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RESUMO

O Priming € uma tecnologia utilizada para aprimorar a qualidade fisiologica de
sementes. Todavia, a técnica reduz a longevidade das sementes. Portanto, o
objetivo do trabalho foi avaliar a aplicacdo de Epibrassinolideo (EpiBL), acido
abscisico (ABA) e choque térmico (CT) associado ao priming para estender a
longevidade das sementes de tomateiro e estudar o transcriptoma do tratamento
que prolongar a longevidade das sementes condicionadas. As sementes dois
acessos de S. lycopersicum foram condicionadas em solucédo de PEG -1,0 MPa
(tratamento tradicional) pelo periodo de 60 horas (h) a 20 °C. Alternativamente,
foram associados os tratamentos com 0,1 uM de EpiBL, 1 uM de ABA e apds o
priming as sementes foram secas pelo periodo de 24 h a 20 °C e +60% de
umidade relativa (UR). O choque térmico foi aplicado ap6s o condicionamento
submetendo-se as sementes a ambiente de 32% UR/38 °C pelo periodo de 2 h
e posteriormente ao ambiente de 20 °C e +60% UR. Avaliou-se a qualidade
fisiolégica da sementes pela germinacdo, velocidade de germinacédo (T50),
uniformidade (T16-84) e a longevidade a 75% UR/35 °C. O priming aprimorou a
qualidade fisiolégica das sementes de S. lycopersicum com beneficio adicional
a velocidade de germinacao empregando-se EpiBL e choque térmico. O choque
térmico apds o priming é capaz de ampliar a longevidade das sementes
condicionadas e a analise de transcriptoma revelou abundancia e expresséao de

transcritos sHSP e HSPs, associadas a longevidade de sementes.

Palavras-chave: Choque térmico. Priming. Qualidade de sementes.






ABSTRACT

Seed priming is a technology used to improve the physiological quality of seeds.
However, the technique reduces seed longevity. Therefore, the aim of this work
was to evaluate the application of Epibrassinolide (EpiBL), abscisic acid (ABA)
and heat shock (CT) associated with priming to extend the longevity of tomato
seeds and the associated transcriptome application of treatment to prolong
longevity of conditioned seeds. The seeds two accessions of S. lycopersicum
were conditioned in PEG solution -1.0 MPa (traditional treatment) for the period
of 60 hours (h) at 20 °C. Alternatively, the treatments were associated with 0.1
MM EpiBL, 1 uM ABA and after priming the seeds were dried for up to 24 h at 20
°C and £60% relative humidity (RH). The heat shock was applied after the
conditioning by exhibition the seeds to 32% RH/38 °C for 2 h and then to the
environment of 20 °C and +60% RH. Physiological quality of the seeds was
evaluated by germination, germination speed (T50), uniformity (T16-84) and
longevity at 75% RH/35 °C. Priming improved the physiological quality of S.
lycopersicum seeds with additional benefit to germination speed using EpiBL and
heat shock. Heat shock after priming is able to extend the longevity of conditioned
seeds and transcriptome analysis revealed abundance and expression of SHSP

and HSPs transcripts, associated with seed longevity.

Keywords: Heat shock. Priming. Seed quality.
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1 INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) pertence a familia das Solanaceas
e, apresenta grande importancia agricola. As variedades de tomateiro séo
cultivadas para a producdo de frutos, que sao consumidos in natura e/ou
processados. O custo na producdo de sementes, utilizadas na propagacao do
tomateiro, podem atingir altos valores, em funcdo do nivel de tecnolbgico
investido.

Sementes frescas ou recém-processadas de tomateiro apresentam
dorméncia ocasionado pela resisténcia mecanica do endosperma micropilar a
protrusé@o da radicula (BEWLEY et al., 2013; MARCOS-FILHO, 2015), resultando
em problemas para a propagacdo (FAROOQ et al., 2005). Para solucionar este
problema, pesquisadores e empresas utilizam a técnica conhecida como
condicionamento fisiologico de sementes ou “priming”, que consiste no
fornecimento controlado de &gua, permitindo a ativacdo do metabolismo das
sementes, de modo a iniciar o processo germinativo sem que haja, no entanto, a
protrusdo da radicula (LARA et al., 2014).

O priming € muito utilizado em sementes de hortalicas e outras pequenas
sementes trazendo beneficios no aumento da velocidade da germinacdo e
emergéncia das plantulas e na obtencdo de mudas mais vigorosas, culminando
em um estande homogéneo de plantas (LIU et al., 1996; BATISTA et al., 2015;
ASGHARIPOUR & RAFIEI, 2011; FAROOQ et al., 2005). Além disso, o priming
também aumenta a tolerancia das sementes e plantulas a estresses bibticos e
abioticos (CHEN et al., 2012; AMOOAGHAIE et al., 2010; WORRALL et al., 2012;
CHEN & ARORA, 2013).

A longevidade é a capacidade de retencédo da viabilidade das sementes
durante o armazenamento (SANO et al., 2016) e, apesar dos beneficios a
germinacao propiciado pelo priming, as sementes tratadas perdem mais
rapidamente a viabilidade, gerando problemas em seu armazenamento
(ARGERICH et al.,, 1989; LIU et al., 1996) e logistica para as empresas de
sementes que precisam realizar o priming conforme a demanda do mercado.

No entanto, tem-se a possibilidade de ampliar a longevidade das sementes
condicionadas, como relatado por Bruggink et al. (1999) ao demonstrarem



18

prolongamento da viabilidade de sementes condicionadas de pimentéo através da
aplicacdo de choque térmico ap0s o tratamento de priming previamente a
secagem definitiva.

Além disso, foi demonstrado que a aplicacdo do regulador vegetal
Epibrassinolideo, durante o priming tem o potencial de melhorar a longevidade de
sementes condicionadas de pimentdo (SILVA, 2015a), além de incrementar a
expressdo do vigor das sementes (SILVA et al., 2015b). De maneira geral, ndo ha
muitos estudos demostrando o papel dos hormdnios vegetais na longevidade de
sementes, com excecao de alguns relatos sobre os mutantes insensiveis ao acido
abscidico (ABA) abi3 e abi5 que sdo mais sensiveis ao envelhecimento do que
plantas do tipo selvagem (CLERKX et al.,, 2004), em fungcdo do ABA estar
relacionado com a tolerancia a dessecacao (TD), que influencia diretamente na
longevidade.

Diante do exposto, o objetivo foi avaliar a acdo de reguladores vegetais e
choque térmico na manutencdo da longevidade de sementes condicionadas de
tomate e avaliar o transcriptoma associado a aplicagcdo do tratamento que

prolongue a longevidade das sementes condicionadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Longevidade de sementes

A qualidade fisiolégica de sementes é adquirida durante o desenvolvimento
e refere-se a germinacdo, tolerancia a dessecacdo, vigor e capacidade de
armazenamento (VALARIO, 2016; BEWLEY et al. 2013).

A viabilidade €& uma caracteristicas de sementes quiescentes que
apresentam capacidade de germinar quando em condi¢des favoraveis (MARCOS-
FILHO, 2015) e, essencial para a propagacéo ao longo do tempo das espécies,
gue é perdida ao longo do periodo de armazenamento. A maioria das sementes
apresentam capacidade de retencdo da germinagao apds determinado periodo de
armazenamento, sendo este um componente denominado “longevidade de
sementes”, que pode ser definido como o periodo em que a semente consegue
permanecer viavel (LANDJEVA et al., 2010; revisado por SANO et al., 2016).

A longevidade é uma caracteristica importante para 0s aspectos
ecoldgicos, agrondmicos e econémicos (SANO et al., 2016). Existe uma variacdo
entre a longevidade das espécies de plantas e acessos de uma mesma espécie,
devido a diferencas no seu genotipo e procedéncia (HONG & ELLIS, 1996). Clerkx
et al. (2004) constataram diferencas entre a longevidade das sementes de
diferentes mutantes de Arabidopsis. A longevidade pode ser excepcionalmente
alta para algumas espécies de plantas, como constatou Sallon et al. (2008) ao
datarem viabilidade das sementes de Phoenix dactylifera superior a 2.000 anos.

