasse TALE, controlam
a formagcdo e manutencdo de meristemas apical, a morfogénese de orgdos e
regulam multiplas vias hormonais, incluindo auxina (AlA), brassinosteroides (BR),
citocinina (CK) e giberelina (GA) e outros FTs, como Homeobox, bHLH, YABBY,
NAC, WRKY, ARF, AUX/IAA, AP2/EREBP (TSUDA; HAKE, 2015). KNOX1 sao

importantes reguladores na manutengdo do meristema apical da parte aérea e na
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iniciagdo dos o6rgaos, principalmente no crescimento e desenvolvimento de folhas,
flores e vagens. Também garantem a manutengcdo de baixos niveis de GA no
meristema apical, favorecendo a dominancia e reprimindo a diferenciacdo celular
(BOLDUC; HAKE, 2009; HAY; TSIANTIS, 2010; SAKAMOTO et al., 2001).

Em sementes de Glycine max, o primeiro homeobox isolado foi o GmSBH1,
que codifica para um FT homeobox classe |, com possivel envolvimento no
crescimento e desenvolvimento de sementes e plantulas, além do aumento da
tolerancia a deterioracdo na pré-colheita, causada por alta temperatura e umidade
(SHU et al., 2015). De acordo com os autores, a expressao de GmSBH1 varia
conforme o tecido (cotilédone, embrido, tegumento, raiz de plantula, flor e vagem) e
a variedade de soja avaliada (sensivel e resistente). Durante a embriogénese de
sementes de soja e Arabidopsis thaliana, o aumento do nivel de expressédo de
transcritos de Sbh1 sugere que SBH1 tenha uma importante fungdo no
desenvolvimento do embrido das sementes em desenvolvimento (HAY; TSIANTIS,
2010; MA; MCMULLEN; FINER, 1994). Também em soja, o aumento significativo na
expresséo de Class | KNOX homeobox foi observado em sementes maduras (R9),
mas ndo em sementes imaturas durante a embebigdo (ROSSI, 2016).

Neste estudo, a expressao relativa de Class | KNOX homeobox foi constante
para ambas as cultivares durante a embebicdo. Contrariando o esperado, a
expressdo KNOX1 nao aumentou ao longo das 10 horas de embebigédo, porém nao
se pode descartar a atuacdo desse FT na germinagcdo e morfogénese, ja que
aumentos significativos foram observados mais tardiamente, apds 18 HAE (ROSSI,
2016) e 48 HAE em sementes de soja (SHU et al., 2015).

As sementes da cultivar Conquista, sensivel ao estresse, produzidas sob
déficit hidrico apresentaram expressao 2,5x superior ao controle no tempo zero,
enquanto nao houve variacdo entre 133 CT e EST. Similar ao observado nesse
trabalho, a expressao de proteinas GmSBH1 foi aumentada em condi¢cdes de alta
temperatura e umidade na pré-colheita de soja (WANG et al., 2012). Na sequéncia,
maiores niveis de expressao relativa do transcrito GmSBH1 foram observados no
embrido, cotilédones e tegumento da cultivar de soja sensivel a deterioragdo por
umidade e estresse térmico em relagdo a cultivar resistente (SHU et al., 2015). Em
conjunto, esses resultados sugerem o envolvimento de KNOX | em respostas a
estresses abidticos, como déficit hidrico e altas temperaturas.
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A expressao relativa do fator de transcricao WRKY também foi analisada. Nas
primeiras 6 horas de embebicao, a expressido foi aumentada em 2,5 e 3x para 133
CT e EST, respectivamente, com posterior declinio na expressao. Sementes secas
de 133 EST apresentaram 2,5x maior expressao que sementes secas do CT, o que
nao foi observado para Conquista. Durante a embebi¢cdo da Conquista, houve
redugdo na expressao ao longo da embebicdo para sementes controle e
estressadas.

Membros da superfamilia de fatores de transcricdo WRKY estdo envolvidos
na regulacdo de varios processos fisiolégicos e bioquimicos, como no
desenvolvimento de sementes (LUO et al., 2005), na germinagdo e dorméncia,
através da indugdo de ABA e repressao nas vias de sinalizagdo de GA (ZHANG,
2004; XIE et al., 2006; ZOU; NEUMAN; SHEN, 2008) e especialmente envolvidos
em respostas a estresse abidtico e bidtico (EULGEM et al., 2000). Proteinas WRKY
estdo envolvidas em respostas a estresse salino, hidrico e frio (ZHOU et al., 2008;
WANG et al., 2015;) e no aumento da resisténcia a patogenos (BHATTARAI et al.,
2010; JIANG et al., 2015).

Durante a embebigcdo, os altos niveis de expressao encontrados para a
cultivar 133, mais tolerante ao estresse, podem indicar que esse gene atue na
construcdo de um perfil mais tolerante ao déficit hidrico. A maior expressdo de
genes WRKY no genotipo tolerante de soja também foi observada em estudos
conduzidos por Dias et al., (2016), indicando o envolvimento desses genes nas rotas
de defesa contra estresse. Recentemente, também foi encontrada relacdo entre
WRKY e longevidade de sementes de Medicago truncatula (RIGHETTI et al., 2015)
e de soja (ROSSI, 2016).

Também ha relatos de atuagdo de membros da familia WRKY na regulagao
negativa da germinacgao, reprimindo a expressdao mediada por ABA, impedindo a
transcricdo de a-amilases (ZHANG et al., 2009; ZOU; NEUMAN; SHEN, 2008). Por
outro lado, a relacido positiva também foi observada, com aumento da expressao de
transcritos WRKY ao longo da embebigcdo de sementes de soja (ROSSI, 2016),
assim como observado para as sementes 133 CT e EST. Recentemente, analises
moleculares apontaram que o fator de transcricao HaWRKY10 atua como regulador
positivo da mobilizagdo de reservas durante a germinagao e desenvolvimento inicial
de sementes de girassol (RAINERI et al., 2016).
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Resultados similares foram observados na expressao relativa de Auxin
response factor 5-like (ARF5). Enquanto sementes secas de 133 EST apresentaram
expressao 2,6x maior expressao do que o CT, sementes secas da Conquista EST
apresentaram resultados 5x menores que o seu CT. Assim como WRKY, ARF
também parece estar envolvido na longevidade de sementes (RIGHETTI et al.,
2015; ROSSI, 2016). Os membros da familia ARF atuam nas vias de transducgao de
sinal de auxina, influenciando nos processos de crescimento e desenvolvimento das
plantas, como nos processos de divisdo e alongamento celular (KROGAN et al.,
2014). Em conjunto e com base nos resultados fisioldgicos, esses resultados podem
indicar participacao de ARF e WRKY na longevidade e vigor de sementes.

Outro fator de transcricdo importante para longevidade de sementes e
tolerancia a condigbes de estresse estudado foi o Heat stress transcription factor A3
(HSFA3). Essa familia de FTs modula a expressao de heat shock proteins (HSPs) e
small schock proteins, indispensaveis para as respostas a estresse (CHEN et al.,
2010) e regulacdo da longevidade de sementes (PRIETO-DAPENA et al., 2006).
Para ambas as cultivares, sementes secas do EST apresentaram 4,6x e 5,9x maior
expressao relativa de HSFA3, para 133 e Conquista, respectivamente. O aumento
significativo de expressao também foi observado ao longo da embebicdo para
ambas cultivares.

Durante a maturagao tardia, mais precisamente entre as fases R7.2 e R9,
mudangas na expressdao de transcritos HSF e acumulo de HSP sugerem
envolvimento na longevidade e tolerancia a dessecagcao de sementes de soja, além
do envolvimento de FTs das familias AP2/EREBP, ARF, WRKY, regulados por ABA
(LIMA et al.,, 2017; ROSSI, 2016). Proteinas HSP agem como chaperonas,
responsaveis pela estabilizacdo de proteinas e membranas sob condi¢cbes de
estresse. Além disso, as respostas a estresse abidtico indicam que HSFA3 e
DREB2C atuam em conjunto, regulando a expressao de HSP sob estresse térmico e
da enzima APX sob estresse oxidativo, modulando a sinalizacdo induzida por
estresse em Arabidopsis (CHEN et al., 2010; SONG; CHUNG; LIM, 2016). Por outro
lado, estudos de superexpressao de SIHsfA3 em tomate sugerem envolvimento nas
vias de sinalizagdo de GA e na expressao de HSP sob condicbes de estresse
durante a germinacéo (LI et al., 2013). Os resultados indicam aumento na expresséo
de transcritos HSFA3 em sementes produzidas sob condi¢des de estresse hidrico, o

que pode estar relacionado as condigdes desfavoraveis durante a fase final da
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maturagao; enquanto durante a embebicdo, especula-se envolvimento nas vias de
sinalizagao de GA durante a germinacgao.

Outro transcrito, o ABI3L, também teve sua expressao aumentada ao longo
da embebicdo e maturagdo de sementes de soja (ROSSI, 2016). Visando relacionar
a expressao desse transcrito ao vigor de sementes, a expressao relativa de ABI3L
também foi analisada. Como observado por Rossi (2016), a expressao do transcrito
aumentou ao longo da embebigcdo, tanto para sementes da 133, quanto da
Conquista, ndo havendo, portanto, relacdo direta com o vigor. Sementes secas da
Conquista produzidas sob déficit hidrico apresentaram expressao 3,3x superior ao
CT, o que nao foi observado para 133.

A superfamilia B3, da qual faz parte o ABI3L, possui diversas funcdes
identificadas, como na sinalizagdo hormonal (ABI3, RAV1 e ARF), no controle do
florescimento (TEM1-2, OsLFL e VRN1) e no crescimento de 6rgaos (ARF3, ARF4 e
NGA1-4), mas muito ainda precisa ser estudado para desvendar suas relagdes e
fungdes (SWAMINATHAN; PETERSON; JACK, 2008). Em Arabidopsis, os
homologos desse transcrito possuem relagdo com a arquitetura foliar (APEX4),
aspectos do florescimento (AP2/B3-like) (SHAO et al., 2012), regulagdo do tamanho
de semente (ZHANG et al., 2015) mas aparentemente ndo ha relagdo com as vias
de sinalizagao de ABA e germinacéo.

A regulagdo da germinacdo e dorméncia de sementes sofre profunda
influéncia de horménios, com reconhecida fungdo antagbnica entre GA e ABA.
Assim, genes que codificam proteinas que modulam o metabolismo dessas
moléculas sinalizadoras, principalmente os envolvidos na biossintese e desativacao
de GA e ABA sao importantes reguladores desses eventos (NONOGAKI; BASSEL,
BEWLEY, 2010).

Em plantas, as rotas de transducéo de sinal geralmente envolvem inativacao
de proteinas repressoras. Quando GA se liga ao seu receptor, GIBBERELLIN
INSENSITIVE DWARF 1 (G1D1), ha a formagdo do complexo GA-G1D1, que
interage com as proteinas repressoras DELLA e desencadeia sua ubiquitinagcéo e
degradacao via proteassomo (TAIZ et al., 2017). Apds a degradagao de DELLA, ha
ativacao de fatores de transcricdo e mudangas na expressao de genes responsivos
a GA, como expansinas e a-amilases (GUPTA; CHAKRABARTY, 2014). Dentre os
membros da familia DELLA, o REPRESSOR OF ga1-3 (RGLZ2) € um regulador

negativo que atua especificamente no controle da germinagao de sementes (LEE et
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al., 2002), e regula diretamente a expressao de FT Homeodomain-Leucinezipper
(HD-Zip) HAT4 e HB5 (STAMM et al., 2012).

A expressao relativa de Homeobox-leucine zipper protein (HAT1) foi superior
em sementes secas estressadas de ambas as cultivares de soja em relagdo ao
controle. Ja as sementes embebidas de 133 apresentaram pico nas primeiras horas
de embebicdo, com posterior declinio na expressdo. Para Conquista, apesar de
maior expressdo em sementes secas EST, em 6 HAE a expressao retornou aos
niveis iniciais do controle.

Stamm et al. (2012) sugere que HAT4, homdélogo a HAT1, identificado como
um gene marcador regulado diretamente por RGL2, tenha fungdo no
desenvolvimento, maturacdo e germinagcdo de sementes, devido a seus niveis de
expressao em sementes secas e embebidas de mutantes de Arabidopsis, o que
sustenta os resultados encontrados neste trabalho.

