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RESUMO

7

A toleradncia a dessecacdo (TD) em sementes ortodoxas € adquirida na fase de
maturacdo e perdida com a germinacao (protrusdo radicular). Todavia, a utilizacao
de polietileno glicol (PEG) pode restabelecer a TD em sementes germinadas.
Objetivou-se neste trabalho restabelecer a tolerancia a dessecacdo em sementes
germinadas de Solanum lycocarpum e estudar o transcriptoma e 0S mecanismos
associados a este processo. Quatro repeticoes de 50 sementes germinadas com
comprimento de raiz primaria de 1, 2, 3, 4 e 5 mm foram tratadas com PEG 8000 a -
1,7 MPa e mantidas a 10 °C por 72 horas e, ap0s esse periodo, as sementes
germinadas foram secadas em ambiente com solucdo de cloreto de litio (65% de UR
e 20 °C) até atingirem a umidade de 8,7%, como a do tratamento controle, as
sementes germinadas ndo tratadas. Em seguida, as sementes germinadas foram
pré-umidificadas em atmosfera saturada com vapor d’agua por 24 horas a 20 °C e,
entdo, submetidas as condi¢cbes de germinacdo. O RNA foi extraido e sequenciado
de raizes primarias de 2 mm de comprimento tratadas com PEG e ndo tratadas.
Foram utilizadas trés repeticdes bioldgicas de 100 raizes primarias para cada
biblioteca de RNA, para o sequenciamento (Paired-End 2 x 200 bp HiScan2500).
Foram identificados aproximadamente 116.000 transcritos, dos quais 2896 genes
tiveram expressao diferencial, 1.184 genes tiveram a expressdo aumentada e 1.712
tiveram a expressao diminuida. Foram identificados genes relacionados ao
restabelecimento da TD em S. lycocarpum, destacando-se as oleosinas, LEA14,
GOLS1 e EMPL1. A tolerancia a dessecacdo em S. lycocarpum é governada por um
complexo de interagbes e mecanismos moleculares, dos quais 0s principais sdo 0s
processos biolégicos e vias relacionadas ao metabolismo de lipideos e respostas

hormonais.

Palavras-chave: Sementes florestais. Transcriptoma. Solanaceae. Cerrado.



ABSTRACT

The desiccation tolerance (TD) in orthodox seeds is acquired during the maturation
phase and lost with germination (root protrusion). However, the use of polyethylene
glycol (PEG) can reestablish TD in germinated seeds. The aim of this research was
to restore tolerance to desiccation in germinated seeds of Solanum lycocarpum and
to study the transcriptome and mechanisms associated with this process. Four
replicates of 50 germinated seeds with primary root length of 1, 2, 3, 4 and 5 mm
were treated with PEG 8000 at -1.7 MPa and maintained at 10 °C for 72 hours and
after that period the seeds germinated seeds were dried in a solution of lithium
chloride solution (65% RH and 20 °C) until reaching the humidity of 8.7%, as the
control treatment, the untreated germinated seeds. Then the germinated seeds were
pre-humidified in an atmosphere saturated with water vapor for 24 hours at 20 °C
and then submitted to the germination conditions. RNA was extracted and
sequenced from 2 mm long primary roots treated with PEG and untreated. Three
biological replicates of 100 primary roots were used for each RNA library for
sequencing (Paired-End 2 x 200 bp HiScan2500). Approximately 116,000 transcripts
were identified, of which 2896 genes had differential expression, 1,184 genes had
increased expression and 1,712 had decreased expression. Genes related to the
reestablishment of TD in S. lycocarpum were identified, with emphasis on oleosins,
LEA14, GOLS1 and EMP1. The desiccation tolerance in S. lycocarpum is governed
by a complex of interactions and molecular mechanisms, the main ones being the
biological processes and pathways related to lipid metabolism and hormonal

responses.

Keywords: Forest seeds. Transcriptome. Solanaceae. Cerrado.
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1 INTRODUCAO

A tolerancia a dessecacao é uma caracteristica presente em varios organismos,
como graos de podlen, plantas, tardigrados, sementes e propagulos vegetativos
(BEWLEY et al., 2013); esta capacidade permite aos organismos tolerar a secagem
abaixo de 0,09 g.H20.g* de massa seca, e apos reidratacdo dar continuidade ao seu
ciclo de vida (ALPERT, 2000; OLIVER et al., 2000; HOEKSTRA et al., 2001).