No entanto, embora haja essa longevidade excepcional documentada,
muito pouco se sabe sobre 0s mecanismos subjacentes a esta caracteristica, pois
esta € uma questdo complexa de se estudar. Por exemplo, nota-se que as
sementes que exibem tal longevidade excepcional foram recolhidas no solo
(SALLON et al., 2008), paradoxalmente as condi¢cOes ideais para reter a

viabilidade por longos periodos.

2.1.1 Longevidade e tolerancia a dessecagéo

Sementes imaturas germinam, se mantidas hidratadas, indicando que ja

adquiriram sua germinacdo potencial, ap0s separadas da planta mae. Contudo,
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nao germinariam apos dessecacdo, pois é apos a morfogénese que a semente
entra na fase de maturacéo, onde adquire a tolerancia a dessecacao, com reducao
do conteddo de 4gua (< 20%) e em seguida a semente entra em quiescéncia
(revisado por SANO et al., 2016).

Verdier et al. (2013) relataram em seu estudo com sementes de Medicago
truncatula que durante a maturacao fisiologica, a semente adquire a tolerancia a
dessecacéo, e conseguinte a longevidade. Portanto, a longevidade também esta
associada ao comportamento em relacdo a tolerancia a dessecac¢ao das sementes
(ABREU et al., 2014).

Probert et al. (2007) estabeleceram trés padrdes para aquisicdo da
longevidade de sementes: i) aquisicdo da longevidade durante a maturacao, que
se mantem até o momento da colheita (tomate e pimenta); ii) aquisicdo da
longevidade durante a maturacdo, com posterior diminuicdo anterior a colheita
(Medicago, mostarda); e iii) aquisi¢cdo da longevidade durante a maturacao, porém
0 pico maximo so é atingido apods dispersao (espécies selvagens — Digitalis).

Durante a aquisicdo de tolerancia a dessecacédo o citoplasma das células
da semente passa de fluido para o estado vitreo. A vitrificacdo, conforme relatou
Santos (2000) é o processo através do qual a agua passa por uma transi¢do do
estado liquido para o estado amorfo, meta-estavel, de consisténcia rigida. O
citoplasma nesse estado assume consisténcia de um liquido de alta viscosidade,
suficiente para impedir ou dificultar reacfes quimicas que exigem difusédo
molecular (MARCOS-FILHO, 2015).

Neste estado os componentes celulares estdo estabilizados e sua
mobilidade é reduzida (BUITINK e LEPRINCE, 2008). Compostos acumulados
durante a maturagdo da semente, tais como agucares nao redutores (sacarose,
rafinose e ciclitdis (tipo de carboidrato soltuvel)) estdo envolvidos na formacéo e
manutencao do estado vitreo, pois se acumulam enquanto o conteudo de agua
decresce. As proteinas LEA (Late abundant embryogenesis) e sHSPs (small heat
shock proteins) também podem promover a formagéo vitrea, em conjunto com 0s
acucares (BEWLEY et al., 2013).

No citoplasma em estado vitreo as proteinas LEA se encontram em
abundancia, sdo extremamente hidrofilicas, e estdo associadas a tolerancia a
dessecacéo e estresse (SANO et al., 2016). Uma andlise protedmica revelou que
a RAB18, uma proteina LEA do grupo 2, também conhecido como “grupo
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dehydrina” decaiu progressivamente, bem como a germinacédo de Arabidopsis,
com o avanco do envelhecimento das sementes, sugerindo que esta proteina tem
relacgo com a manutencdo da longevidade de sementes (RAJJOU e
DEBEAUJON et al., 2008). Além disso, varias outras proteinas LEA tem sido
relacionada com a longevidade de sementes de Medicago truncatula
(CHATELAIN et al., 2012).

As sHSPs estdo envolvidas no desenvolvimento do polen e embrido,
processo de maturacdo e germinacdo de sementes de diferentes especies de
plantas (revisado por KAUR, PETLA e MAJEE, 2016). O acumulo de sHSPs como
a sHSP18.2 influencia tanto na aquisicdo de tolerancia a dessecacdo como na
longevidade de sementes de Arabidopsis thaliana (MACHEREL et al., 2007). As
SHSPs variam em tamanho de 15 a 42 kDa e trés classes (I, Il e Ill) de sHSPs
estdo localizadas no citoplasma ou no nucleo e as outras trés estédo localizadas
no cloroplasto, no reticulo endoplasmatico e nas mitocondrias (SUN et al., 2002;
VIERLING, 1991).

Ao final do desenvolvimento, os organismos tolerantes a dessecacao tém
a capacidade de sobreviverem a desidratacao inferior a 0,1 g de agua por grama
de massa seca (BEWLEY et al., 2013). E justamente em funcdo deste “estado
seco”, através da redugao do teor de agua e formagao do estado vitreo que as
sementes ortodoxas sdo capazes de reter sua viabilidade por longos periodos,

prolongando assim sua longevidade.

2.1.2 Mecanismos que aportam a longevidade

A viabilidade das sementes diminui gradualmente devido aos "processos
de envelhecimento” e/ou "eventos de deterioracéo”, durante o armazenamento a
seco (VALARIO, 2016). Durante o armazenamento, as sementes sofrem
deterioracdo por estresse oxidativo, vazamento de eletrolitos e/ou danos dos
constituintes celulares; provocando queda no seu vigor, tornando-se mais sensivel
ao estresse, perdendo por fim sua capacidade germinativa (revisado por RAJJOU
e DEBEAUJON, 2008), afetando assim sua longevidade. De acordo com Silva e
Cicero (2014) o processo de deterioracdo € irreversivel, mesmo quando o

armazenamento é realizado em condi¢cdes adequadas.
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A semente é incapaz de restaurar sua qualidade apds iniciado os eventos
de deterioracao, todavia alguns sistemas sao capazes de atenuar os afeitos da
deterioragéo, preservando sua longevidade. Estes sistemas estdo associados a
mecanismo de desintoxicacao, reparo e protecao.

A sobrevivéncia das sementes por longos periodos durante o
armazenamento esta relacionado com sua capacidade de “desligar” seu
metabolismo, através da reducdo da mobilidade celular propiciada pelo estado
vitreo, formado pelo acumulo de agucares ndo redutores nas sementes (revisado
por SANO et al., 2016), além de proteinas LEA e HSPs. De acordo com Nishizawa
et al. (2008) o estado vitreo € capaz de impedir a reacao de Mailard, possivelmente
pela eliminacdo de radicais livres propiciada pelas rafinoses, associadas a
protecdo de danos oxidativos.

Outra estratégia da semente para lidar com estresse e prolongar sua
longevidade é a remocdo do excesso de espécies reativas do oxigénio (ROS) e
controle da superproducéo de radicais livres gerados pelo reinicio do metabolismo,
através de um conjunto de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase,
catalase, ascorbato peroxidase e glutationa (BAILLY 2004; KUMAR et al., 2015).
Estressada ou ndo as células de sementes produzem ROS em varios
compartimentos, normalmente em peroxissomos, mitocondrias e citoplasma e, de
acordo com Moller et al. (2007) o acumulo destas leva a disfun¢cdo mitocondrial, a
inativacdo da enzima, perturbacdo da membrana e a oxidacdo de lipidios,
proteinas e do material genético.

A longevidade esta também associada com sistema de reparagédo de DNA
e proteinas, tal como DNA ligase (WATERWORTH et al., 2010) e proteina L-
isoaspartil metiltransferase (OGE et al., 2008). A reinicializacdo da germinacdo
depende de mRNA e proteinas armazenados (RAJJOU et al., 2004), portanto
sementes com alto nivel de danos em proteinas e material genético podem néo
suportar a reinicializacdo do processo de germinacao e/ou ocorréncia de formacéo
de plantulas anormais.

Além disso, tem-se relatado a agcdo de polifendis na manutencdo da
longevidade de sementes de Arabidopsis, tais como flavonoides, encontrados no
tegumento, embrido e endosperma, uma vez que oferecem acdo contra ROS,

protegem membrana e limitam a peroxidacéo lipidica (DEBEAUJON et al., 2000;
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STEVENSON e HURST, 2007;) e atividade de tocoferdis na protecédo contra danos
oxidativos (SATTLER et al. al., 2004).