Conforme estudos conduzidos por Lee et al. (2002), a expressdo de RGL2 é
induzida pela embebi¢cdo e aumenta rapidamente nas primeiras horas, declinando
com o avango da germinagao, correspondente ao aumento nos niveis de GA. Ja em
estudos conduzidos por Bassel et al. (2004) com sementes de Arabidopsis, tomate e
soja, a expressao de RGL2 permaneceu alta durante a embebicéo e crescimento de
plantula, de modo que a regulacdo negativa de DELLA por GA nao é um pré-
requisito para que a germinagéo se complete. Apesar da expressao relativa de HAT4
estudada indicar alguma relagdo com a germinagdo e maturagdo de sementes de
soja, os resultados nao foram suficientes para diferenciar o comportamento de

sementes com diferentes niveis de vigor.

1.3.6.5 Genes envolvidos no alongamento e expansao celular

A germinagao sensu stricto se completa com a protrusdo da radicula, como
resultado do alongamento da regiao do hipocétilo (SLIWINSKA; BASSEL; BEWLEY,
2009; SOUZA; TOPHAM; BASSEL, 2017). Essa expansao celular, coordenada
principalmente pela agdo de giberelina (GA) (OGAWA; HANADA, 2003; CAO et al.,
2006; OH et al.,, 2014), depende da agao de enzimas hidroliticas envolvidas na

modificagdo e relaxamento de parede celular, como expansinas (EXP), xiloglucano
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endotransglicosilase/hidrolases (XTH), pectina metil esterases (PME) e [B-1,4-
glucanases (COSGROVE, 2005).

Motivado pela regulagao precoce de genes envolvidos na modificagdo de PC
e pela importancia do alongamento para a protrusao radicular, o comportamento de
um grupo de genes envolvidos nesse mecanismo de expansao foi analisado durante
a embebicao de sementes de soja.

A expressao relativa das expansinas expansin-A10-like (EXPA10), expansin-
A6 (EXPAG6) e expansin-like A1 (EXPAT) foi analisada durante a embebicao (Figura
19 e 20). Nas sementes 133 CT, observa-se aumento progressivo na expressao
relativa das trés expansinas durante a embebicdo, com destaque para EXPA10,
sendo 22 vezes superior ao tempo zero em 10 h de embebicdo. Ja as sementes
EST apresentaram comportamento similar apenas para EXPA10, aumentando em
18 vezes em relagdo a 0 h. Redugdes foram observadas ao longo da embebigao
para EXPA6 e EXPA1. As sementes secas produzidas sob déficit hidrico tiveram a
expressao de expansinas alteradas, apresentado expressao superiores ao CT (0 h)
em 2 (EXPAT), 3 (EXPA6) e 4,5 vezes (EXPA10), o que sugere atuagdo das
expansinas na tolerdncia ao déficit hidrico ou durante a maturagdo tardia. As
sementes da cultivar Conquista, produzidas sob déficit hidrico, também
apresentaram expressao superior em 5 (EXPA1), 4,7 (EXPAG6) e 2 vezes (EXPA10)
no tempo zero em relacdo ao CT. O aumento crescente durante a embebicao foi
observado para EXPA10 e EXPA6 nas sementes CT, enquanto no EST a tendéncia
foi de reducgao na expressao.

Durante a germinacgao, a expressao de expansinas, induzidas por GA, facilita
a extensao da parede celular e o enfraquecimento do endosperma em sementes,
favorecendo a protrusdo da radicula (CHEN; BRADFORD, 2000). Como a expressao
de expansinas é mediada por GA, Stamm et al. (2012) demostraram que RGL2, uma
proteina repressora DELLA, regula negativamente dois genes codificadores de
expansina, causando atrasos na germinagdo de sementes de Arabidopsis.
Confirmando o envolvimento de expansinas no enfraquecimento de PC e na
germinagdo mediada por GA, mutantes superexpressando o gene AtEXP2
apresentaram maior velocidade de germinacdo em comparagao com o gendtipo
selvagem, também sugerindo envolvimento na tolerancia a estresses abidticos
durante a germinagéo (YAN et al., 2014). Em soja, foi caracterizado o envolvimento

do gene GmEXP1 no desenvolvimento radicular, acelerando o crescimento e
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alongamento de raizes primarias (LEE et al., 2003). Nesse contexto, os resultados
encontrados nesse trabalho sugerem a relagao positiva entre vigor de sementes e a
expressdo relativa de expansinas, principalmente EXPA10 e EXPAG6, durante a
embebicdo. O envolvimento de expansinas pode ter influenciado positivamente na
maior velocidade de germinagao, inclusive em condi¢gdes subdtimas, como baixas
temperaturas e sob solugao salina de NaCl (Figura 8).

Andlises filogenéticas identificaram um total de 75 genes da expansinas no
genoma da soja, com variagbes no acumulo de transcritos entre os diferentes
tecidos e entre os membros de expansina avaliados, indicando o envolvimento em
multiplos processos durante o desenvolvimento de soja (ZHU et al., 2014). A maior
expressédo relativa de EXPA10, EXPA6 e EXPA1 observada em sementes secas
estressadas indica algum envolvimento em resposta ao estresse abibdtico imposto.
Enquanto estresse salino e osmotico reduziram significativamente o nivel de
expressao de AtEXP2, implicando que a ocorréncia de estresse pode inibir a
germinacdo das sementes (YAN et al., 2014), também ha relatos de regulagéo
positiva pelo estresse térmico (XU et al., 2007). Este padrao variavel de expressao
génica sob estresses abiodticos evidencia a amplitude de fungbes dessa familia
génica e enfatiza a importadncia de estudos de caracterizagdo molecular de
expansinas que possam ser direcionados para a melhoria das culturas.

Assim como observado para as expansinas em sementes 133 CT, a
expressao relativa dos transcritos XYL1, TUA, XTH2, EGase, MAN, PME e FEI1
aumentou ao longo da embebi¢cdo. Em comparagdo com as sementes produzidas
sob estresse hidrico, as maiores diferencas de expressao foram observadas entre os
transcritos de EGase, MAN, PME, FEI1 e GALTZ20.

Para as sementes da Conquista, as variagdes na expressao relativa dos
transcritos foram mais acentuadas durante a embebicido, corroborando com as
diferengas de vigor mais contrastantes entre sementes produzidas sob condigbes de
estresse e sob condi¢cbes ideais. De modo geral, as sementes CT apresentaram
maior pico de expressdo em 6 HAE, enquanto as sementes EST em 10 HAE. As
sementes secas estressadas apresentaram maior expressao relativa para todos os
transcritos relacionados com modificagdo na PC avaliados, sendo no minimo 2x
mais expresso o transcrito que codifica a proteina MICROTUBULE, e no maximo 5,3
vezes para XYL1 e XTH2.
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As hemiceluloses mais comuns em plantas correspondem aos xiloglucanos,
que sao polissacarideos compostos por uma cadeia principal de glicose (B-1,4) e
ramificagdes laterais de xiloses (a-1,6), que também podem apresentar ramificagdes
de galactoses e outros polissacarideos (FRANKOVA; FRY, 2013). De modo geral,
tém-se atribuido a expansinas e XTH o papel principal em atividades relacionadas
ao relaxamento de PC durante a germinagdao (COSGROVE, 2005; 2015). As
moléculas de XTH atacam os xiloglucanos, ja destacados pelas expansinas por meio
da quebra das pontes de hidrogénio entre eles e as microfibrilas de celulose, e
refazem a ligagdo glicosidica com a extremidade livre de outra cadeia de
xiloglucano, aumentando a extensibilidade da PC.

Em Arabidopsis, a expressdo de TCH4 (XTH) foi regulada por hormdnios
envolvidos no crescimento celular, como auxina, brassinosteréides e GA, com maior
expressao em folhas jovens, tricomas, primoérdios de raizes laterais, zonas de
abscisao e hipocdétilos em alongamento (XU et al., 1995). Em plantulas de soja, o
alongamento do hipocdtilo foi inibido pela baixa atividade de enzimas XTH,
demonstrando o importante papel dessa proteina no remodelamento de parede
celular no hipocétilo (WU et al., 2005).

Uma visao global do proteoma de hipocétilos de Arabidopsis também revelou
a importante presenca de proteinas XTHSs, expansinas, poligalacturonases, pectina
metilesterases, envolvidas na extensdo da parede celular (IRSHAD et al., 2008).
Também ha evidéncias quanto a repressdao por DELLA na expressao de varios
genes relacionados a esse processo, 0 que sugere que a liberagao da repressao de
GA por DELLA é crucial para a expressao desses importantes modificadores da
parede celular (CAO et al., 2006).

Dentro desse contexto, a enzima a-xilosidase também desempenha papel
essencial no remodelamento de xiloglucanos, na manutencado da integridade da
parede celular e na germinagdo de sementes. Glicosidases, como a-xilosidases,
atuam catalisando a hidrélise de polissacarideos, atacando os residuos terminais da
cadeia de aguicares (FRANKOVA; FRY, 2013). Segundo Shigeyama et al. (2016), os
transcritos detectados no embrido possivelmente atuam controlando o potencial de
crescimento e alongamento do hipocétilo durante a germinagao, diretamente por
meio de alteragdes fisicas de PC e indiretamente por meio da regulagdo hormonal.
Esses resultados corroboram com os encontrados nesse trabalho, no qual a relacéo
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entre expressao relativa de XYL foi positiva com os resultados fisiolégicos, para
ambas as cultivares.

Outro transcrito com expressao relativa superior em sementes controle em
comparagao com estressadas foi TUA. Subunidades de a- e B-tubulina fazem parte
da composi¢ao dos microtubulos, importantes para manutencao da forma celular e
também envolvidos na germinagdo, com expressdao aumentada durante a
embebicdo (CAO et al., 2006). Sementes 133 CT apresentaram expressao relativa
de TUA ligeiramente superior ao EST, enquanto para Conquista CT foi cerca de 8x
superior em relagéo ao EST, o que também sugere relagao com o vigor.

As tubulinas sado essenciais para a separagao das organelas durante a
citocinese. No decorrer da embebicado, as células iniciam a sintese de DNA (fase S)
e duplicam seu conteudo de DNA (fase G2), se preparando para a divisao celular
(fase M), que ocorre ap6s a protrusdo radicular em sementes (VAZQUEZ-RAMOS;
SANCHEZ, 2003). Assim, a presenga de tubulinas tem sido correlacionada a
eficiéncia do processo de germinagao, principalmente apos priming (DE CASTRO et
al., 2000; GALLARDO et al., 2002). Em sementes de café, o crescimento do eixo
embrionario durante a germinacao foi resultado da expansdo e alongamento das
células, tendo o preparo para a divisdo celular marcado pela sintese de DNA,
reorientacdo dos microtubulos e acumulo de B-tubulina (SILVA et al., 2008).

Nota-se também que a expressdo de endoglucanase 8-like (EGase) foi
superior em sementes CT em relagdo ao EST. Essas enzimas fazem parte da familia
das glicosil hidrolases, que tem como substratos a celulose e xiloglucanos de PC,
atuando em conjunto com XTH (COSGROVE, 2005). Estudos de caracterizagao
funcional de CEL1 fundamentam a ligacdo entre expressdo de EGase e
alongamento celular (SHANI et al.,, 1997). Em plantulas jovens de Arabidopsis, o
acumulo diferencial de CEL1 (EGase) foi observado na PC em diferentes érgaos da
planta, reforcando a correlagao entre a atividade dessa enzima na expansao celular
e sugerindo papel na biossintese de celulose (SHANI et al., 2006). Além disso, a
expressédo de endo-1,4-B-glucanases também foi observada durante a embebicéo,
sofrendo repressao de proteinas DELLA (CAO et al., 2006).

De acordo com Iglesias-Fernandez et al. (2011), a expressédo de mananases
(especialmente AIMANS, AIMAN7 e AtMANG) durante a embebigdo em sementes de
Arabidopsis € importante para a germinagao, provavelmente reduzindo a resisténcia

mecanica do endosperma micropilar e facilitando a protrusao, interferindo no tempo
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de germinagao (750). Esse comportamento na expressao de endo-B-mananases
também foi observado durante a embebi¢cao de sementes de café (DE FARIAS et al.,
2015). As diferengas na expressao de MAN ficaram evidentes entre sementes de
soja CT e EST e podem ser um indicio da sua importancia na germinagao.

