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RESUMO 

 

A aquisição da qualidade fisiológica de sementes é influenciada por fatores como as 

condições ambientais e o nível de nutrição da planta mãe. Por exemplo, solos ácidos 

podem afetar a qualidade fisiológica das sementes produzidas, devido a menor 

disponibilidade de nutrientes para a planta. O uso de corretivos como a prática da 

calagem, se torna essencial para a resolução desse problema, onde o calcário, 

através da hidrólise, libera bases capazes de neutralizar a atividade dos íons 

acidificantes. No sistema de plantio direto, o calcário é aplicado de forma superficial, 

podendo ter seu efeito residual atuante por muitos anos, melhorando a estrutura e as 

propriedades químicas do solo e auxiliando na atividade microbiana. Portanto, o 

presente trabalho teve o objetivo de estudar a qualidade fisiológica e a expressão de 

genes associados a longevidade em sementes de trigo, produzidas em solos com 

diferentes doses de calcário. As sementes de trigo da cultivar CD116, foram 

produzidas na Fazenda Experimental Lageado, pertencente à Faculdade de Ciências 

Agronômicas – UNESP-Botucatu, na safra agrícola do ano de 2014. Os tratamentos 

consistiram em sementes produzidas sem calagem, dose recomendada de calcário 

(2000 kg.ha⁻¹) e o dobro da dose recomendada (4000 kg.ha⁻¹). Avaliou-se a 

porcentagem de germinação, o vigor (índice de velocidade de germinação e T50), 

longevidade de sementes e a estado nutricional das sementes. Para o estudo de 

genes relacionados a longevidade, foram selecionados dois tempos (0 e 60 dias) do 

teste de longevidade para averiguar o efeito das doses de calcário. A expressão 

gênica foi realizada usando a técnica de PCR em tempo real, onde o RNA total foi 

extraído e o cDNA foi utilizado para a quantificação dos genes relacionados a 

longevidade. A ausência da calcário não influenciou a germinação e o vigor das 

sementes de trigo, todavia a longevidade foi afetada.  Os genes associados com a 

longevidade apresentaram expressão superior na presença residual de calcário. Este 

fato pode explicar a baixa longevidade de sementes de trigo procedentes de cultivo 

sem calagem. 

 

Palavras-chave: Longevidade de sementes, expressão gênica, germinação, 

antioxidantes 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Acquisition of the physiological quality of seeds is influenced by factors such as 

environmental conditions and the level of nutrition of the mother plant. For instance, 

acidic soils may affect the physiological quality of the seeds produced due to the lower 

availability of nutrients to the plant. The use of correctives, such as the practice of 

liming, becomes essential to solve this problem, where limestone, through hydrolysis, 

releases bases capable of neutralizing the activity of acidifying ions. In the no-tillage 

system, limestone is applied superficially and can have its residual effect acting for 

many years, improving the structure and chemical properties of the soil and assisting 

in microbial activity. Therefore, the present work had the objective of studying the 

physiological quality and expression of genes associated with longevity in wheat 

seeds, produced in soils with different limestone doses. The wheat seeds from the 

cultivar CD116 were produced at the Experimental Farm Lageado, belonging to the 

Faculty of Agronomic Sciences – UNESP-Botucatu, in the crop season of the year 

2014. Treatments consisted of seed produced without liming, recommended limestone 

dose (2000 kg.ha⁻¹) and twice the recommended dose (4000 kg.ha⁻¹). Germination 

percentage, vigor (germination speed index and T50), seed longevity and nutritional 

status were evaluated. For the study of genes related to longevity, two times (0 and 60 

days) of the longevity test were selected to investigate the effect of limestone doses 

on gene expression. Gene expression was performed using the real-time PCR 

technique, where total RNA was extracted and cDNA was used for the quantification 

of genes related to longevity. The absence of limestone did not influence germination 

and vigor of wheat seeds, however, longevity was affected. Genes associated with 

longevity showed superior expression in the residual presence of limestone. This fact 

may explain the poor longevity of wheat seeds produced in soil lacking liming. 