2.1.3 O papel hormonal na longevidade de sementes

Foi relatado que mutantes insensiveis ao acido abscidico (ABA) abi3 e abi5
sdo mais sensiveis ao envelhecimento do que plantas do tipo selvagem, além de
apresentarem reducédo de dorméncia (CLERKX et al., 2004), que exerce influéncia
na retencdo da viabilidade. Kotak et al. (2007) atribui ao abi3 papel central na
sinalizacdo a longevidade de sementes, através do fator HSFA9 de choque
térmico das sementes, pois em Arabidopsis o fator esta sob o controle do abi3,
restrito ao final da maturacéo, ligado a inducdo de dorméncia e tolerancia a
dessecacdo.

Ha estudos que mostram a possivel relacdo entre o acido giberélico (GA)
e a longevidade de sementes em mutantes com elevada longevidade que super-
expressam o fator de transcricio ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX25
(ATHB25; At5g65410). A super-expressdo do ATHB25 induz a expressao
aumentada do gene que codifica para GA30X2 (GIBBERELLIC ACID3-
OXIDASE?2) e promovendo um aumento no contetdo de GAl e GA4. Os autores
sugerem uma conexao entre GA e longevidade através de mudancas na estrutura
do tegumento das sementes (BUESO et al., 2014). Recentemente, foi
demonstrado também que a aplicacdo de reguladores vegetais, especialmente
brassinosteroides (BRs), durante o priming tem o potencial de manter a
longevidade de sementes condicionadas de pimentdo (SILVA, 2015a). Em seu
estudo a aplicacdo do BR 24-epibrassinolideo promoveu o0 aumento na atividade
de enzimas antioxidantes e hidroliticas, auxiliando na manutencao da longevidade
de sementes condicionadas, uma fungéo ainda nao descrita para os BRs.

Os BRs sé&o uma classe relativamente nova de hormdnios vegetais
reconhecidos por sua atividade de regulacdo do crescimento vegetativo e
reprodutivo das plantas e também por induzirem a germinacdo de sementes e
mediarem a inducéo de genes ligados a resposta a estresses atribuindo as plantas
e sementes maior toleréncia a estresses bidticos e abidticos (TAIZ e ZEIGER,
2013).
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2.1.4 Estudo da longevidade

Um dos pioneiros na analise quantitativa da perda de viabilidade durante o
armazenamento foi E. H. Roberts. Foi observado que a perda da viabilidade
geralmente segue um padrdo sigmoéide e reconheceu que isso poderia estar
relacionado a uma distribuicdo normal de vida entre as sementes de uma
populacdo. Com o envelhecimento as sementes em algum momento perdem a
capacidade de formar plantulas normais, com posterior incapacidade de protrusao
da radicula e morte da semente (BEWLEY et al., 2013).

Conhecer o comportamento de perda da viabilidade das sementes é de
grande importancia para os bancos de germoplasma, visando a conservagéo da
especie.

Em laboratério, a analise da longevidade de sementes € realizado pelo
método o envelhecimento controlado, para determinacdo do p50 (periodo de
envelhecimento em dias, em que a viabilidade das sementes se reduz pela
metade). Os dados obtidos, pela numero de sementes germinadas, sao
convertidos em probit para linearizacéo dos dados cumulativos e o p50 é calculado

com base na equac¢do matematica: v = Ki — p/o.

2.2 Priming de sementes

O desenvolvimento de tecnologias hibridas e a competitividade do setor
olericola ressaltam a importancia da sementes de qualidade, que segundo
Nascimento e Costa (2009) refletem no desempenho superior das plantas em
campo sob condi¢cbes ambientais adversas, originando plantas vigorosas e
potencialmente produtivas em menor tempo. Em func¢éo do alto custo unitario para
implantagdo, ha necessidade de utilizar sementes hortalicas de elevada
gualidade.

Neste sentido para obtencdo de sementes de maior qualidade tém-se
buscado o desenvolvimento de tecnologias/técnicas que permitam as sementes
expressar todo seu potencial. Um das técnicas de maior sucesso empregadas é o0
condicionamento fisiolégico (priming).

O priming permite que ocorre ativacdo do metabolismo das sementes, para

dar inicio a germinacgéo, sem que haja protrusdo da radicula (LARA et al., 2014).
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Isto &, através da hidratacdo controlada das sementes obtém-se sementes,
metabolicamente mais preparadas para germinar. Em geral, o tratamento baseia-
se na embebicdo das sementes em uma solucdo osmotica, sob condicbes
controladas, seguida de secagem até retomada da umidade inicial (NASCIMENTO
e COSTA, 2009). Marcos-Filho (2015) pondera a eficiéncia do priming para a
maior expressao do potencial fisiologico de sementes e potencial para uniformizar
o vigor de diferentes lotes de sementes.

O priming vem sendo utilizado em sementes hortalicas, trazendo beneficios
através do aumento da velocidade de germinacéo e emergéncia, bem como para
obtencdo de mudas vigorosas, como constato por Batista et al. (2015) para
sementes de pimenteira. Nascimento e Lima (2008), ao trabalharem com
sementes de berinjela condicionadas em solucéo aerada de KNOs 0,35 M e
polietilenoglicol (PEG) em diferentes periodos de embebicéo verificaram que a
germinacao das mesmas foi favorecida em temperaturas abaixo do ideal (15 °C),
isto €, além de beneficiar a germinacéo o tratamento propicia a sementes maior
resisténcia ao estresse.

A técnica do priming é também relacionada ao aumento da sintese de DNA,
RNA, proteinas e atividade enzimatica (enzimas envolvidas na degrac¢éo do tecido
de reserva e também com atividade antioxidante), sendo que estes aumentos
capazes de contrapor o processo da deterioracdo (NASCIMENTO e COSTA,
2009).

2.3 Longevidade de sementes condicionadas

Tém-se relatado que o priming afeta negativamente a longevidade de
sementes, uma vez que o efeito ndo é perdido em periodos curtos de
armazenamento, contudo as sementes que passam pelo tratamento de priming
guando armazenadas a longos prazos, particularmente em condi¢cdes adversas,
tem seu potencial fisiolégico mais afetado em relagdo as sementes ndo tratadas
(NASCIMENTO e COSTA, 2009).

Pereira et al. (2005) estudaram a peletilizacdo e condicionamento em
semente de pimenteira e constataram que o condicionamento com KNOs com

potencial de -1,1MPa a 25 °C diminui a capacidade de retencdo da viabilidade ao
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longo do periodos de armazenamento, isto €, durante as avaliacdes aos 4, 8, 12,
16 e 20 meses de armazenamento houve diminuicdo da capacidade germinativa.

Buitink, Hemminga e Hoekstra (2000) verificaram que em sementes
condicionadas ha aumento da mobilidade molecular, levando a perda da
longevidade. No entanto, Bruggink, Ooms e van der Toorn (1999) demonstraram
a possibilidade de se ampliar parcialmente a longevidade em sementes
condicionadas através da aplicacdo de choque térmico apds o tratamento de
priming previamente a secagem.

Gurusinghe et al. (2002) constataram que nas sementes de tomate
expostas ao choque térmico (40 °C) ap6s o priming ha um aumento de proteinas
BiP (proteinas de reparo em resposta ao choque térmico e outros tipos de stress
associada ao tratamento de altas temperatura), que levou a um moderado

prolongamento da longevidade.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Sementes do
Departamento de Producdo e Melhoramento Vegetal (Faculdade de Ciéncias

Agronémicas da UNESP-Campus de Botucatu-SP).

3.1 Estudos Fisiolégicos

3.1.1 Material vegetal

As sementes S. lycopersicum usadas neste trabalho foram obtidas de uma
populacdo nucleo do Tomato Genetics Resource Center (TGRC). Foram
produzidas sementes dos acessos LA2285 (cultivar) e LA1509 (espécie selvagem)
de tomateiro (caracterizados com longevidade alta em experimento preliminar). A
producdo das sementes ocorreu entre 0s meses de janeiro e maio de 2017. A
semeadura foi realizada em bandejas contendo substrato comercial composto de
turfa de sphagno, vermiculita expandida, residuo de casca de arroz torrefada,
calcario dolomitico, gesso agricola e tracos de NPK — nitrogénio/fosforo/potassio.
A emergéncia das plantulas ocorreu aos cinco dias apés a semeadura (DAS).