As pectinas, constituidas principalmente de &cido galacturénico, séao
polissacarideos altamente hidratados e o principal componente da PC de plantas. As
pectinas metilesterases (PME) catalisam a desesterificagdo de pectinas em pectato
e metanol (EC 3.1.1.11), levando a modificacbes fisicas e bioquimicas de PC
(KOHLI; KALIA; GUPTA, 2015). A atividade de PME tém sido relacionada a varios
processos, dentre eles a germinagdo e alongamento do hipocétilo (BORDENAVE;
GOLDBERG, 1993). Durante a fase final de maturagdo de sementes de soja, a
desesterificacdo aumenta e a PC fica mais flexivel , 0 que aumenta a flexibilidade da
parede celular, permitindo que o tecido do eixo mude rapidamente o seu volume
sem danificar os tecidos durante a dessecacgao e posterior embebicdo (germinagao)
(KOCH et al., 1999).

Ha evidéncias de que o grau de metil-esterificacdo de pectina (DE%) limita o
crescimento celular, sendo necessario um nivel minimo para garantir o alongamento
celular normal do hipocétilo, favorecido pela plasticidade da parede (DERBYSHIRE;
MCCANN; ROBERTS, 2007). A expresséao relativa de PME foi mais acentuada a
partir de 6 HAE para 133 e Conquista CT em relacdo ao EST, o que pode ter
favorecido o alongamento e consequentemente, a velocidade de germinagdo das
sementes.

De modo geral, a atividade de proteinas envolvidas no afrouxamento de
parede, como as expansinas, XTHs, PMEs, endo-B-mananases e outas hidrolases,
resulta no deslizamento e afastamento das microfibrilas de celulose, permitindo a
entrada de agua e o alongamento celular. Como a protrusao radicular é resultado de
alongamento e nao divisdo celular (SLIWINSKA; BASSEL; BEWLEY, 2009), os
genes envolvidos nesse processo candidatos promissores para o estudo do vigor de
sementes. Novas pesquisas e diferentes abordagens sdo necessarias para elucidar

a real influéncia desse processo e desses genes no vigor de sementes.
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1.4 CONCLUSAO

O déficit hidrico imposto a partir do estadio R5.5 reduz a qualidade fisiologica
das sementes de soja produzidas, que apresentam menor velocidade de germinagéo
(T50), menor resisténcia a condicbes adversas impostas pelo teste de
envelhecimento acelerado, menor longevidade e maior lixiviagao de solutos.

Sementes de soja produzidas sob condigbes de déficit hidrico, menos
vigorosas, apresentam reducdo na atividade de CAT e nos niveis de H202, e
aumento nos niveis de MDA, indicio da peroxidacao de lipidios. Enquanto os niveis
de atividade de SOD e APX permanecem inalterados entre as sementes CT e EST.

A atividade biospeckle, avaliada pelos indices AVD e MI, aumenta no decorrer
da embebicdo de sementes de soja, em ambas as regides de interesse avaliadas
(regido central do hipocdtilo e radicula), independente da combinagado cultivar e
condicdo de producao. Ha relacdo entre atividade biospeckle e os resultados de
protrusao radicular realizados durante a obten¢&o das imagens.

A anadlise de correlagdo entre comprimento (mm) e atividade biospeckle (Ml)
no hipocdétilo de sementes de soja mostra uma correlagao positiva e linear, indicando
a tendéncia de aumento da atividade biospeckle a medida que o hipocdtilo se alonga
durante a embebigdo.

Durante as primeiras horas de embebi¢c&do, notam-se alteragdes significativas
na expressdo de genes relacionados a diversos processos ativados no inicio da
germinagao. A expressado dos genes N-glycosylase/DNA lyase, metallothionein-like
protein 1, thiol protease aleurain-like e aqueles envolvidos no relaxamento de parede
celular e alongamento, especialmente as expansinas, a-xylosidase 1-like, tubulin a-4
chain-like, xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 2 (XTH2), endo-1,4-3-

mannanase e pectinesterase 3 (PME) apresentam relagdo com o vigor.
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CAPITULO 2

EFEITO DO HIDROCONDICIONAMENTO NO DESEMPENHO FISIOLOGICO E NA
EXPRESSAO GENICA EM SEMENTES DE SOJA

RESUMO

O condicionamento fisiologico € uma técnica que permite aprimorar a qualidade
fisiologica das sementes, por meio da ativagdo do metabolismo pré-germinativo
(fases | e Il), sem que ocorra a protrusdo radicular, promovendo melhorias na
uniformidade, velocidade de germinagao e tolerancia a condi¢gbes adversas. Diante
disso, o objetivo foi definir o melhor método de hidrocondicionamento e avaliar os
efeitos no desempenho fisioldgico e na expressédo génica de sementes de soja. Para
definicdo do melhor método, sementes da cultivar BMX Poténcia foram submetidas
ao hidrocondicionamento por imersdo direta em solugdo ao hidrocondicionamento
entre papel, sendo avaliadas quanto a porcentagem (GMAX) e velocidade de
germinagao (T50). A partir da definicdo do hidrocondicionamento entre papel como a
melhor metodologia avaliada, sementes da cultivar BRS 133 e MG/BR 46 Conquista
produzidas sob condi¢bes ideais (CT) foram utilizadas para determinar a melhor
combinacgao temperatura e periodo de condicionamento. Com base nos resultados
fisiologicos, o método 15 horas a 22 °C foi definido para analise da expressao génica
e estudo do vigor nas sementes produzidas sob déficit hidrico e sob condigdes
ideais. Sementes condicionadas apresentaram maior porcentagem e velocidade de
germinagao, e inicio mais rapido da protrusdo, especialmente em temperaturas
subdtimas. A analise de expressdo de genes demonstrou que as sementes
condicionadas, de ambas as cultivares e condigdes de producgdo, apresentaram
maior expressao de transcritos envolvidos na respiracdo celular e mobilizacdo de
reservas, no alongamento e no remodelamento, modificagdo e sintese de parede
celular, refletindo o efeito benéfico do hidrocondicionamento sobre o desempenho
fisiologico das sementes.

Palavras-chave: Priming. Imersdo direta. Condicionamento fisiolégico. Velocidade

de germinacéo. Vigor.



104

ABSTRACT

Seed priming is a technique used to improve seed quality through the activation of
the pre-germinative metabolic events (phases | and IlI) while preventing radicle
protrusion, improving uniformity, speed of germination and tolerance to adverse
conditions. Therefore, the objective was to define the best hydropriming method and
evaluate the effects on the physiological performance and gene expression of
soybean seeds of different levels of vigor. To define the best protocol, seeds from the
cultivar BMX Potencia were subjected to hydropriming by direct imbibition in water
and hydropriming between papers. The effects of seed priming were evaluated by
maximum percentage of germination (GMAX) and the germination rate (T50). Based
on these results, the hydropriming between papers was defined as the best protocol
and, seeds of cultivar BRS 133 and MG/BR 46 Conquista produced under ideal
conditions (CT) were used to determine the best combination of temperature and
period of priming. The primed seeds during 15 hours at 22 °C showed the best
results and were used to study vigor and gene expression in seeds produced under
drought stress (EST). The hydropriming provided higher percentage of germination,
rate of germination (T50) and faster radicle protrusion, especially at suboptimal
temperatures. The priming for both cultivars and production conditions showed
higher gene expression of transcripts involved in various germination-related process
as respiration, reserve mobilization, cell elongation, cell wall loosening and
biosynthesis of cell wall, which may indicate the beneficial effects of priming on

physiological performance in primed seeds during germination.
Keywords: Priming. Soaking on water. Physiological conditioning. Germination rate.

Vigor.

2.1 INTRODUGAO

O vigor de sementes € uma caracteristica fisiolégica complexa, necessaria
para emergéncia rapida e uniforme a campo (VENTURA et al.,, 2012) e esta

associado a varios aspectos do desempenho de sementes, como na velocidade e
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uniformidade de germinagéo, crescimento de plantulas e resisténcia a estresse
durante a emergéncia e armazenamento (FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016). O uso
de sementes de alto vigor € essencial para o estabelecimento do estande, aumento
do rendimento das culturas e reducdo de custos de producdo, especialmente sob
condi¢gdes edafoclimaticas desfavoraveis (WU et al., 2017), cada vez mais
impactantes para a agricultura (HIRURAKI; LAZZAROTTO, 2011). Apesar de sua
importancia, o vigor ainda nao é priorizado em programas de melhoramento
genético, que visam tratos relacionados a produtividade e resisténcia a doencgas,
principalmente.

Diferencas de vigor entre as sementes podem ser explicadas como uma
consequéncia do envelhecimento, motivo pelo qual testes como o envelhecimento
acelerado e deterioracdo controlada sdo uteis para discriminar a resposta das
sementes (PRIETO-DAPENA et al., 2006; WANG et al., 2012). Por outro lado, lotes
de sementes de baixo vigor podem ser aprimoradas por meio da técnica de
condicionamento fisioldgico (priming), restabelecendo a germinagéo e a emergéncia
a campo sob condigdes ambientais adversas (BRADFORD, 1986; HEYDECKER;
GIBBINS, 1978).

O condicionamento fisiolégico consiste em submeter as sementes a
hidratagcdo controlada, o que permite ativagcdo do metabolismo pré-germinativo
(fases | e Il), sem que ocorra o alongamento celular e protrusdo radicular (fase IlI)
(HEYDECKER; HIGGINS; TURNER, 1975). A hidratagao controlada, seguida ou nado
de secagem das sementes, é interrompida antes que ocorra a protrusao radicular, a
partir da qual a semente nido tolera mais a dessecacdo (BRADFORD, 1986).
Durante as fases iniciais da germinagdo, a absorcdo de agua e hidratagdo dos
tecidos reativam o metabolismo, predominando as atividades de reparo a DNA e
membranas, reduzindo a liberacdo de exsudados. Também favorece a atividade do
sistema antioxidante, a sintese de enzimas hidroliticas e mobilizagao de substancias
de reserva, além de processos envolvidos no ciclo celular (CORBINEAU; COME,
2006).

Ha diversos métodos de hidratagdo que podem ser empregados para elevar o
teor de agua das sementes até niveis compativeis com a fase Il da embebigao.
Dentre as técnicas destacam-se o hidrocondicionamento, com utilizacdo exclusiva
de agua para hidratagdo; o osmocondicionamento, que utiliza solugdes de polietileno

glicol, sais ou manitol; e o matricondicionamento, com emprego de matriz umida,
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como argilas, areia e vermiculita (PAPARELLA et al., 2015). Dentre estes, o
hidrocondicionamento destaca-se por utilizar apenas agua, evitando possiveis
interferéncias de produtos quimicos ou do substrato no desempenho das sementes,
podendo ser realizado pela imersdo direta em agua ou embebicdo entre papel
(TILDEN; WEST, 1985).

Em sementes de soja, o hidrocondicionamento, seguido ou ndo de secagem
das sementes, tem sido destacado como benéfico, com melhorias na germinagéo e
principalmente no vigor, como no aumento da velocidade de germinacgéo,
comprimento de plantulas e resisténcia a deterioragdo durante o armazenamento
(COSTA et al., 2017; COSTA; BONASSA; NOVEMBRE, 2013; GIURIZATTO et al.,
2008; SADEGHI et al., 2011).

Apd6s o condicionamento fisiologico, as sementes estdo em um estado
metabdlico mais avangado, o que leva a uma reducgéo da fase /lag (fase Il), de modo
que ao serem reidratadas, completam mais rapidamente o programa de germinagao,
que ocorre de forma mais rapida e uniforme (PAPARELLA et al., 2015). Além dos
mecanismos de reparo ativados durante o condicionamento (HUANG et al., 2008),
permitindo a reorganizagao de membranas e redugao da liberacdo de exsudados
(GIURIZATTO et al., 2008), varios outros processos tém sido relacionados ao efeito
benéfico do priming. Destacam-se eventos relacionados ao ciclo celular (DE
CASTRO et al., 2000), a atuagao do sistema de protegédo antioxidante, representado
pelas enzimas catalase, superoxido dismutase, ascorbato peroxidase e glutationa
redutase (BAILLY et al., 2000; SUN et al., 2011) e enzimas envolvidas na
mobilizacéo de reservas (JOB et al., 1997).