Espécies que possuem sementes ortodoxas sdo capazes de tolerar a secagem e
ao armazenamento por longos periodos, estas sementes adquirem a tolerancia a
dessecacado na fase de maturacdo (ROBERTS, 1973), mas com o inicio do processo
germinativo estas se tornam sensiveis a dessecacdo, comportando-se como
sementes recalcitrantes (LEPRINCE et al., 1993; BRADFORD, 1994; BUITINK et al.,
2003).

Para que as sementes ortodoxas readquiram a capacidade de tolerar a
dessecacado sdo aplicados estimulos externos nas sementes germinadas para que
possam reativar os mecanismos de tolerancia a dessecacao, o que pode ser feito
por meio de estresse osmoético moderado com o uso polietileno glicol(PEG) ou
aplicacdo de &cido abscisico(ABA) (BUITINK et al., 2003; FARIA et al., 2005; MAIA
et al., 2011).

Sob condicbes de estresse osmoético, como a altas temperaturas, varios genes
respondem a este estimulo para reinduzir a tolerancia a dessecacdo, sendo o
acumulo de ABA um dos fatores principais que governam as mudancas fisiolégicas
gue geram a tolerancia a dessecacao (MAIA et al., 2011; YOSHIDA et al., 2014).

Andlises de transcriptoma mostram que genes envolvidos com a tolerancia a
estresses codificam proteinas LEA, enzimas de desintoxicacdo, chaperonas, fatores
de transcricdo (MARUYAMA et al., 2014; NAKASHIMA et al., 2014); plantas em
condi¢cOes de estresse aumentam os niveis de glicose, frutose, oligossacarideos da
familia rafinose, aminoacidos de cadeia ramificada maiores em comparagdo as nao
estressadas (VERSLUES; JUENGER, 2011; MARUYAMA et al., 2014). Além disto,
genes associados a fotossintese tem expressdo diminuida (MARUYAMA et al.,
2012; SHARMA et al., 2013; HU; XIONG, 2014; TODAKA et al., 2015).

A identificacdo dos genes e a compreensdo dos mecanismos responsaveis por

conferir tolerdncia a dessecacdo em sementes podem auxiliar programas de
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melhoramento genético de espécies cultivadas e avancar no conhecimento sobre
sementes sensiveis a dessecacao (KASUGA et al., 1999; ITO et al., 2006; SAKUMA
et al., 2006; TODAKA et al.,, 2015). Assim, utilizar espécies nativas como modelo
gue apresentem genes relacionados a tolerancia a dessecacao e selecionar suas
caracteristicas pode ser uma estratégia para a conservacao de sementes e auxiliar o
processo de melhoramento de espécies agricolas.

A espécie utilizada neste trabalho, Solanum lycocarpum A. ST.-HIL, € uma
solanacea de porte arbustivo ou arbéreo conhecida como lobeira, cuja familia
apresenta grande importancia comercial devido a utilizacdo de suas espécies para
fins agricolas. A espécie apresenta distribuicdo por todo Cerrado brasileiro
(LORENZI, 2002). Alguns trabalhos indicam que esta espécie possui tolerancia a
estresse hidrico, como relatado por Vidal et al. (1999) e Chaves Filho; Stacciarini-
Seraphin (2001). Todavia, nenhum trabalho sobre a caracterizacdo dos mecanismos
moleculares que governam o reestabelecimento da tolerancia & dessecacdo para
esta espécie foi realizado.

Objetivou-se neste trabalho restabelecer a tolerdncia a dessecacdo em
sementes germinadas de S. lycocarpum e estudar o transcriptoma e 0s mecanismos

moleculares associados a este processo.
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5 CONCLUSOES

A tolerancia a dessecacédo em sementes germinadas em S. lycocarpum pode ser
restabelecida com aplicacdo de PEG a -1,7 MPa.

Foram identificados e validados genes relacionados ao restabelecimento da
tolerancia a dessecacdo em S. lycocarpum, dos quais se destacam as oleosinas,
LEA14, GOLS1 e EMP1.

A tolerancia a dessecacdo em S. lycocarpum € governada por um complexo de
interacbes e mecanismos moleculares envolvidos, dos quais 0s principais sdo 0s
processos biolégicos e vias metabdlicas lipidicas e respostas hormonais. A maioria

dos transcritos possui expressao diminuida.
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