O transplantio das mudas foi realizado aos 28 DAS, quando as mesmas
apresentavam dois pares de folhas. As mudas foram transplantadas para as covas
no solo sob cobertura plastica de ambiente agricola e fechamento de sombrite
(75%) nas laterais.

A adubacdao das covas, durante o ciclo do tomateiro, foi realizada utilizando-
se o formulado 4-30-10. No transplantio realizou-se o fornecimento total de fosforo
e a primeira das cinco aplicacéo de nitrogénio e potassio e, as demais aplicacbes
de destes foram realizadas a cada duas semanas (NASCIMENTO, 2014). O
célculo das quantidades de adubo foram obtidas através da andlise do solo da
area (Tabela 1) baseando-se na recomendacdes para a cultura do tomateiro
estaqueado (RAIJ et al., 1997).
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Tabela 1. Analise da solo da area experimental anterior a instalacdo do tomateiro na
camada de 0-20 cm de profundidade.
pH MO P S Al H+AI* K Ca Mg SB CTC Vv
CaCl: gdms mg dm-3 Mmolc dm-3 %
6,87 0 3820 861 O 9,25 2,28 97,81 41,02 141,12 150,18 93,96

As plantas foram tutoradas em fio, conduzindo-se duas hastes por planta.
As podas para remogao de “ramos ladrao” foram realizadas semanalmente. O
controle de pragas e doencgas foi realizado com utilizagdo de defensivos
(clorpirifos, lufenurom, piraclostrobina, tiametoxan-+lambda-cialotrina, tiofanato-
metilico+clorotalonil, metiram+piraclostrobina) recomendados para o tomateiro,
com aplicacdes realizadas em funcédo da ocorréncia de pragas e prevencao de
doencas e, extrato de Nim® a cada 15 dias. Ao iniciar a formacdo dos frutos
realizou-se a aplicacdo de fertilizante via foliar composto de célcio (21,4%) e boro
(1%), a cada 10 dias.

Durante o desenvolvimento do tomateiro, do periodo compreendido entre a
semeadura ao final da colheita, a temperatura média do ambiente externo a casa
de vegetacéo foi de 21,9 °C e precipitacédo pluvial de 548,6 mm do transplantio ao
final da colheita. A irrigacéo foi realizada via gotejamento uma vez ao dia por uma
hora. Os dados relativos a temperaturas maximas, minimas e média externas do

ambiente estéo dispostos na Figura 1.
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Figura 1. Temperatura (°C) durante a producdo de sementes de tomateiro de
janeiro a maio de 2017.
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A colheita dos frutos teve inicio aos 62 dias ap0s o transplantio (DAT), para
ambos o0s acessos, e foi realizada conforme o amadurecimento dos frutos aos 68,
71, 77 e 90 DAT, e apos cada coleta, as sementes foram separadas do fruto
manualmente e adicionada na massa de sementes solucdo de Hipoclorito de
Sadio (NaClO) 9% na proporcao de 1:1, pelo periodo de 30 minutos para remocao
da mucilagem gue envolve as sementes.

Apés este periodo as sementes foram lavadas em agua corrente e
colocadas para secar sob peneiras em estufa de circulacao forcada de ar a 32 °C
e 32% UR pelo periodo de 24 h, até atingirem entre 0,08-0,09 gH20/gPS™ de teor
de agua. O lote de cada acesso foi composto pela homogeneizacao das sementes
extraidas de cada coleta, com separagao manual de sementes “chochas” e/ou mal
formadas Em sequéncia, as sementes foram armazenadas em pote hermético de

vidro alocados na camara fria a 14 °C e 64% UR.

3.1.2 Priming e choque térmico

Conforme protocolo estabelecido em experimento anterior, as sementes
foram osmocondicionadas em tubos contendo solucéo de PEG 6000 a -1,0MPa,
pelo periodo de 60 h a 20 °C. A fim de evitar alteracédo no potencial, a solucao foi

monitorada a cada 24 h utilizando refratdmetro. Para manter a aeracao da solucéo,
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foi feito um orificio na tampa dos tubos e, em seguida, os mesmos foram colocados
em agitador durante o periodo de condicionamento. Para a definicdo do efeito dos
reguladores vegetais na longevidade foi adicionado EpiBL 0,1 pM e ABA 1 uM
durante o condicionamento, além do controle (sementes apenas condicionadas
em PEG) e a aplicacao de choque térmico apds o condicionamento das sementes.
A concentracOes de EpiBL e ABA foram definidas em experimento anterior (dados
ndo apresentados). O choque térmico foi aplicado ap6s o osmocondicionamento,
em que, apés lavagem das sementes e remoc¢do da umidade superficial pela
rapida disposicao das sementes sobre “papel seco”, as sementes foram expostas
a ambiente de 32% UR/38 °C, em estufa sem circulacao de ar pelo periodo de 2
h.

Apés aplicacao dos tratamentos as sementes foram secas pelo periodo de
24 h a ambiente de £60% UR/20 °C, sendo que as sementes do tratamento de
choque térmico passaram por 22 h neste processo. Em sequéncia a secagem, as
sementes foram armazenadas em potes herméticos de vidro até avaliagdo dos
seguintes parametros:

Germinacdo: realizado com quatro sub amostras de 50 sementes,
distribuidas uniformemente em placas de Petri plasticas, sobre substrato de papel
tipo “mata borrdo”. As sementes foram mantidas em germinador a 25 °C, com
fotoperiodo de oito h de luz e 16 h escuro, adotando-se como parametro de
germinacdo a protrusao radicular com comprimento =2 2 mm e, a maxima
germinacao contabilizada aos 14 dias, conforme adaptado da Regra para Analise
de Sementes (BRASIL, 2009). Tempo para 50% de germinacdo (T50) e
uniformidade (T16-84): o calculo foi realizado através da andlise de dados de
protrusao cumulativa utilizando o moédulo de ajuste de curva do pacote de software
Germinator (JOOSEN et al., 2010)

Longevidade: as sementes de cada tratamento foram alocadas em
saquinhos de tecido “voil” e estes distribuidos em potes herméticas de vidro de um
litro, que continha2 cm de coluna de solugdo saturada de cloreto de soédio (NacCl)
em seu interior, o que permitiu atmosfera de 75% de umidade relativa (UR) a 35
°C. Os saquinhos ficaram suspensas por um suporte de PVC e tela plastica
perfurada para que ndo entrassem em contato com a solucdo e permitindo a
homogeneizagdo do ambiente interno da jarra (Figura 2), conforme adaptado de
Gold e Hay (2014).
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Figura 2. Pote hermético contendo solucdo saturada de NaCl e suporte (A) para os

saquinhos com as sementes (B).

Foto: Thiago Barbosa Batista (2017)

Em cada ponto amostral foi avaliado a germinacdo (conforme descrito
anteriormente). O teor de agua das sementes foi determinado no ponto amostral
de 30 dias, pelo método da estufa a 105 + 3°C durante 24 horas de acordo com
as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009), com duas repetices de 50
sementes e, os dados foram expressos em gramas de agua por gramas de peso
seco.

Dos resultados obtidos ao longo do armazenamento foi elaborado a curva
de distribuicdo da germinacdo de cada acesso ao longo do periodo, sendo os
valores transformados em probit para determinagdo do momento em que a

germinacao é reduz pela metade (P50), por meio da equacéo:

v =Ki-p/o (2)

Em que: v = viabilidade em dias; Ki = germinacao inicial; p = morte esperada

no tempo; e o = inclinagédo da reta.

3.1.3 Analise dos resultados

Os dados foram analisados estatisticamente através de analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste Tukey e/ou teste-T (P < 0,05). As
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curvas da perda da germinacéo ao longo do armazenamento foram ajustadas para

0 comportamento sigmoide.