Também tem sido relatadas mudancas na biossintese e sinalizacdo de
horménios, principalmente acido abscisico, giberelina e etileno (EL-ARABY et al.,
2006; LUTTS et al.,, 2016). Nakaune et al. (2012) demonstraram que o priming
aumentou a transcricdo de genes envolvidos na biossintese de giberelina,
juntamente com genes codificadores de enzimas envolvidas na modificagdo de
parede celular, incluindo expansina, (-1,3-glucanase, endo-B-mananase e
xiloglucano endotransglicosilase/hidrolases. Em sementes de soja, especialmente,
ainda ha uma lacuna quanto a técnica ideal para condicionamento, bem como seus
efeitos na expressao de genes.

Como destacado, o condicionamento de sementes provoca respostas

fisiolégicas, bioquimicas e moleculares complexas, estando intimamente ligado ao
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vigor, um dos componentes da qualidade fisiolégica mais beneficiado pelo
condicionamento. Desse modo, o entendimento dos mecanismos pré-germinativos e
seus eventos moleculares, ativados durante o condicionamento, constituem um
objetivo relevante para a pesquisa aplicada a biologia de sementes, com futuras
aplicagbes para agricultura (VENTURA et al., 2012). Assim, relacionar as respostas
fisiolégicas de sementes submetidas ao condicionamento fisioldgico e as alteragdes
na expressao de genes, que supostamente regulam a resposta ao priming, pode
contribuir para a compreensao do vigor de sementes.

Desse modo, objetivou-se avaliar métodos de condicionamento fisioldgico de
sementes de soja de diferentes cultivares e niveis de vigor, analisando seus efeitos
sobre a germinagao e velocidade de germinagao sob condigbes adversas e sobre a
expressdo de genes relacionados ao vigor.

2.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na School of Biosciences da Universidade de
Birmingham, Inglaterra, durante o periodo de setembro a dezembro de 2017. Para
isso, foram utilizadas as sementes de soja das cultivares BRS 133 e MG/BR 46
Conquista, produzidas em condicdes ideais e sob déficit hidrico apds estadio R5.5,
conforme descricdo do Capitulo 1 (133 CT, 133 EST, Conq CT e Conq EST). Para
os testes preliminares foram utilizadas sementes da cultivar BMX Poténcia RR,
cedidas pela Universidade de Birmingham.

Os protocolos de condicionamento fisiolégico corresponderam ao

hidrocondicionamento por imersdo direta em agua e hidrocondicionamento entre

papel.

2.2.1 Hidrocondicionamento por imersao direta

O primeiro protocolo testado foi o de imersdo em solucdo aerada, realizado
somente com as sementes da cultivar BMX Poténcia. Para isso, 3 repeti¢cdes de 30
sementes foram dispostas em sacos de nylon e colocadas em frascos de vidro
contendo 900 mL de agua destilada. Os frascos de vidro foram vedados com rolha

de borracha, supridos com aeragao constante por meio de uma bomba de ar (bomba
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de aquario) e mantidos em camaras de crescimento a 10, 16 e 22 °C, nos periodos
de 6, 18, 30 e 42 horas. Apds cada periodo de condicionamento fisiolégico, as
sementes foram colocadas em placas de Petri sobre trés folhas de papel filtro e
submetidas a secagem em camara de fluxo laminar durante 18 horas, a temperatura
ambiente (20 a 25 °C). Em seguida, as sementes foram cobertas com trés folhas de
papel filtro, umedecidas com quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes o peso do
papel seco e colocadas para germinar em camara de crescimento a 22 °C. A cada 8
e 16 horas, durante 7 dias, foi computado o numero de sementes que apresentaram
protrusdo radicular 21 mm de comprimento. Nesse trabalho, a germinagao foi
considerada como a protrusdo da raiz primaria. Os efeitos do condicionamento
fisiolégico foram avaliados pela porcentagem de germinagdo maxima (GMAX) e
velocidade de germinagao, avaliado como o tempo requerido para germinagao de
50% das sementes viaveis (T50). Esses resultados foram obtidos usando o mddulo
de ajuste de curva do software Germinator (JOOSEN et al., 2010). Sementes nao

submetidas a imersao direta em agua constituiram o tratamento controle.

2.2.2 Hidrocondicionamento entre papel

Inicialmente, as sementes da cultivar BMX Poténcia foram submetidas a um
pré-teste de hidrocondicionamento entre papel umedecido, por 6, 18 e 24 horas a 22
°C. As sementes foram colocadas para embeber entre duas camadas de filtro de
papel, em placa de Petri, com quantidade de agua destilada equivalente a 2,5 vezes
o0 peso do substrato seco e mantidas em camara de crescimento a 22 °C. A
contagem de protrusdo radicular e os dados foram calculados conforme descrigéo
do item anterior. A partir da comparagao dos resultados do condicionamento por
imersdo direta em agua e entre papel de sementes da cultivar BMX Poténcia, o
hidrocondicionamento entre papel foi definido como mais adequado, por meio da
analise dos efeitos fisiologicos, e utilizado na etapa subsequente.

Para determinar a melhor combinacdo temperatura e periodo de
hidrocondicionamento entre papel foram utilizadas apenas as sementes 133 CT e
Conq CT.

Assim, para o hidrocondicionamento, 3 repeticbes de 30 sementes dos lotes
133 CT e Conq CT foram colocadas para embeber entre duas camadas de filtro de
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papel, em placa de Petri, com quantidade de agua destilada equivalente a 2,5 vezes
0 peso do substrato seco, e submetidas as temperaturas de 10, 16 e 22 °C. Para o
condicionamento realizado a 22 °C foi testado o tempo de 15 horas, para 16 °C o
periodo de 18 horas e para 10 °C, os periodos de 24, 30 e 48 horas.

ApOs cada periodo, as sementes foram submetidas a secagem em camara de
fluxo laminar a temperatura ambiente (20 a 25 °C) por aproximadamente 18 horas.
Imediatamente ap6s a secagem, as sementes foram submetidas a germinagéo,
como descrito anteriormente, em camara de crescimento a 10, 16 e 22 °C. A cada 8
e 16 horas, contabilizou-se o numero de sementes que apresentaram protrusao
radicular (>1mm de comprimento), adotado como germinagdo. Os efeitos do
condicionamento fisiologico foram avaliados pela porcentagem de germinagéo
maxima (GMAX) e velocidade de germinagado, avaliado como o tempo requerido
para germinacao de 50% das sementes viaveis (T50), calculados utilizando o
modulo de ajuste de curva do software Germinator (JOOSEN et al., 2010).
Sementes n&do submetidas ao hidrocondicionamento constituiram o tratamento
controle.

A partir da avaliacdo do efeito do condicionamento fisiolégico sobre o
desempenho das sementes sob diferentes temperaturas, foi definido o melhor

método para analise da expressao génica e estudo do vigor.

2.2.3 Isolamento dos eixos embrionarios de soja

As sementes de soja dos lotes 133 CT, 133 EST, Conquista CT e Conquista
EST foram submetidas ao hidrocondicionamento por 15 horas a 22 °C, seguido de
secagem por periodo de 18 horas (como descrito no item 2.2.2) e novamente
embebidas por 2 horas para o isolamento dos eixos embrionarios e extracdo de
RNA. O controle consistiu de sementes embebidas por 2 horas, seguido do
isolamento dos eixos embrionarios. Os eixos embrionarios foram isolados em 3
repeticdes bioldgicas de 50 eixos e acondicionados em tubos plasticos de 1,5 mL,
congelados sob nitrogénio liquido e armazenados em ultrafreezer a -80 °C, até a

extracao de RNA.
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2.2.4 Extracao de RNA total

Para a extragdo do RNA foi utilizado o kit — RNeasy® Plant Mini da QIAGEN.
Seguindo as instru¢des do fabricante, foram transferidos aproximadamente 100 mg
do material macerado em nitrogénio liquido para um microtubo de 2 mL. Em
seguida, adicionou-se 450 uL de Buffer RLT, seguido de agitagdo em vortex para
homogeneizar as amostras. Logo apos o lisado foi transferido para as colunas de
QIAshredder e coletadas em tubos coletores de 2 mL, centrifugadas por 2 minutos a
rotacdo maxima. O supernadante foi transferido para novo tubo coletor, sem os
peletes. Em seguida, adicionou-se 0,5 volume de etanol (96-100%) e as amostras
(sem precipitados) foram transferidas para colunas RNeasy Mini em tubos coletores
de 2 mL e centrifugadas por 15 segundos a 10.000 rpm. O filtrado foi descartado e a
coluna de filtragem foi acondicionada a outros tubos coletores. Para cada amostra,
adicionou-se 700 uL de Buffer RW1, seguido de centrifugagao por 15 segundos a
10.000 rpm e descarte do filtrado. Adicionou-se 500 uL de Buffer RPE a coluna,
seguido de centrifugacado por 15 segundos a 10.000 rpm e descarte do filtrado.
Novamente, adicionou-se 500 pyL de Buffer RPE a coluna, seguido de centrifugagao
por 2 minutos a 10.000 rpm. As colunas foram acondicionadas em novos tubos
coletores de 1,5 mL e foi feita a eluicdo do RNA adicionando-se 35 uL de agua
RNAse-free H20, seguido de centrifugagdo por um minuto a 10.000 rpm. Para
maiores concentragdes de RNA, o RNA eluido foi utilizado, repetindo o ultimo passo.
Os RNAs extraidos foram quantificados em espectrofotdmetro Nanodrop-2000
(Thermo Scientific) e seus resultados expressos em ng.uL™'. A integridade das
amostras de RNA foi avaliada em gel de agarose 1,0% em cuba de eletroforese a 90

volts em 30 minutos.

2.2.5 Tratamento com DNase

Para garantir a pureza do RNA, as amostras foram submetidas a tratamento
com o kit DNase | da Invitrogen®. Para isso foram colocados em tubos eppendorf de
0,5 mL: 1 pg da amostra de RNA, 1 uL de 10X DNase | Reaction Buffer, 1 yl DNase
I, Amp Grade e Nuclease-free H20 até completar o volume de 10 pL. Os tubos foram



111

incubados em temperatura ambiente por 15 minutos, seguindo-se da adicdo de 1 pL
de 25 mM EDTA. Os tubos foram colocados em termociclador por 10 minutos a 65
°C. ApoOs decorrido esse periodo, foram armazenados em gelo até a sintese de
cDNA.

2.2.6 Sintese de cDNA

Para a sintese do cDNA foi utilizado o kit GoScript™ Reverse Transcription
System (Promega). A sintese do cDNA foi elaborada para uma reacéo de 10 pL,
utilizando para 1000 ng, conforme descrito no protocolo, onde o volume exato de
RNA foi dependente da quantificacdo fornecida no espectrofotdmetro. Para cada
tubo eppendorf de 0,5 mL foram transferidos 1 yL de Oligo (dT)15 Primer e 4 pL da
amostra de RNA (tratada com DNase). Em seguida, os tubos foram aquecidos a 70
°C por 5 minutos e colocados imediatamente no gelo por pelo menos 5 minutos.
Apds esse periodo, foram centrifugados e mantidos no gelo. O mix de cDNA (15 pL)
consistiu de 4 pL de GoScript™ 5X Reaction Buffer, 1,5 yL de MgCI2 (25mM), 1 L
de PCR Nucleotide Mix, 0,5 uyL Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor, 1 pL
GoScript™ Reverse Transcriptase e 7 yL Nuclease-free H20. Por fim, o mix do
cDNA (15 pL) foi homogeneizado com a solugdo de RNA tratada (5 yL) e levado
para o termociclador. As reagdes foram incubadas em Termociclador “Prime
Thermal Cycler” (Techne) sendo submetidas a temperaturas e tempos especificos
necessarios para a ativacdo inicial da enzima (25 °C por 5 minutos), sintese de
cDNA (42 °C por 1 hora), inativagdo da enzima (70 °C por 15 minutos) e finalizando
a ciclagem sob 4°C constante. A quantificacdo do cDNA foi realizada em
espectrofotbmetro Nanodrop-2000 (Thermo Scientific) e as amostras foram

armazenadas em freezer a -20 °C.

2.2.7 Quantificagao da expressao relativa por PCR em tempo real

Os genes candidatos e os respectivos primers utilizados nesta etapa foram
selecionados e desenhados conforme consta no Capitulo 1. Foram testados 2 (dois)
genes de referéncia (Importin beta-2 subunit family protein e 20S proteasome

subunit beta 1) e utilizados 26 genes candidatos para o estudo de expressao génica.
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Para a quantificacdo da expressao génica relativa dos genes candidatos e
dos genes de referéncia, foi utilizado o kit Brilliant Il Ultra-Fast SYBR® QPCR Master
Mix (Agilent), totalizando uma solugdo de 10,0 yL. Para controle negativo, o cDNA
foi substituido por RNase free water. Com a utilizacdo do termociclador AriaMAXx
Real-Time PCR System (Agilent), foi realizada a amplificagcdo dos fragmentos alvos:
etapa inicial de desnaturagao a 95 °C por 3 minutos, 40 ciclos com desnaturagao a
95°C por 5 segundos e pareamento a 60 °C por 10 segundos. No final do processo
foi realizada a curva de melting seguindo os passos: 30 segundos a 95°C, 65°C e
95°C respectivamente. Os dados obtidos foram analisados no software AriaMix
versao 1.3 da Agilent. Foram utilizadas trés repeti¢cdes bioldgicas e trés repeti¢coes
técnicas para cada amostra.

Os valores de Ct obtidos no software AriaMix foram exportados para planilha
do Excel para calculo do AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2008), que se baseia na
reacdo exponencial da PCR. Para tal a expressdo QR = 222Ct onde QR representa
o nivel de expressdo génica; Ct representa o ciclo de amplificagdo no qual cada
amostra apresenta amplificacdo exponencial; ACt se refere a diferenca entre o Ct da
amostra amplificada para o gene alvo e o Ct da mesma amostra amplificada para o
gene referéncia; AACt representa a diferenga entre o ACt da amostra de interesse
em determinado tempo e o ACt da amostra de referéncia.

Os dados de expressao relativa de genes obtidos foram analisados utilizando
o programa REST®, que realiza a quantificagdo comparativa pelo método de “Pair-
Wise Fixed Reallocation Randomization Test’ (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE,
2002). Para o célculo da quantificacdo relativa da expressdo das sementes
hidrocondicionadas, o grupo controle foi representado pelas sementes néo
condicionadas, para cada cultivar.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Comparacgao de métodos para o condicionamento fisiolégico

O condicionamento fisiolégico favoreceu o inicio da protrusdo radicular das
sementes de soja da cultivar BMX Poténcia, independente da temperatura de
condicionamento e do método de condicionamento (Figura 1). Pode-se observar que
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as sementes condicionadas por imersao direta, a 22 °C, comegaram a germinar
apos 24 horas, enquanto as nao condicionadas somente apos 32 horas (Figura 1A).
Quando condicionadas a 16 °C, o inicio da protrusdo deu-se a partir de 8 horas,
antecipando em 24 horas o inicio da germinagdo em relacao ao controle (Figura 1B).
E quando realizado a 10 °C, o condicionamento reduziu o inicio da protrusdo em 16
horas para o tratamento 6h/10°C, e em 18 horas para as demais combinacgdes
(Figura 1C).

A mesma tendéncia de reducdo do tempo necessario para o inicio da
protrusdo também foi observada para as sementes hidrocondicionadas entre papel
(EP). No condicionamento por 18 e 24 horas, as sementes condicionadas iniciaram
a germinacéo entre 0 e 8 horas, enquanto as ndo condicionadas apos 32 horas
(Figura 1D).

Figura 1 — Curva de germinacao, realizada a 22 °C, de sementes de soja da cultivar BMX Poténcia
nao condicionadas (controle) e apds condicionamento fisiolégico por imersao direta em agua por 6,

18, 30 e 48 horas, a temperatura de 22, 16 e 10 °C (A, B e C, respectivamente) e
hidrocondicionamento entre papel (EP) a 22 °C (D).
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Apesar de favorecer o inicio da protrusao radicular, o hidrocondicionamento
por imersao direta reduziu a germinacéao total das sementes (GMAX) a valores entre
15 e 70%, em comparagdo aos 83,3 % do controle (Figura 2). Em contrapartida, o
hidrocondicionamento entre papel favoreceu a germinacgao final em todos os tempos
avaliados, com destaque para o condicionamento EP 24 h, proporcionando

incremento de cerca de 10% na porcentagem final de germinacao (Figura 2).

Figura 2 — Germinacéo total (GMAX) realizada a 22°C, de sementes de soja da cultivar BMX
Poténcia ap6s hidrocondicionamento entre papel (EP; a 22°C) e por imersao direta em agua (por 6,
18, 30 e 42 horas, a 22, 16 ou 10°C). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott ao nivel de 5 % de probabilidade (p < 0,05).

100 4 @

Germinagéo total (GMAX)

Além da redugao da porcentagem final de germinagédo, o método por imerséo
direta ndo aumentou a velocidade de germinacao (T50) (Figura 3). Ja o
hidrocondicionamento entre papel proporcionou aumento de até 50% na velocidade
de germinagdo em relacdo ao controle, além de alta porcentagem de GMAX.
Somado a isso, a redugao observada na germinacé&o total para valores inferiores a
70%, faz com que o método por imersao direta ndo seja adequado para os estudos
posteriores.



115

Figura 3 - Velocidade de germinacéo (T50), a 22 °C, de sementes de soja da cultivar BMX Poténcia
apos hidrocondicionamento entre papel (EP; a 22 °C) e por imersao direta em agua (por 6, 18, 30 e
42 horas, a 22, 16 ou 10 °C). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-
Knott ao nivel de 5 % de probabilidade (p < 0,05). Asterisco (*) indica germinagao inferior & 50%.
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De modo geral, podem-se observar os beneficios do hidrocondicionamento
entre papel em comparagdo com o hidrocondicionamento por imersao direta, no
aumento ou manutengdo dos valores de GMAX, e na maior velocidade de
germinagao (T50), o que justifica a escolha do método EP para os estudos
seguintes.

A técnica de hidrocondicionamento (entre papel) tem sido destacada como
benéfica para a soja, com melhorias na germinagédo e vigor, como no aumento da
velocidade de germinacédo, comprimento de plantulas e resisténcia a deterioragéo
durante o armazenamento (SADEGHI et al., 2011; COSTA; BONASSA;
NOVEMBRE, 2013; COSTA et al., 2017).

A embebigdo de sementes constitui a fase | da germinagdo, na qual a
semente passa de um estado quiescente para um estado metabolicamente ativo,
caracterizado principalmente pela reorganizagdo do sistema de membranas,
mecanismos de reparo e inicio da respiragao (BEWLEY et al., 2013). A absorgéo de
agua se da por diferenga de potencial hidrico entre os tecidos da semente e do
substrato que contém agua, com velocidade de hidratagéo variavel de acordo com a
disponibilidade hidrica, temperatura, composi¢do quimica e potencial fisiolégico das
sementes (VILLELA; NOVEMBRE; MARCOS FILHO, 2007).

A medida que a agua penetra na semente, a membrana passa de um estado
seco (estado gel) para um estado cristalino liquido, com a reorganizagao das

proteinas e fosfolipidios de membrana, recuperando a permeabilidade seletiva e
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permitindo a retencédo de solutos no interior da célula (MARCOS FILHO, 2015). A
rapida embebicdo pode afetar a transicdo das membranas, aumentando a lixiviacao
de solutos e macromoléculas (KRANNER et al., 2010), podendo prejudicar o
processo de germinagao, levando a redug¢des na porcentagem final de germinagao e
no vigor das sementes (MARCOS FILHO, 2015).

Em condi¢cdes de ampla disponibilidade hidrica, como na imerséo direta das
sementes em agua (potencial hidrico préximo ou igual a zero), as sementes podem
absorver agua muito rapidamente, reduzindo o tempo para atuagdo dos mecanismos
de reparo e restabelecimento da integridade de membrana, levando a danos por
embebicdo, o que pode explicar as redugdes nos resultados de GMAX e menor
velocidade (T50) observados para as sementes condicionadas por imersdo direta
em agua em relagdo ao hidrocondicionamento entre papel (Figura 2 e 3). Resultados
semelhantes foram observados por Braccini et al. (1999), com redugdes drasticas na
germinagao e no vigor em sementes de soja submetidas a embebigao direta em
agua em relagéo a solugdo com polietilenoglicol (PEG), que controla a velocidade de
hidratagéo e favorece a germinagao.

As injurias causadas por hidratagdo rapida podem ser agravadas a baixas
temperaturas, podendo resultar em aumento na exsudacao e, possivelmente,
ruptura da estrutura das membranas (MARCOS FILHO, 2015). Os danos por
embebicdo rapida sob temperaturas subdétimas podem ser observados nos
resultados de GMAX e T50 de sementes submetidas a imersao direta em agua a

temperatura 10 °C.

2.3.2 Efeito do hidrocondicionamento entre papel sobre a qualidade fisiologica

das sementes

Dentre os protocolos avaliados, o hidrocondicionamento entre papel
proporcionou melhoria do vigor (T50) e da porcentagem de germinacgao total. Assim,
para definir a melhor combinacéo, as sementes da 133 CT e Conquista CT foram
submetidas a diferentes tempos de embebicido e temperaturas de condicionamento,
com germinagado conduzida em condi¢des otimas (22 °C) e subdtimas (16 e 10 °C)
(Figura 4).
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Figura 4 — Curva de germinagcdo de sementes de soja das cultivares BRS 133 e Conquista nao
condicionadas (controle) e apds condicionamento fisiolégico entre papel por 15 horas a 22 °C
(15h/22°C), 18 horas a 16 °C (18h/16°C) e 24, 30 e 48 horas a 10°C (24h/10°C; 30h/10°C; 48h/10°C).
Germinagao da cultivar BRS 133 realizada a 22 °C (A), a 16 °C (B) e a 10 °C (C); Germinagéo da
cultivar MG/BR 46 Conquista realizada a 22 °C (D), a 16 °C (E) e a 10 °C (F).

100 -

80 A

Germinagéo (%)

20 4

100 +

80 -

Germinagéo (%)

N
o
L

100 +

80

N
o

Germinagéo (%)

20 A

60

40 4

(2]
o
L

N
o
L

(o2}
o
L

BRS 133 MG/BR 46 Conquista
100 -
A
80 -
9
~ 60 4
o
S,
g
—e— Controle ‘€ 40 1 —e— Controle
—0— 15h/22°C @ —O0— 15h/22°C
—v— 18h/16°C © —v— 18h/16°C
—&— 24h/10°C 20 4 —a— 24h/10°C
—&— 30h/10°C —a— 30h/10°C
—0O— 48h/10°C —0— 48h/10°C
0 4
0 8 24 32 48 56 72 80 96 104 120 128 144 152 168 0 8 24 32 48 56 72 80 96 104 120 128 144 152 168
Tempo (horas) Tempo (horas)
100 1

Germinagao (%)

80 -

0 8 24 32 48 56 72 80 96 104 120 128 144 152 168
Tempo (horas)

Germinagao (%)

0 8 24 32 48 56 72 80 96 104 120 128 144 152 168
Tempo (horas)

As curvas de germinagdo permitem

80 -

60 -

40 4

20 4

0 8 24 32 48 56 72 80 96 104 120 128 144 152 168
Tempo (horas)

0 8 24 32 48 56 72 80 96 104 120 128 144 152 168
Tempo (horas)

visualizar os beneficios do priming,

sobretudo sob temperaturas subdtimas de germinagédo. A temperatura, junto com a

agua e disponibilidade de oxigénio, constitui os parametros determinantes para a

germinagao de sementes. A amplitude ideal para a germinagao de sementes de soja
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se situa entre 20 e 30 °C (BRASIL, 2009). Devido a temperatura de 10 °C ser
bastante drastica para sementes de soja, as sementes ndo condicionadas levaram
entre 56 e 72 horas para o inicio da protrusio radicular, com reduc¢ao da velocidade
de germinacéo, evidenciando o efeito positivo do condicionamento fisiolégico (Figura
4).

Dentre os efeitos do condicionamento, um dos pontos mais vantajosos é seu
efeito benéfico em condi¢cdes de estresse. Resultados superiores aqueles obtidos
com sementes ndo condicionadas de varias espécies tém sido relatados na
literatura, especialmente sob condigcdes adversas como baixas e altas temperaturas,
déficit hidrico ou salinidade (PILL; FRETT; MORNEAU, 1991). Pereira et al. (2009) e
Gouveia et al. (2017) observaram efeito positivo na germinagcédo de sementes de
cenoura e milho submetidas a baixas temperaturas de germinagdo. Nascimento
(2005) também observou melhoria na germinagdo de cucurbitaceas (meldo e
melancia) e solanaceas (berinjela e tomate) sob temperaturas subédtimas. Em
sementes de soja, Tilden e West (1985) observaram aumento da resisténcia a
condigbes de envelhecimento acelerado e menores valores de condutividade
elétrica, sugerindo a ocorréncia de reparo metabdlico durante o condicionamento,
principalmente da membrana plasmatica.