3.2 Estudos moleculares

3.2.1 Preparo e processamento do RNAseq

O RNA total foi extraido utilizando o Kit NucleoSpin® RNA plant (Macherey-
Nagel), seguindo rigorosamente as instru¢des do fabricante. Foram utilizadas trés
réplicas de 100 sementes armazenadas a -80 °C imediatamente ap0s tratamento.
A gualidade e quantificacdo das amostras de RNA total foram avaliadas em 2100
Bioanalyzer e amostras com RIN = 7,2 foram utilizadas para as etapas posteriores.

O sequenciamento foi realizado na plataforma HiSeq2500® (lllumina®,
USA), utilizando o servico do Laboratorio Central de Tecnologia de Alto
Desempenho em Ciéncias da Vida da Universidade Estadual de Campinas
(LaCTAD, Brasil). Para construcéo das bibliotecas foi utilizado o kit TrueSeq RNA
Library Prep Kit V2® (lllumina®, USA). Em resumo, realizou-se a hibridizacéo e
ligacdo dos adaptadores, transcriptase reversa, purificacdo do cDNA e, por fim
amplificacdo e quantificacdo do cDNA amplificado. O cDNA foi diluido e utilizado
para gerar os clusters (amplificacdo de fragmentos especificos) e, sequenciado.
Construida as bibliotecas foram sequenciados 100 bp paired-end. A saida de
dados no formato de arquivo fastq continha informacdes de sequéncia, incluindo
a qualidade de sequenciamento (indice de qualidade de Phred). Escores médios

= 20 por posigéo foram utilizados para o alinhamento.

3.2.2 Alinhamento de reads e genes diferencialmente expressos (DEG)

Pared-end reads de mRNA foram mapeados no genoma de liberagédo 39 de
Solanum lycopersicum usando os parametros padrdo de TopHat2 (KIM et al.,
2013). As contagens de genes RefSeq foram obtidas usando HTSeq (ANDERS,
PLY & HUBER et al., 2015) e DESeq2 (LOVE, HUBER & ANDERS et al., 2014)
foi usado para normalizar as contagens de expresséao. As mudancgas na expressao
génica foram consideradas estatisticamente significantes quando [fold change|
(FC) 22 e valores de p < 0,05.
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3.2.3 Enriquecimento de Gene Ontology (GO)

Enriqguecimento de GO foi realizado utilizando o sistema de classificacao
PANTHER (Ml et al.,, 2017), utilizando um teste hipergeométrico com uma
correcdo da taxa de descoberta falsa de Benjamini e Hochberg. Um corte de p-
valor de 0,05 e 2 de enriquecimento foi utilizado para identificar os processos

enriquecidos.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito do priming em sementes de S. lycopersicum

O osmocondicionamento a -1,0 MPa apresentou efeito significativo na
reducdo do tempo para 50% de germinacdo para as sementes dos acessos
analisados, levando 72 h (LA2285) e 85 h (LA1509) para 50% de germinacéo,
resultado menor que 93 h (LA2285) e 112 h (LA1509) das sementes néo tratadas
(Figura 3-A). Nao houve efeito significativo do priming sobre a uniformidade de
germinacao das sementes de ambos os acessos de S. lycopersicum (Figura 3-B).
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Figura 3. Tempo para 50% de germinacao (T50) e uniformidade de germinacéo (T16-84) em
sementes de S. lycopersicum ndo tratadas e submetidas ao priming com PEG (solucdo de
polietileno glicol -1,0 MPa), CT (choque térmico apds priming a 32% UR/38 °C, por 2h), EpiBL
(PEG -1,0 MPa associado com Epibrassinolideo 0,1 uM) e ABA (PEG -1,0 MPa associado com
acido abscisico 1 uM). Letras distintas dentro de cada acesso indicam diferenca significativa (P <
0,05).
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Foi verificado beneficio adicional significativo dos tratamentos de CT, EpiBL
e ABA na velocidade de germinacao, isto é, menor T50 em relacdo ao tratamento
tradicional com solucao de PEG -1,0 MPa nas sementes do acesso LA2285. Para
sementes do acesso LA1509, dentre os tratamentos adicionais, o priming
associado com EpiBL propiciou rapida germinacdo, em relacdo ao tratamento
tradicional, com 75 h para 50% de germinacdo, menor que 85 h do tratamento
tradicional de PEG -1,0 MPa (Figura 3-A).

O acido abscisico tem efeito antagdnico no processo germinativo, todavia
a concentracao utilizada de 1 uM nao interferiu na germinacao das sementes do

acesso LA2285 e, embora tenha aumentado o tempo para 50% de germinacéo
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em relacdo aos demais tratamentos adicionais nao afetou de maneira significativa
0 desempenho das sementes do acesso LA1509 em relacdo ao tratamento
tradicional (Figura 3-A).

Por meio do aumento na velocidade de germinacdo em relacdo as
sementes ndo condicionadas (Figura 3-A), o priming antecipou o inicio da
germinacao (Figura 4) e, assim, permitiu que as sementes condicionadas
atingissem mais rapidamente taxas superiores de germinagdo. A germinacao
inicial entre todos os tratamentos foi = 98% (Figura 4), ndo sendo negativamente

afetada apés priming, com maximo de germinacao atingido em menor tempo.

Figura 4. Curva de germinacdo de sementes dos acessos LA2285 (A) e LA1509 (B) de S.
lycopersicum ndo tratadas e submetidas ao priming com PEG (solucdo de polietileno glicol -1,0
MPa), CT (choque térmico ap6s priming a 32% UR/38 °C, por 2h), EpiBL (PEG -1,0 MPa associado
com Epibrassinolideo 0,1 uM) e ABA (PEG -1,0 MPa associado com acido abscisico 1 uM).
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4.2 Longevidade de sementes condicionadas de S. lycopersicum

Apos 30 dias de armazenamento controlado em condi¢éo de 75% UR e 35
°C, as sementes atingiram equilibrio de teor de &gua de 0,11 + 0,02 e 0,10 £ 0,01
gH20.gPS* para sementes do acesso LA2285 e LA1509, respectivamente (Figura
5).

Figura 5. Teor de agua (gH20.gPS 1) apés 30 d de armazenamento controlado (75% UR/35 °C)
em sementes de S. lycopersicum ndo tratadas e submetidas ao priming com PEG (solucdo de
polietileno glicol -1,0 MPa), CT (choque térmico apds priming a 32% UR/38 °C, por 2h), EpiBL
(PEG -1,0 MPa associado com Epibrassinolideo 0,1 uM) e ABA (PEG -1,0 MPa associado com
acido abscisico 1 uM).
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Embora obtenham maior velocidade de germinacdo (Figura 3-A e 4),
sementes condicionadas perderam mais rapidamente a capacidade de
germinacdo em relacéo as ndo tratadas, contudo o choque térmico apds o priming
promoveu acentuado retencdo da capacidade de germinacdo ao longo do

armazenamento (Figura 6).
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Figura 6. Efeito de armazenamento controlado (35 °C, 75% UR) em sementes dos acessos LA2285
(A) e LA1509 (B) de S. lycopersicum néo tratadas e submetidas ao priming com PEG (solucdo de
polietileno glicol -1,0 MPa), CT (choque térmico apds priming a 32% UR/38 °C, por 2h), EpiBL
(PEG -1,0 MPa associado com Epibrassinolideo 0,1 uM) e ABA (PEG -1,0 MPa associado com

acido abscisico 1 pM).
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A longevidade das sementes nédo tradadas do acesso LA2285 foi de 70 d
(P50) e do acesso LA1509 de 97 d (P50), apresentando diferenca significativa
(Figura 7-A) e, ap6s o priming, sem considerar tratamentos adicionais a
longevidade foi reduzida para 62 e 48 d (P50), respectivamente, isto €, houve uma
reducdo na longevidade de 8 d (P50) para o0 acesso LA2285 e 49 d (P50) para o
acesso LA1509, quando as sementes foram submetidas ao condicionamento
(Figura 7-B).
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Figura 7. Longevidade de sementes de dois acessos de S. lycopersicum (A) e submetidas ao
priming com PEG (solucdo de polietileno glicol -1,0 MPa), CT (choque térmico apés priming a 32%
UR/38 °C, por 2h), EpiBL (PEG -1,0 MPa associado com Epibrassinolideo 0,1 uM) e ABA (PEG -
1,0 MPa associado com acido abscisico 1 pM) (B). (A) Letras distintas indicam diferenca
significativa (P < 0,05) pelo teste-T e (B) Letras distintas dentro de cada acesso indicam diferenca
significativa (P < 0,05).
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Todavia, o tratamento de choque térmico apds o priming ndo permitiu a
perda da longevidade nas sementes do acesso LA2285, enquanto que para o
acesso LA1509 houve moderado prolongamento da longevidade para 58 d (P50),
comparado as sementes condicionadas no priming tradicional, que foi de 48 d
(P50), isto €, 10 d de prolongamento na longevidade em condi¢des supra 6timas
com utilizacdo de choque térmico apos o priming.