Os dados de GMAX indicam que o condicionamento nao influenciou a
germinacgao final das sementes da cultivar BRS 133, ndo diferindo estatisticamente
do controle, para as trés temperaturas avaliadas (Figura 5A). Para a cultivar
Conquista também nao houve diferenga de desempenho entre os tratamentos na
germinagao conduzida a 22 e a 16 °C (Figura 5B). Ja na germinacao a temperatura
subdtima de 10 °C, as sementes submetidas ao hidrocondicionamento por 15h/22°C,
18h/16°C e 48h/10°C apresentaram porcentagem final de GMAX superior as
sementes n&do condicionadas e aos tratamentos 24h/10°C e 30h/30°C.

Além da germinacao final, uniformidade e velocidade de germinacdo, a
resposta de sementes condicionadas a adversidades € um importante parametro
para avaliar o efeito do condicionamento. Quando expostas a 10 °C, as sementes da
Conquista dos tratamentos 24h/10°C e 30h/10°C foram os que apresentaram
menores porcentagem de germinagdo, o que indica menor eficiéncia desses
tratamentos na melhoria do desempenho das sementes. Esses resultados
demonstram que o condicionamento a baixas temperaturas pode ser prejudicial a

germinagao, principalmente sob temperaturas subdtimas. A utilizacdo de
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temperaturas baixas no condicionamento determina aumento do periodo em que as
sementes liberam exsudados durante a hidratagao, ja que os mecanismos de reparo
sdo retardados pela temperatura (HEYDECKER; HIGGINS; GULLIVER, 1973).

Figura 5 - Efeitos do hidrocondicionamento entre papel na germinacao total (GMAX) de sementes de
soja da cultivar BRS 133 (A) e da cultivar MG/BR 46 Conquista (B) realizadas a temperatura de 22,
16 e 10 °C. *Médias seguidas de mesma letra, para cada temperatura, ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott ao nivel de 5 % de probabilidade (p < 0,05).

A a a @ @ a a a a a a a a 2 a a @
100 - a—I—TT§ = [ R a T—I——I—dg
_ 0] \ \ \
3 80 N\ N\ \
& 70 \ N X
= 60 - X N\ N\
i) R iy R
L 50 - § % i
\ \ \
e 30 - § \\§ §
E 4. \ \ \
5 X N X
O 10 - N N N
o] N N \i
22°C 16°C 10°C

mControle ®15h/22°C 0O18h/16°C ©24h/10°C O30h/10°C ®48h/10°C

W

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

a

a
a
—I—_I__I_

a a a
—I——I——I— a—I— a

Germinagao total (GMAX)

o

22°C 16°C 10°C
mControle ®15h/22°C 0O18h/16°C ©@24h/10°C 0O30h/10°C =48h/10°C

Alteragbes na porcentagem de germinacado final sdo menos drasticas e
evidentes que redugdes no vigor, avaliada como velocidade de germinacao (Figura
6). De modo geral, o efeito do hidrocondicionamento foi benéfico para as sementes
de soja, que apresentaram maior velocidade de germinacgéo e inicio mais rapido da

protrusao.
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Figura 6 - Efeitos do condicionamento fisioldgico por hidrocondicionamento (entre papel) na
velocidade de germinacao (T50) de sementes de soja da cultivar BRS 133 (A) e da cultivar MG/BR 46
Conquista (B) realizadas a temperatura de 22, 16 e 10 °C. *Médias seguidas de mesma letra, para
cada temperatura, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5 % de probabilidade (p <
0,05).
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Pode-se observar que a germinagdo realizada a 22 °C, as sementes
condicionadas da cultivar BRS 133, em qualquer combinacao periodo e temperatura,
apresentaram maior velocidade de germinacgéo quando comparadas ao controle. A
16 °C, observa-se a mesma tendéncia, com excec¢do do tratamento 24h/10°C, que
se equiparou ao controle. Para germinacgéo a 10 °C, destaca-se o condicionamento a
15h/22°C, que reduziu em mais da metade o tempo necessario para atingir 50% da
germinagao (T50) em relagdo ao controle, diferindo estatisticamente dos demais

tratamentos (Figura 6A).
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Para as sementes condicionadas da cultivar Conquista, as combinagdes
15h/22°C, 18h/16°C e 48h/10°C apresentaram as maiores velocidades de
germinagédo a 22 °C. A 16 °C, ndo houve diferenca entre os tratamentos. Ja a 10 °C,
com excecdo do condicionamento a 24h/10°C, as demais combinagdes de
condicionamento proporcionaram aumento da velocidade de germinagao (Figura
6B); destaque para o condicionamento 15h/22°C, em que o aumento da velocidade
de germinacéo foi de 54% em relagédo ao controle.

Vale destacar que para a temperatura de germinagédo a 10 °C, em ambas as
cultivares, o hidrocondicionamento 15h/22°C foi o uUnico em que as sementes
comegaram a germinar entre 0 e 8 horas apds a embebicdo, evidenciando seu efeito
positivo na qualidade fisiologica dos lotes (Figura 4C e 4F).

Diversos pesquisadores tém relatado os efeitos benéficos do
condicionamento fisiolégico de sementes. Em sementes de soja, os resultados
benéficos tém sido observados quanto a maior velocidade de emissdo da raiz
primaria e comprimento de plantulas (COSTA et al., 2017), menor taxa de lixiviagao
de solutos ao longo do armazenamento, atribuido ao efeito do condicionamento
sobre a reorganizagdo das membranas (GIURIZATTO et al., 2008), melhor
desempenho na germinagdo e na emergéncia de plantulas a campo (SILVA;
VILLELA, 2011). Relatos em outras espécies também confirmam a melhoria na
qualidade fisiologica no aumento da velocidade e da porcentagem final de
germinacéo de sementes de arroz (FAROOAQ et al., 2006), cenoura (PEREIRA et al.,
2009), maxixe (ARAUJO et al., 2011), couve-flor (KIKUTI; MARCOS FILHO, 2009),
dentre outras.

Os efeitos benéficos do condicionamento ficam mais evidentes em condi¢cdes
de estresse por altas ou baixas temperaturas, déficit hidrico e salinidade (MARCOS
FILHO, 2015). Sementes de soja condicionadas apresentaram melhor desempenho
sob temperaturas subdtimas e supra o6timas, a 20 e 35 °C, respectivamente
(GIUDICE et al, 1999) e resultados similares também foram relatados para
sementes de cenoura, com melhoria na emergéncia a campo e desempenho de
sementes sob estresse térmico (PEREIRA et al., 2009). Supbe-se que o
condicionamento proteja as membranas das injurias causadas pelo estresse térmico,
garantindo melhor desempenho das sementes pela manutengdo da permeabilidade
seletiva, prevenindo a liberagdo excessiva de exsudados (LIMA; MARCOS FILHO,
2010).
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Nesse contexto, pode-se observar o melhor desempenho das sementes
hidrocondicionadas quando expostas a temperaturas subdtimas de germinacgéo,
principalmente a 10 °C, com destaque para a combinacédo 15 horas a 22 °C, para
ambas as cultivares (Figura 6). Assim, o método definido para avaliagdo do efeito do
hidrocondicionamento sobre a qualidade fisioldgica e a expressdao génica foi a
combinacao 15h/22°C.

2.3.3 Efeito do hidrocondicionamento entre papel sobre a qualidade fisiologica

e expressao génica de sementes

O hidrocondicionamento por 15 horas a 22 °C também foi avaliado sobre a
qualidade fisiolégica das sementes produzidas sob condigdes de déficit hidrico
(EST) das cultivares BRS 133 e MG/BR 46 Conquista.

O condicionamento fisioldgico reduziu o tempo necessario para o inicio da
protrusao, para ambas as cultivares e temperaturas de germinagao avaliadas (Figura
7). Para as sementes hidrocondicionadas da cultivar BRS 133, submetidas a
germinagao a 22 e 16 °C, observa-se que as sementes EST alcangcaram 50% de
germinacgéo entre 0 e 8 h, enquanto CT apresentou apenas metade desse valor. A
10 °C, as sementes CT iniciam a germinacdo entre 0 e 8 h, antes das sementes
EST, que comegam a germinar entre 8 e 24 horas. Essa mesma tendéncia pode ser

observada para as sementes da Conquista.
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Figura 7 - Curva de germinacdo de sementes de soja das cultivares BRS 133 e Conquista,
produzidas sob condigbes ideais (controle — CT) e déficit hidrico (estressadas — EST), ndo
condicionadas (controle) e apds condicionamento fisioldgico entre papel por 15 horas a 22°C
(15h/22°C). Germinagdo da cultivar BRS 133 realizada a 22°C (A), a 16°C (B) e a 10°C (C);
Germinacao da cultivar MG/BR 46 Conquista realizada a 22°C (D), a 16°C (E) e a 10°C (F).
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As cultivares apresentaram resposta variavel ao hidrocondicionamento, tanto
em vigor (T50), quanto em germinacdao total. Resultados diferenciados no

comportamento de cultivares de soja submetidas a condicionamento também foram
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observadas por (BRACCINI et al.,, 1999). Além disso, diferengas no potencial
fisiolégico também influenciam a taxa de hidratacdo das sementes e suas partes
(VILLELA; NOVEMBRE; MARCOS FILHO, 2007).

Para as sementes da cultivar BRS 133, CT e EST, n&o houve alteragdes na
porcentagem final de germinagao (GMAX), para temperaturas 6timas e subdtimas de
germinacgao (Figura 8A). Ja para as sementes da Conquista, de potencial fisiolégico
inferior ao da cultivar BRS 133, conforme avaliado no Capitulo |, os efeitos positivos
do hidrocondicionamento ficaram evidentes. Sementes condicionadas dessa cultivar
apresentaram melhor desempenho na germinacgao total a 10 °C do que as sementes
nao condicionadas (Figura 8B), evidenciando o incremento na tolerancia a estresse
térmico durante a germinagao (GIUDICE et al., 1999; PEREIRA et al., 2009).

Em relagdo a velocidade de germinagédo, o hidrocondicionamento também
promoveu efeitos positivos, proporcionando reducdo dos valores de T50 para as
sementes condicionadas produzidas sob condicdes ideias e sob condi¢cdes de déficit
hidrico (Figura 8C e 8D). Em todas as temperaturas testadas para germinagdo e em
ambas as cultivares, as sementes condicionadas apresentaram, em meédia, redugao

de metade do tempo necessario para atingir 50% de germinacao (Figura 8C e 8D).

Figura 8 - Efeitos do hidrocondicionamento entre papel sobre os resultados de germinagéo total
(GMAX) e velocidade de germinagao (T50) de sementes de soja da cultivar BRS 133 e da cultivar
MG/BR 46 Conquista produzidas sob condigdes ideais (CT) e sob déficit hidrico (EST). Germinagao
realizada a temperatura de 22, 16 e 10 °C. (A e C) GMAX e T50 da cultivar BRS 133; (B e D) GMAX e
T50 da cultivar MG/BR 46 Conquista. Médias seguidas de mesma letra, para cada temperatura, ndo
diferem entre si pelo teste t Student ao nivel de 5 % de probabilidade (p < 0,05).
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Melhorias na germinagédo e vigor, sobretudo no desempenho fisiolégico de

sementes em condi¢gdes adversas, ja vém sendo relatadas apds condicionamento
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fisioldgico de sementes de diversas espécies (FAROOQ et al., 2006; GIURIZATTO
et al., 2008; KIKUTI; MARCOS FILHO, 2009; PEREIRA et al., 2009; ARAUJO et al.,
2011; SILVA; VILLELA, 2011; COSTA et al., 2017). Em linhas gerais, a melhoria do
condicionamento tem sido relacionada com o mecanismo de reparo das membranas
celulares, melhorando o progresso dos eventos subsequentes do processo de
germinacao (BURGASS; POWELL, 1984). Varios trabalhos também relatam
acréscimos na sintese e atividade de enzimas, intensidade de sintese de RNA e
atividade respiratéria (CORBINEAU; COME, 2006).