A adicdo de EpiBL durante o priming reduziu a longevidade quando
comparado ao tratamento tradicional nas sementes do acesso LA2285 e, o0s
tratamentos com EpiBL e ABA durante o priming ndo influenciaram a longevidade
das sementes do acesso LA1509 (Figura 7-B). Adicionalmente, a aplicacao de
choque térmico a 32% UR/38 °C pelo periodo de 2 h demonstrou a possibilidade
de reter e ampliar a longevidade de sementes condicionadas em sementes com

baixa e alta longevidade, respectivamente (Figura 7-A e 7-B).
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4.3 Identificacdo de transcritos em resposta ao choque térmico apos priming

Foi analisado o transcriptoma das sementes de S. lycopersicum do acesso
LA1509 em que o tratamento com choque térmico 32% UR/38 °C apds priming
ampliou a longevidade e seu respectivo controle (somente condicionadas em
solucéo de PEG a -1,0 MPa) (Figura 7-B). O alinhamento dos reads mapeados foi
= 90% no genoma referéncia de S. lycopersicum e, possibilitou verificar a
expressdo de 7560 genes. A analise de componentes principais (PCA) destes
genes demonstrou diferenca entre os grupos controle e tratamento, além de uma
maior heterogeneidade na regulagcéo do transcriptoma nas amostras submetidas
ao tratamento de choque térmico (Figura 8-A), 0 que era esperado nas amostras
biologicas em funcéo da aplicacdo do tratamento de choque térmico a 32% UR/38
°C.

Figura 8. Perfil de expresséo de sementes de S. lycopersicum submetidas ao choque térmico apés
priming e controle. (A) PCA dos genes expressos has amostras de controle (PEG -1,0 MPa) e
tratamento (choque térmico 32% UR/38 °C). (B) Heatmap de DEG nas amostras de controle e
tratadas com choque térmico.
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A andlise destes 7560 genes revelou 368 genes diferencialmente
expressos (DEG) (p < 0.05 e fold change = 2) nas sementes de S. lycopersicum,
dos quais 298 e 70 genes foram induzidos e reprimidos, respectivamente (Figura
8-B).

A andlise de enriguecimento de GO processo biolégico completo dos DEG,
revelou que a via mais enriquecida foi a de “resposta ao calor’ com cinco DEG (E
= 27,66); seguido de ‘“resposta ao estimulo de temperatura” com oito DEG (E =
18,66). A terceira via mais enriquecida foi “dobramento de proteinas” com 11 DEG
(E = 6,88) e, por fim a via de “resposta a estimulos abiéticos” com 12 DEG (E =
4,76) (Tabela 2).

Tabela 2. Enriguecimento de GO de processo biolégico completo dos DEG encontrados em
sementes de S. lycopersicum submetidas ao tratamento de choque térmico 32% UR/38 °C.

GO processo hioldgico # DEG Esperado Enriquecimento FDR*
completo genes (E)

Resposta ao calor 19 5 0,18 27,66 3,26E-03
Resposta ao estimulo de 45 8 0.43 18,69 1,29E-04
temperatura

Dobramento de proteinas 168 11 1,6 6,88 2,21E-03
Resposta ao estimulo abidtico 265 12 2,52 4,76 1,32E-02

#*niimero de genes dentro da via; *FDR = taxa de falso descoberto

Utilizando um grafico de dispersdo que integra o grau de regulacao
transcrito (Log2 Fold change) e abundancia (RPKM - Reads Per Kilobase Million)
foi identificado mudancas entre a regulacédo e abundancia dos transcritos (Figura
9).
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Figura 9. Dispersdo comparando a abundéancia (RPKMs, eixo x) e seu grau de expressao (log2
fold change, eixo y). Cada ponto representa os transcrito DEG. Transcritos induzidos dentro das
principais vias estimuladas (A ), transcritos induzidos fora das principais vias estimuladas (m) e,
transcritos reprimidos verificados (e). Sombra cinza indica divisdo entre baixa, média e alta

abundancia, definida utilizando quartilhes (Q1 e Q3).
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Dentre os genes identificados nas principais vias enriguecidas, ocorre a
presenca de transcritos da classe das HEAT SHOCK PROTEINS (HSPs), como
HSP90 com alta abundancia, todavia com baixo fold change (FC = 1,08) e, SMALL
HEAT SHOCK PROTEINS (sHSPs) das classes |, Il e IV (FC = 1,84; 5,53 e 1,30,
respectivamente), com média, baixa e alta abundancia, respectivamente. Com
abundancia média foram identificados transcritos do grupo chaperonas, como
CHAPERONE PROTEIN DNAJ (DNAJ) (FC = 3,06) e CHAPERONE DNAK
(DNAK) (FC = 2,08) (Figura 9).

Foram identificados dois fatores de transcricdo fora das principais vias
enriquecidas, com baixa abundancia, porém alto valor de fold change: HEAT
SHOCK FACTOR A3 (HSFA3) e HEAT SHOCK FACTOR (HSF) (FC=9,89 e 5,79)
(Figura 9). Adicionalmente, verificou-se genes de alta abundancia fora das
principais vias enriquecidas: LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT PROTEIN
(LEA D-29) (FC = 1,82) (Figura 9).
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Entre os genes reprimidos foram identificados EXPANSIN (EXP),
UBIQUITIN, COLD SHOCK PROTEIN-1 (CSP1), AUXIN RESPONSIVE PROTEIN
(IAA) e GRAS FAMILY TRANSCRIPTION FACTOR (GRAS) (FC =; -1,74; -1,00; -
1,16; -1,15 e -1,66, respectivamente) (Figura 9).
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5 DISCUSSAO

O priming € uma importante tecnologia para maximizar e uniformizar o
desempenho de lotes de sementes, todavia sementes condicionadas perdem mais
rapidamente sua longevidade. No entanto, o presente estudo demonstrou que a
aplicacdo de choque térmico a 32% UR/38 °C ap0ds o priming é capaz de estender
a longevidade de sementes submetidas ao priming de S. lycopersicum, como
sugerido anteriormente e que a extensdo da longevidade esta associada a
mudanca no perfil transcriptdbmico que leva ao acumulo de transcritos da classe

HSPs (Heat shock proteins).

5.1 Priming beneficia a qualidade de sementes de S. lycopersicum

De acordo com os resultados, o protocolo de osmocondicionamento
estabelecido (-1,0 MPa, 20 °C pelo periodo de 60h) foi eficiente para permitir maior
expressao do vigor nas sementes dos acessos estudados de S. lycopersicum, por
meio do incremento a velocidade de germinacgéo (Figura 3-A e 4). As sementes de
S. lycopersicum apresentam dorméncia por resisténcia mecanica do endosperma
micropilar a protrusdo da radicula. A enzima endo-B-mananase (E.C. 3.2.1.78) é
uma das envolvida no enfraquecimento parcial desta barreira (BEWLEY et al.,
2013; MARCOS-FILHO, 2015).

Em sementes de tomate a atividade da enzima endo-B-mananase inicia na
regido do endosperma micropilar e aumenta ao longo da embebicédo, com maximo
ao atingir 50% de germinacao (MO e BEWLEY, 2002; MO e BEWLEY, 2003) e o
priming aumenta a atividade de endo-B-mananase a medida que diminui a
restricdo mecénica do endosperma micropilar (TOOROP et al., 1998). Anese et al.
(2011) verificaram que o hidrocondicionamento aumenta a atividade da enzima
endo-B- mananase nas sementes de Solanum lycocarpum e, as sementes
tratadas germinaram mais rapidamente que as sementes nao tratadas.

Portanto, € possivel que o enfraquecimento do endosperma micropilar,
propiciado pelo condicionamento fisiolégico empregado neste trabalho, permitiu
as sementes de tomateiro uma germinacgao rapida em relacdo ao controle. Esta

rapidez refletiu no adequado desempenho das sementes, em que todas atingiram
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maxima germinacdo em um tempo reduzido, e que pode ter fundamental
importancia no desempenho de estande de plantas (Figura 3-A e 4).

Além disso, foi verificado beneficio adicional com a adi¢do de 0,1 uM de
EpiBL. O priming com regulador EpiBL aumentou a atividade antioxidante em
sementes de pimentdo (SILVA et al., 2015a) o que possibilita o combate a
atividade das ROS durante a reinicializacdo do metabolismo. Leubner-Metzger
(2001) ao estudar a acao do brassinosterdides em sementes de tabaco (Nicotina
tabacum) constatou que este horménio atua na promocao da germinagcao por um
caminho distinto ao das giberelinas e relacionado diretamente com o
enfraguecimento do endosperma micropilar.

Assim, o priming pode ter induzido a sintese e atividade de enzimas no
endosperma micropilar, e a adicdo de EpiBL no tratamento promoveu aumento no
efeito fisiolégico do brassinosterdides nas sementes de tomate, promovendo
enfraguecimento do endosperma micropilar e combate de ROS, levando a rapida
germinacgdo. Além disso, os brassinosteroides estdo associados ao alongamento
e divisao celular (FAGAN et al, 2015; TAIZ e ZEIGER, 2013) e portanto, o
fornecimento exdégeno de EpiBL durante o priming pode ter promovido o
alongamento das células do hipocétilo e, aliado ao enfraquecimento do
endosperma, favoreceu a superagédo da dorméncia e a protrusédo da radicula.

Pela inibicdo da ruptura do endosperma, o ABA antagoniza os caminhos de
giberelina e bassinosteroides (LEUBNER-METZGER, 2001). De fato o aumento
de conteudo de ABA exdgeno impede a promocao da germinacao, no entanto, no
presente estudo a adicdo de 1 pM foi insuficiente para reduzir de forma
significativa a germinacdo das sementes (Figura 4). Portanto, conclui-se que a
intensidade de dorméncia estava baixa nos acessos do presente estudo,
justificando a insensibilidade a a¢do do &cido abscisico. Todavia, divergente entre
0S acessos o que justifica diferenca quanto a velocidade de germinacéo verificada

entre 0S acessos.

5.2 O choque térmico é capaz de atenuar a perda da longevidade de sementes
condicionadas

O priming, embora benéfico para as sementes de S. lycopersicum acentuou

a perda da longevidade em comparacdo com as sementes nao tratadas (Figura
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6). A perda da longevidade das sementes condicionadas também foi verificada
para sementes de alface (HILL et al., 2007) e Impatiens e pimentdo (BUITINK,
HEMMINGA e HOEKSTRA, 2000). Assim, foi investigado se os tratamentos
alternativos de EpiBL e ABA durante o priming e choque térmico a 32% UR/38 °C
apos condicionamento prolongam a longevidade das sementes de S.
lycopersicum.

Apéds condicionamento as sementes apresentavam teor de agua de +1,08
gH20.gPS* e decorrido o periodo de secagem houve reducdo para 0,09
gH20.gPS™! (dados ndo apresentados) e, atingiram taxa de germinagdo = 98%
(Figura 4-A e 4-B). Isto €, a tolerancia a dessecacéo (TD) néo foi afetada pelo
priming, em funcdo do mesmo ter encerrado durante a fase Il da absorcdo de
agua, periodo em que de acordo com Bewley et al. (2013) as sementes ainda
toleram a dessecacdao se interrompido o processo de aquisicdo de agua.

De fato, para caracterizar a técnica do priming as sementes necessitam
passar pela secagem, sem que ocorra diminui¢cdo da porcentagem de germinagao
anterior ao tratamento. Porém a reinicializacdo do metabolismo e posterior
suspensdo do processo pode levar a alteracbes nos componentes celulares,
relacionados com a baixa capacidade de armazenamento das sementes
condicionadas.

Em sementes condicionadas de pimentdo e Impatiens walleriana ocorre
aumento da mobilidade molecular com relacao direta a perda da longevidade das
sementes e, existe ainda uma notavel diminuicdo no conteddo de
oligossacarideos, porém ndo afeta a estabilidade do estado vitreo (BUITINK,
HEMMINGA E HOEKSTRA, 2000), indicando que a perda da longevidade esta
relacionada com a diminuigdo e/ou alteracdo de outras moléculas relacionadas
com a estabilizacdo da matriz celular. Apesar de compartilhar mecanismos com a
TD, outros sistemas como o de protecéo e desintoxicacdo sao caracteristicos da
longevidade (RAJJOU e DEBEAUJON, 2008; SANO et al.,, 2016), porém, o
mecanismo pelo qual sementes condicionadas perdem a longevidade ainda é
desconhecido.

O tratamento com EpiBL contrariou evidencias anteriores que o associam
a prolongamento da longevidade (SILVA, 2015b). A aplicacdo de ABA, fito-
hormonio associado a longevidade (SANO et al.,, 2016), ndo influenciou na

retencdo dalongevidade. Isto €, a aplicacdo destes reguladores através do priming
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parece nao influenciar na retencdo da germinacdo ao longo do armazenamento,
obviamente para as concentracfes testadas neste estudo, pois concentracdes
maiores destes reguladores possam estender a longevidade, necessitando a
ampliacao de estudos.

Nas condi¢cbes de armazenamento de 75% UR/35 °C apenas a aplicacao
de choque térmico a 32% UR/38 °C por 2 h permitiu significativa manutencdo da
longevidade comparada ao tratamento convencional de priming (Figura 6 e 7-B).
Neste tratamento as sementes apds o0 priming apresentaram contetdo de agua de
1,08 gH20.gPS e apés o choque térmico reduziu para 0,08 g H20.g PS, isto &,
uma perda de *1 gH20.gPS* no periodo de 2 h (dados ndo apresentados),
constituindo assim uma secagem rapida com um aumento de 18 °C em relacao a

temperatura do tratamento de priming aplicado.

5.3 Importantes transcritos identificados no tratamento de choque térmico indicam
a importancia do sistema de protecdo para longevidade de sementes
condicionadas

O acesso LA1509 foi selecionado para o estudo do transcriptoma em
funcdo de maior contraste na perda da longevidade entre o controle e sementes
condicionadas e em que a aplicacdo do choque térmico ampliou a longevidade,
coerente com estudos anteriores. Além disso, trata-se de um acesso no qual nao
ocorreu a domesticagao.

Bruggink, Ooms e van der Toorn (1999) demonstraram que 0 estresse
hidrico e choque térmico ap6s o priming nas sementes ainda com elevado
conteudo de agua, permite maiores taxas de sobrevivéncia apds deterioracéo
controlada a 50 °C por 48 h. Gurusinghe, Powell e Bradford (2002) demonstraram
aumento na intensidade de proteinas BiP (immunoglobulin binding protein) da
familia das heat-shock proteins e, a expressdo aumentada destas foi associada
ao prolongamento da longevidade de sementes condicionadas de tomate
submetidas ao choque térmico a 37 °C por 2, 3 ou 4 h.