Os processos associados aos efeitos benéficos do condicionamento
fisiolégico também incluem eventos relacionados ao ciclo celular (DE CASTRO et al.,
2000), atuacéo do sistema de protegao antioxidante (SUN et al., 2011), atividade de
enzimas hidroliticas (CHEN; ARORA, 2013) e na mobilizagdo de reservas (JOB et
al.,, 1997). As melhorias ocasionadas pelo condicionamento também estéo
associados a mudancgas na biossintese e sinalizagdo de horménios vegetais (LUTTS
et al., 2016). Alteragdes na relagdo acido abscisico (ABA) e giberelina (GA) foram
detectadas em sementes (EL-ARABY et al., 2006), o que afeta diretamente o padréo
de expressao génica durante a germinagdo (NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY,
2010).

Buscando avaliar o efeito do hidrocondicionamento na expresséo génica de
sementes de soja e sua relagdo com o vigor inicial, os genes candidatos
selecionados estado envolvidos em diversas fungdes durante a embebigdo, como no
reparo ao DNA e combate ao estresse oxidativo, no processo de respiragcado, na
regulagao da transcricao génica e no remodelamento e sintese de parede celular.

A analise de expressdao de genes demonstrou que as sementes
condicionadas, de ambas as cultivares e condi¢cdes de produgao, apresentaram
maior expressao de transcritos envolvidos na respiracdo celular e mobilizacdo de
reservas, no alongamento e no remodelamento, modificagdo e sintese de parede
celular, e para a maioria dos fatores de transcricdo, em comparacdo com as

sementes n&o condicionadas (Figura 9).



Figura 9 - Expressao relativa de genes no eixo embrionario de sementes de soja da cultivar BRS 133 e Conquista submetidas a hidrocondicionamento entre
papel por 15 horas a 22°C e ndo condicionadas (controle). Controle (CT) - sementes produzidas sob condi¢des otimas; estresse (EST) - sementes
produzidas sob déficit hidrico. Sementes nao condicionadas, de cada cultivar, foram usadas como controle para o calculo de expressao relativa pelo método
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Os mecanismos de reparo tém sido citados como a mais provavel explicacido
para os efeitos benéficos dos tratamentos de priming (VENTURA et al., 2012; WU et
al., 2017). Entretanto, ndo houve uniformidade de resposta, nem aumento
significativo de expressao dos genes N-glycosylase/DNA lyase OGG1, DNA apurinic,
NAC domain-containing protein 8-like e Metallothionein-like protein 1, envolvidos no
reparo ao DNA e combate ao estresse oxidativo (MANOVA; GRUSZKA, 2015; ZHOU
et al., 2012).

A expressao relativa de enolase (ENOZ2) foi estatisticamente superior em
sementes condicionadas da cultivar 133 e Conquista, produzidas sob condicoes
ideais (CT) e sob déficit hidrico (EST), em comparacdo com as sementes nao
condicionadas.

A enolase € uma enzima envolvida na via glicolitica, ativada logo nas
primeiras horas de embebicdo (BELLIENY-RABELO et al.,, 2016). Durante o
condicionamento, a ativacao da respiracao e a rapida producado de ATP s&o eventos
metabdlicos primarios (McDONALD, 2000), e uma maior atividade respiratoria &
necessaria para cobrir o estoque de energia para acelerar a germinacédo (LUTTS et
al., 2016).

Conforme demonstrado por Corbineau et al. (2000), o aumento do
metabolismo respiratério e do nivel de ATP foram muito mais intensos nas primeiras
horas de embebicdo de sementes condicionadas de tomate do que em sementes
nao condicionadas. Supde-se que mecanismos de reparo atuem na reestruturagao
do sistema de membranas (TILDEN; WEST, 1985), garantindo maior taxa
respiratoria e fornecimento de energia para o progresso da germinagao. Assim, o
maior nivel de expressdo de ENOZ2 em sementes condicionadas, de desempenho
fisiolégico superior quanto a GMAX e T50 (Figura 8), pode ser um indicio do maior
grau de organizacdo de membranas e eficiéncia respiratdria, impulsionando a
germinagao.

A mobilizagdo de proteinas também desempenha um papel importante
durante o condicionamento fisiologico de sementes (JOB et al., 1997). As proteases
avaliadas, thiol protease aleurain-like, cysteine proteinase RD21a-like (RD21a-like),
apresentaram expressao superior nas sementes condicionadas de soja tanto de CT
e EST, para as duas cultivares. As proteases, pertencentes a classe das

cisteinoproteases, sado descritas como as principais enzimas envolvidas na
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mobilizagdo de proteinas em sementes, importante para geragdo de energia da
célula e biossintese de novas moléculas (TAN-WILSON; WILSON, 2012).

Analises de proteoma revelaram reducao de proteinas de reserva e acréscimo
no conteudo de polipeptidios em sementes de Arabidopsis e beterraba, submetidas
a osmo e hidrocondicionamento (GALLARDO et al., 2001; JOB et al., 1997). O que
sugere que a degradagao de proteinas, consequentemente a atividade de proteases,
possa ser um indicativo da eficiéncia do processo de germinacdo, guardadas as
devidas particularidades de cada espécie (FREITAS; TEIXEIRA; FERREIRA, 2007).
Esses resultados, associados com o de ENO2, fortalecem a ideia de que a maior
eficiéncia energética e maior taxa de mobilizagado contribuem para a germinagdo em
sementes condicionadas. Entretanto, conforme destacado por Chen e Arora (2013),
as informagbes sobre as vias metabdlicas primarias ativadas pelo priming sao
escassas, 0 que torna necessario novos estudos de proteoma e transcriptoma em
sementes condicionadas.

Dentre os fatores de transcricdo avaliados, houve aumento significativo na
expressdo de WRKY transcription factor 47 (WRKY47), ABI3L domain e Auxin
response factor 5-like (ARF5) nas sementes hidrocondicionadas de soja.

Fatores de transcricdo (FTs) da familia WRKY s&o reguladores chave de
muitos processos nas plantas, incluindo respostas a estresses bidticos e abidticos,
senescéncia, dorméncia de sementes e germinagado de sementes, especialmente na
regulacédo de respostas a ABA (RUSHTON et al., 2012). Membros dessa familia tém
sido apontados como reguladores negativos da germinagdo de sementes, atuando
na repressao da transcricdo mediada por GA (ZOU; NEUMAN; SHEN, 2008; ZHANG
et al., 2009). Porém, também ha relagédo positiva com a germinagao, relatado no
aumento significativo da expressédo de transcritos WRKY observado ao longo da
embebicido de sementes de soja (ROSSI, 2016).

Em sementes de girassol, analises moleculares e fenotipicas apontaram
HaWRKY10 como regulador positivo da mobilizagdo de reservas armazenadas na
semente durante a germinagdo e no crescimento pos-germinativo, provavelmente
através da repressado do ABI4 (RAINERI et al., 2016). A partir dessas informacdes,
pode-se sugerir que WRKY47 esteja envolvido na mobilizagdo de reservas em
sementes de soja hidrocondicionadas, o que também sustenta o aumento de ENO2

e proteases observadas nessas condigdes.
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A exemplo de WRKY, os fatores de transcricido ABI3L e Auxin response factor
5-like (ARF5) também apresentaram expressdo superior nas sementes
condicionadas. Ambos pertencem a superfamilia de fatores de transcricdo B3,
atuando em diversas fungdes nas plantas. Embora as pesquisas demonstrem
atividade de ABI3L e ARF5 nas vias de sinalizacdo de ABA e auxina,
respectivamente, ainda ndo ha relatos dessa atividade durante a germinagédo de
sementes.

O homologo de ABI3L em Arabidopsis, o FT APZ2/B3-like, tem sido
relacionado a aspectos de arquitetura foliar, florescimento e regulagédo do tamanho
da semente (SHAO et al., 2012; ZHANG et al., 2015), enquanto membros da familia
ARF atuam em vias de transducéo de sinal de auxina, influenciando nos processos
de crescimento e desenvolvimento das plantas, como na divisdo e alongamento
celular (KROGAN et al., 2014). Durante a embebi¢do de sementes de soja, Rossi
(2016) observou niveis significativos de ABI3L e ARF5, o que sugere alguma fungao
de regulagao da transcrigdo durante a germinagao.

Dentre os genes relacionados a modificagdo e remodelamento de parede
celular, os transcritos expansin-A6 (EXPAG6), expansin-like A10 (EXPA10), a-
xylosidase 1-like (XYL1), Tubulin a-4 chain-like (TUA) e endoglucanase 8-like
(EGase) foram os que apresentaram expressdo mais elevada em sementes
hidrocondicionadas em relacdo as sementes nao condicionadas.

A protrusdo radicular depende de ag¢des conjuntas da pressdo de turgor
positiva e da atuacdo de enzimas hidroliticas, que permitem a expansao da parede
celular e o alongamento das células do hipocétilo (COSGROVE, 2005; SLIWINSKA;
BASSEL; BEWLEY, 2009). O afrouxamento de parede celular € mediado por
expansinas e enzimas hidroliticas que atuam sobre a celulose e os polissacarideos
de matriz, capacitando a absor¢cado de agua e o crescimento celular (BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2015).

As expansinas atuam afrouxando as jungbes n&o-covalentes entre
polissacarideos da parede celular e catalisam a extensdo dependente de pH
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015). Durante a germinagao, induzida por GA,
facilitam a extensao da parede celular das células do embrido, o enfraquecimento do
endosperma de sementes e, consequentemente, a protrusdo radicular (CHEN;
BRADFORD, 2000). Mutantes superexpressando o gene A{EXP2 em Arabidopsis

apresentaram maior velocidade de germinagao (YAN et al., 2014), enquanto em soja
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o0 gene GmEXP1 foi caracterizado por acelerar o crescimento e alongamento de
raizes primarias (CHEN et al., 2013).

As sementes hidrocondicionadas de soja apresentaram aumento de
expressdo de EXPA6 de aproximadamente 50 vezes em sementes condicionadas
da cultivar BRS 133, e de 30 e 55 vezes para CONQ EST e CT, respectivamente
(Figura 9). Para o transcrito EXPA10 a diferencga foi ainda maior; nas sementes 133
CT e EST foi 159 e 142 vezes superior nas condicionadas, enquanto para CONQ CT
e EST foi 1950 e 1146 vezes mais elevada (Figura 10).

Figura 10 - Expressao relativa de EXPA10 no eixo embrionario de sementes de soja produzidas sob
condi¢des ideais (CT) e sob déficit hidrico (EST) e submetidas a hidrocondicionamento por 15h a
22°C. (A) Cultivar BRS 133; (B) Cultivar Conquista. *Médias seguidas de mesma letra nao diferem
entre si pelo teste t Student (p < 0,05).
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Em sementes de tomate, apds condicionamento em agua e em solugao de
NaCl, também foi observada expressdao aumentada de expansina (SIEXP4), (3-1,3-
glucanase (SIGulB), endo--mannanase (SIMAN2) e xiloglucano
endotransglicosilase/hidrolase (SIXTH4), sugerindo que o enfraquecimento do
endosperma acelera a germinagao e a uniformidade das sementes condicionadas
(NAKAUNE et al., 2012).

A expressao relativa de endoglucanase 8-like (EGase) foi 39 e 60 vezes
superior nas sementes condicionadas de soja da cultivar 133 e Conquista,
respectivamente. Para o transcrito de a-xylosidase (XYL1) o aumento na expressao
foi de 30x para 133 e 45x para Conquista; numeros significativos também foram
observados para tubulin a-4 chain-like (TUA), sendo 30x mais expresso nas

condicionadas, de ambas as cultivares.
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As hidrolases, xilosidase e endoglucanases, atuam catalisando reagdes de
hidrélise de polissacarideos de parede, promovendo o relaxamento de PC.
Transcritos de a-xilosidases, detectados no embrido de Arabidopsis, possivelmente
atuam no controle do potencial de crescimento e alongamento do hipocotilo durante
a germinagao (SHIGEYAMA et al., 2016). Ja a endoglucanase, além de atividade
relacionada a expansao celular pela agdo sobre celulose e xiloglucanos de PC,
também tem papel sugerido na biossintese de celulose (SHANI et al., 1997; 2006).
Em sementes condicionadas, foi observada relacdo positiva entre presenca de
glucanases e velocidade e uniformidade de germinagdo (NAKAUNE et al., 2012).
Em conformidade com os trabalhos citados, pode-se sugerir que ha relagao positiva
entre atividade de XYL17 e EGase e o incremento da velocidade de germinacao das
sementes condicionadas.