As proteinas BiP da classe das HSPs estédo relacionadas com a restauragao
de proteinas danificadas pelo calor e/ou enrolamento incorreto (LEE e VIERLING,
2000), além de funcionar como chaperona na preservacao da estrutura proteica

durante a desidratacdo ou na reativagdo de proteinas danificada durante a
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aquisicdo de agua e secagem - etapas do priming (GURUSINGHE, POWELL e
BRADFORD, 2002). No presente estudo, ampliaram-se as informacdes em
relagdo ao estimulo e o acumulo de moléculas através do choque térmico, pois
foram encontradas diversas moléculas estimuladas pelo tratamento de choque
térmico a 32% UR/38 °C apds o priming (Figura 9), que podem ser importantes na
busca para elucidar os mecanismos subjacentes a longevidade.

A abundancia do transcrito LEA D-29 apds choque térmico nas sementes
de S. lycopersicum indica adequada secagem apos priming e, embora analoga a
secagem ideal das sementes para que nao ocorra danos celulares ou avanco de
etapas, permitiu a inducéo e acumulo de moléculas protetoras da classe das HSPs
(Figura 9), o que parece ser o responsavel por garantir o emprego da técnica e o
fator chave responsavel por prolongar a longevidade das sementes de S.
lycopersicum.

A elevacdo na temperatura para aplicacdo do tratamento certamente
justifica o enriquecimento GO de via de resposta ao calor e estimulo de
temperatura (Tabela 2) e reflete a robusta mudanga no perfil de expressao dos
genes (Figura 8-B) o que possibilita estudar o papel destes genes no
prolongamento da longevidade (Figura 7-B).

O aumento da atividade das HSPs néo € surpreendente mediante aplicacéo
do choque térmico, pois estas sdo o maior grupo de proteinas em resposta ao
estresse e se acumulam no final da maturacdo para permitir que as sementes
ortodoxas sobrevivam a dessecacéo e, portanto relacionadas com a tolerancia a
dessecacéo e a longevidade e (HE e YANG, 2013; KAUR et al., 2015; LIMA et al.,
2017).

Apesar de abundancia variada é notavel a participacdo de small HSPs
(sHSPs) no prolongamento da longevidade das sementes de S. lycopersicum, o
gue possivelmente esta relacionado com funcao chaperona de prevenir agregacao
e desnaturacéo de proteinas (LEE et al., 1997), assim como relatado por Kaur et
al. (2015) para a OsHSP18.2, que facilita o dobramento de proteinas, assim
preveni a desnaturacao destas e, além disso aumentam em resposta ao estresse
térmico em sementes de arroz, diminuem o acumulo de espécies reativas do
oxigénio e permitem maior viabilidade de sementes de Arabidopsis apds

deterioragao.
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O transcrito de DNAJ verificado no presente estudo também tem funcao
chaperona relatada, induzido por choque térmico, desempenha papel fundamental
no crescimento de plantas (FAN et al., 2017) e inducéo de resisténcia ao estresse
(BEKH-OCHIR et al., 2013).

Os genes HSF sdo importantes fatores de transcricao (FTs) que regulam a
expressao de varios genes responsivos ao estresse e desempenham um papel
fundamental na tolerancia a estresse abidtico (GHO et al., 2016), o que justifica a
presenca de HSFA3 e HSF com alto valor de fold change (FC = 5,79), como
revelou o transcriptoma das sementes de S. lycopersicum tratadas (Figura 9).
Além disso, amplia as possibilidades de se relacionar este transcrito com a
longevidade, pois tem-se relatado que apenas o0 HSFA9 é especifico em sementes
(KOTAK et al., 2007), o que demonstra a possibilidade de se induzir a atividade
de outros FTs que podem ampliar a longevidade de sementes.

Este resultado é importante, pois identificar FTs relacionados ao estresse
abidtico (choque térmico) abre possibilidades para programas de melhoramento
visando aliviar as tensdes nas plantas e, neste caso referente ao calor e
prolongamento do periodo de armazenamento nas espécies de plantas cultivadas
Cuja a propagacdao da-se por sementes.

As HSPs também tem sido associados ao vigor de sementes em outras
trabalhos (KAUR et al., 2015), como relatado por Bettey e Finch-Savge (1998)
para a sHSP17.6, a qual afeta a tolerancia ao estresse da sementes e, portanto,
contribui para a determinacdo do vigor, mas ressalta que este € apenas um dos
vérios fatores que influenciam o desempenho das sementes. Alinhado a este
resultado a presenca de transcritos small HSPs deste estudo podem indicar que
estes transcritos estdo envolvidos no “envigoramento” de sementes. Pois,
verificou-se incremento na velocidade de germinacdo das sementes de S.
lycopersicum com aplicagdo do choque termico (Figura 3-A e 4), com notavel
acumulo e expressao de HSPs (Figura 9) e posterior reten¢éo da viabilidade em
relagéo as sementes condicionadas (Figura 6 e 7-B).

Genes relacionados a organizagcéao da parede celular (EXP) e degradacgéao
de proteinas (Ubiquitin) que foram reprimidos indicam a suspensdo do processo
de reinicializagdo do metabolismo. E a analise do transcriptoma nas sementes de
S. lycopersicum revelou ainda que durante o priming ndo ha atividade de

transcritos relacionados a protecéo do tipo HSPs (Figura 8-B e 9). Logo, ainda que
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acumuladas durante a maturagéo, ao reiniciar o metabolismo através do priming
nas sementes, parece necessario que haja um novo aumento da atividade desta
moléculas através do choque térmico, para que as sementes condicionadas
tolerem maiores periodos de armazenamento.

Em hipétese, as HSPs pré-armazenadas sdo requeridas durante a
reinicializacdo da germinacao e, ainda que responsivas ao estresse abidtico, estas
moléculas ndo foram induzidas através do priming -1,0 MPa a 20 °C que pode ser
considerado um tipo de estresse. E ainda, o sistema de protecédo parece estar
mais relacionado a longevidade do que outros sistemas em comum com a TD
guando as sementes foram condicionadas anteriormente, ainda que nao esteja
esclarecido por quais caminhos estas perdem mais rapidamente sua longevidade.

Dificilmente houve inducdo da atividade e/ou acumulo das moléculas
encontradas no tratamento de choque térmico nas sementes do grupo controle,
pois as mesmas foram verificadas em condicdo de estresse a 32% UR/38 °C,
contrario a condi¢cdo de secagem utilizada de = 60% UR/20 °C para os demais
tratamentos; reforcando a hip6tese levantada anteriormente.

Assim, o resultado do presente estudo indica a potencialidade da aplicacao
deste tratamento para estender a longevidade de sementes condicionadas e ainda
incrementar a expressao do vigor das sementes, com um emprego relativamente
facil e menos oneroso que associar um regulador vegetal ao priming. Além disso,
expande as informacgBes em relacdo as moléculas que podem estar envolvidas
e/ou governar a longevidade das sementes.

Neste estudo, o conteldo de agua das sementes de S. lycopersicum
durante o armazenamento ficou entre 0,11 + 0,02 gH20.gPS™, que corresponde a
+10,5% em base umida. O armazenamento a 75% UR/35 °C pode ter propiciado
gue o citoplasma saisse do estado vitreo, passando a um estado “emborrachado”
amorfo e de consisténcia sélida em que nao ocorre reacdes quimicas, mas capaz
de oferecer condicdes deletérias aos tecidos das sementes e reducdo da
viabilidade mensuravel (LIMA et al, 2017; MARCOS-FILHO, 2015;
BALLESTEROS e WALTERS, 2011; BUITINK e LEPRINCE, 2004; WALTERS,
1998).

Isto indica que os resultados obtidos podem refletir as condicbes mais
préximas de armazenamento ideal, em que as sementes apresentem 0 mesmo

estado citoplasmatico, contrario as condicdes mais extremas, principalmente de
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temperatura verificado nos trabalhos anteriores de Gurusinghe, Powell e Bradford
(2002) e Bruggink, Ooms e van der Toorn (1999).
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6 CONCLUSOES

O tratamento de priming beneficia maior velocidade de germinacédo das
sementes e o choque térmico é capaz de ampliar a longevidade de sementes de
S. lycopersicum.

O acumulo de moléculas chaperonas do tipo HSPs esta envolvido na
retencdo da longevidade em sementes condicionadas de tomate.

Os FTs HSFA3 e HSFB sao possiveis genes candidatos envolvidos no

prolongamento da longevidade.
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