Ja as tubulinas fazem parte da composicdo dos microtubulos, importantes
para manutencdo da forma celular e essenciais para a separagdo das organelas
durante a citocinese. Conforme observado por Cao et al. (2006), ha aumento da
expressdo de a e B-tubulinas ao longo da embebigdo, estando envolvidas na
germinagao. De acordo com Silva et al. (2008), o preparo para a divisao celular é
marcado pela sintese de DNA, reorientacdo dos microtubulos e acumulo de B-
tubulina. O acumulo de B-tubulinas precede a expansao e divisdo celular e o
subsequente crescimento da radicula, tendo sido correlacionada a eficiéncia do
processo de germinagdo em sementes de tomate apos priming (DE CASTRO et al.,
2000).

Assim como a expressao de tubulina, a sintese de celulose e hemicelulose
ocorre a medida que a célula se expande, especialmente durante a citocinese e
crescimento celular, mediada por complexos cellulose synthase (BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2015). Esses complexos sao necessarios durante a expansao
celular e no direcionamento da deposi¢cao de microfibrilas de PC, que é regulada e
orientada pelos microtubulos (PANTERIS et al., 2015). Em Arabidopsis, os
complexos cellulose synthase s&o essenciais para sintese de PC e modulam o
desenvolvimento do hipocétilo de plantulas (CHEN et al., 2013).

Os demais transcritos relacionados a parede celular que apresentaram
aumento significativo de expressao foram xyloglucan

endotransglucosylase/hydrolase 2 (XTHZ2), LRR receptor-like serine/threonine-
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protein kinase (FEI1), B-1,3-galactosyltransferase 20 (GALTZ20), 65-kDa microtubule-
associated protein 1 (MICROTUBULE) e cellulose synthase (CELLULOSE).

Proteinas quinases, como FEI1 e FEI2, atuam em vias de sinalizagcdo que
regulam a biossintese de PC, sendo expressas em hipocoétilos e raizes de plantulas,
ou seja, 6rgaos compostos por células que sofrem expansao longitudinal. Mutagdes
nesses genes FEI1 e FEI2 interrompem a expansdo anisotropica e a sintese de
polimeros da parede celular em Arabidopsis, prejudicando o desenvolvimento das
plantulas (XU et al., 2008). Assim como houve aumento na expressao relativa de
FEI1 em sementes condicionadas, o mesmo foi observado para genes relacionados
a biossintese de PC, como CELLULOSE. Entretanto, as informagdes acerca da
atuacao e relagao entre esses genes € escassa na literatura.

Os microtubulos fazem parte da formacao do citoesqueleto, movimentacéo de
organelas e formagao de parede celular, também atuando na formacédo do fuso
mitético durante a citocinese (LUTTS et al.,, 2016). Em concordancia com os
resultados encontrados, sementes osmocondicionadas de Brassica napus também
apresentaram maior expressdao de genes que codificam proteinas associadas aos
microtubulos e tubulinas, refletindo a beneficios do priming na germinagao (KUBALA
et al., 2015)

O relaxamento de PC também ¢é facilitado por enzimas, principalmente por
xiloglucano endotransglicosilases (XTH), que atuam clivando a cadeia principal do
xiloglucano e integrando novos xiloglucanos a PC, aumentando sua extensibilidade
(COSGROVE, 2005). Genes que codificam XTH foram regulados positivamente em
sementes condicionadas de varias espécies como Arabidopsis, Brassica napus e
Solanum lycopersicum, demonstrando relagdo positiva com a germinagao
(GALLARDO et al., 2001; NAKAUNE et al., 2012; KUBALA et al., 2015). Além delas,
também auxiliam outras hidrolases, como as transglicosilases, glicosidases e pectina
metil esterases (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015).

O aumento na expressao de transcritos que codificam expansinas, enzimas
envolvidas no alongamento e crescimento, tem sido reportada para diversas
espécies durante a germinacdo (MAROWA,; DING; KONG, 2016). Nas sementes
condicionadas de soja, o incremento no vigor e germinagdo das sementes foram
acompanhados de aumento significativo da expressao relativa de genes envolvidos
em diferentes fungdes. Percebe-se uma harmonia entre os resultados que envolvem

genes atuando no alongamento celular, desde o relaxamento de PC, a sintese de
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polissacarideos para compor novas paredes celulares, a manutencdo da forma
celular até o preparo para divisdo celular. Também merecem destaque os genes
envolvidos na respiracdo celular e mobilizacdo de reservas, eventos metabdlicos

primarios necessarios para suprir o processo de germinagao.

2.4 CONCLUSAO

O hidrocondicionamento por imerséo direta em agua prejudica a velocidade e
a porcentagem final de germinac¢ao de sementes de soja.

O hidrocondicionamento entre papel por 15 horas a 22 °C proporciona melhor
desempenho fisiolégico de sementes de soja, com efeitos benéficos sobre a
germinacgao e velocidade de germinagéo sob temperaturas 6timas e subodtimas.

Melhorias na germinagao e velocidade de germinagdo de sementes de soja
hidrocondicionadas por 15 horas a 22 °C coincidem com o aumento na expressao
relativa dos genes envolvidos na respiracdo e mobilizacdo de reservas (ENO2,
THIOL e RDZ21a-like); fatores de transcricdo (WRKY47, ABI3L e ARFS5); e no
relaxamento, sintese de parede celular e alongamento celular (EXPA6, EXPA10,
XYL1, TUA, XTH2, EGase, FEI1, GALT20, MICROTUBULE e CELLULOSE) em

sementes hidrocondicionadas de soja.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O vigor de sementes engloba uma complexidade de relagbes. No contexto
agricola, representa o desempenho das sementes e estabelecimento da cultura, sob
ampla variacdo de condigdes do ambiente. Também pode ser visto como uma
consequéncia das condi¢cdes de producdo das sementes, fortemente influenciada
pelo ambiente e variavel em fungdo do gendtipo. Sobretudo, é resultado da interagao
da atuacdo de genes, proteinas, enzimas e fitorménios que atuam regulando os
processos responsaveis pela germinagao, determinantes para a eficiéncia ou ndo do
processo germinativo e estabelecimento de plantulas.

A ocorréncia de estresses durante a fase final desenvolvimento das sementes
pode prejudicar o vigor inicial das sementes em diferentes niveis, como confirmado
pelos resultados da caracterizacéo fisioldgica realizados com sementes de soja
produzidas sob déficit hidrico, oscilando de acordo com a cultivar. Sementes
produzidas sob essas condi¢cbes estressantes apresentaram menor velocidade de
germinagao (T50), especialmente a baixas temperaturas, menor resisténcia a
condi¢cbes adversas avaliado pelo teste de envelhecimento acelerado (75% UR),
menor longevidade e maior lixiviagdo de solutos.

Além dos efeitos negativos sobre o vigor das sementes, houve alteragcdo dos
niveis de atividade enzimatica, sendo observados maiores niveis de CAT, H202 e
menores MDA nas sementes produzidas sob condi¢gdes de estresse por seca. Os
niveis de APX e SOD nao foram alterados.

A atividade biospeckle, avaliada pelos indices AVD e MI, apresenta-se como
uma ferramenta com grande potencial de aplicagado na area de analise de sementes
e estudo do vigor. Além do aumento da atividade biospeckle ao longo da embebicéo,
acompanhando os resultados de protruséo radicular, a correlagao positiva e linear
observada entre comprimento do hipocétilo e atividade biospeckle nessa mesma
regidao sugerem relagdo com a expansao celular. Entretanto, o aperfeicoamento da
técnica e avaliagcdo de sementes de soja de diferentes cultivares sdo necessarios
para compreender as fontes de variagao dos indices AVD e MI.

Na fase inicial de embebicdo e reativacdo do metabolismo germinativo,
avaliou-se a atuacdo de transcritos envolvidos no reparo ao DNA, combate ao
estresse oxidativo, atividades respiratérias e alongamento celular (modificacdo na

parede celular). Para estudos futuros sobre vigor, destaca-se a analise dos
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transcritos N-glycosylase/DNA lyase (reparo de DNA), metallothionein-like protein 1
(combate ao estresse oxidativo), thiol protease aleurain-like (mobilizacdo de
reservas) e aqueles envolvidos no relaxamento de parede celular e alongamento,
como as expansinas, a-xylosidase 1-like, tubulin a-4 chain-like, xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase 2 (XTH?2), endo-1,4-B-mannanase e pectinesterase
3 (PMET). Além disso, a grande variagdo observada na expressao génica entre as
cultivares e as condigdes de produgao reflete os varios niveis de regulagéo
envolvidos na manifestagdo do vigor de sementes.

Como vem sendo destacado por diversas pesquisas utilizando diferentes
espécies, o condicionamento fisiolégico de sementes provoca respostas fisioldgicas,
bioquimicas e moleculares complexas, estando intimamente ligado ao vigor, um dos
componentes da qualidade fisiologica mais beneficiado pelo condicionamento.

Neste trabalho, a técnica de hidrocondicionamento entre papel proporcionou
maior porcentagem e velocidade de germinagéo, e inicio mais rapido da protruséo,
especialmente em temperaturas subétimas. Esta técnica uniformizou as respostas
fisiolégicas entre as cultivares e condigbes de produgao de sementes, o que também
refletiu nos resultados de expressao observados. Sementes condicionadas de soja
apresentaram aumento na expressao de transcritos envolvidos na respiraciao e
mobilizacdo de reservas (ENO2, THIOL e RD21a-like); no relaxamento, sintese de
parede celular e alongamento celular (EXPA6, EXPA10, XYL1, TUA, XTH2, EGase,
FEI1, GALT20, MICROTUBULE e CELLULOSE); coincidindo com o melhor vigor,
germinacgao e tolerancia ao estresse térmico durante a germinagao de sementes de
soja.

Como proposto, este trabalho apresentou uma visdo integrada sobre a fase
inicial da germinagdo abordando diversos aspectos do vigor de sementes. Assim
como o uso do condicionamento fisiolégico possibilitou a analise do vigor sob outra
perspectiva, a técnica de biospeckle apresentou-se como uma ferramenta com
potencial para a analise do vigor de sementes. Ao longo da embebigao, observou-se
aumento da atividade biospeckle, com indices variando entre as regides (hipocdtilo e
radicula) e entre as cultivares de soja avaliadas. Esses indices de atividade
biospeckle podem estar relacionados com a taxa de alongamento e expansao dessa
regido, principal responsavel pela protrusdo radicular. Essas observag¢des inéditas
na literatura, encorajam novos estudos visando a utilizagdo da técnica para

compreender os processos fisiolégicos que ocorrem durante a germinagao.
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Neste cenario, combinar diferentes abordagens para o estudo do vigor pode
ajudar a compreender mais profundamente essa caracteristica. Novas pesquisas
integrando a atividade biospeckle, o condicionamento fisiologico e o desempenho
em condigdes desfavoraveis podem revelar tragcos desconhecidos sobre o vigor.
Como o efeito do vigor manifesta-se especialmente sob condigbes desfavoraveis,
sugere-se também a andlise de expressdo desses genes sob condigdes
desfavoraveis de embebigao.

Definir até que ponto a atuacao dos transcritos analisados pode explicar as
variagbes entre os niveis de vigor é o proximo desafio da pesquisa. Apesar do
volume de pesquisas e avangos da ciéncia, o nivel de conhecimento sobre vigor de
sementes permanece insuficiente para esclarecer as razbes e efeitos dessa
caracteristica sobre o desempenho das sementes. Com o0s avangos da
biotecnologia, a edicdo génica precisa e especifica por meio da tecnologia CRISPR-
Cas9 (Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats) € uma
alternativa que permite estudos funcionais e manipulagédo de genes, ampliando as
possibilidades de alteracdo de caracteristicas de interesse, como o vigor de
sementes, e acelerando a obtencao de novas cultivares.

Por fim, é inegavel a importancia do vigor para a agricultura e industria de
sementes. O grande desafio da pesquisa em sementes envolve a compreensao e,
sobretudo, a transformac¢ao do conhecimento adquirido em melhorias efetivas para o

desenvolvimento e identificacdo de sementes mais vigorosas.
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