 

Keywords: Seed longevity, gene expression, germination, antioxidants 
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1 INTRODUÇÃO 

      O trigo (Triticum aestivum L.) é uma gramínea de grande importância no cenário 

mundial, sendo um dos três principais cereais mais produzidos, ocupando o segundo 

lugar após milho. É uma das principais culturas alimentares, cultivado em uma gama 

de ambientes e regiões geográficas, possuindo uma grande relevância na dieta 

alimentar por sua quantidade e qualidade de proteínas e por sua variedade de 

produtos derivados (PIRES et al, 2011; BOREM e SCHEEREN, 2015). Está entre as 

espécies vegetais de maior importância para a alimentação humana, tornando-se 

como alimento básico de aproximadamente um terço da população mundial.  

      Segundo a USDA – WORLD Agriculture Supply and Demand Estimates, a 

produção mundial de grãos da safra 2016/17 está estimada em 751,07 milhões de 

toneladas, projeção de março de 2017, um aumento de mais de 2% comparado com 

a safra anterior. O maior produtor mundial de trigo é a China com uma produção de 

128,85 milhões de toneladas, seguido dos EUA com 62, 86 milhões de toneladas e 

Austrália com 35 milhões de toneladas. No Brasil, conforme estimativas da 

Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) de março de 2017, a produção do 

cereal diminuiu de 6,726 milhões de toneladas (safra 2016) para 5,649 milhões de 

toneladas, uma redução de 16%, onde os maiores produtores de trigo são os estados 

do Paraná, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. 

      A acidez do solo é um dos principais fatores capazes de reduzir o potencial 

produtivo dos solos tropicais, ocasionando redução na produtividade. Solos ácidos 

podem afetar as características das sementes, devido a redução na disponibilidade 

de nutrientes para a planta-mãe. Shewry et al. (2012) afirma que diversos fatores 

podem interferir na composição das sementes, tais como ano de cultivo, condições 

climáticas, variedade, adubações e local de cultivo.  

      Um dos benefícios proporcionado pela calagem em solos ácidos é a redução do 

pH, favorecendo uma maior disponibilidade de nutrientes para planta, sendo esses 

nutrientes essenciais para os processos de formação das sementes. De acordo com 

Teixeira et. al. (2005), a disponibilidade de nutrientes influencia na formação do 

embrião e dos cotilédones, resultando em efeitos positivos na qualidade fisiológica 
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das sementes. Atuam principalmente na constituição das membranas e no acúmulo 

de carboidratos, lipídeos e proteínas (SÁ, 1994). 

      Para a obtenção de grandes produções do cereal, se faz necessário a utilização 

de sementes de boa qualidade. De acordo com França Neto et al. (2010), as sementes 

de alta qualidade resultam em plântulas fortes, vigorosas, bem desenvolvidas e que 

se estabelecem nas diferentes condições edafoclimáticas, com maior velocidade de 

emergência e de desenvolvimento das plantas.  

      O componente fisiológico de qualidade compreende a longevidade da semente e 

a sua capacidade de gerar uma planta perfeita e vigorosa, avaliada pela germinação 

e vigor. Em tecnologia de sementes, a germinação é definida como a emergência e o 

desenvolvimento das estruturas essenciais do embrião, originando uma plântula 

normal sob condições ambientais favoráveis (BRASIL, 2009). Já vigor de sementes é 

definido pela International Seed Testing Association (ISTA, 2014) como “o conjunto 

de propriedades que determinam a atividade e o desempenho de lotes de sementes 

com germinação aceitável, sob ampla variação de condições de ambiente”. Segundo 

Sano et. al. (2016), a longevidade de sementes é definida como a capacidade da 

semente de reter a germinação durante o armazenamento. 

      A longevidade de semente é conferida pela capacidade de estabilizar o sistema 

biológico por longos períodos de tempo, suspendendo a sua atividade metabólica e 

formando uma matriz amorfa altamente viscosa (isto é, um estado vítreo) que retarda 

severamente as reações de deterioração (BUITINK e LEPRINCE, 2004; CHATELAIN 

et al., 2012), sendo a última característica a ser adquirida durante o desenvolvimento 

da semente (BEWLEY et. al. 2013). 

      Vários são os mecanismos que interferem na longevidade das sementes. Em 

termos moleculares, diversas moléculas protetoras são sintetizadas para contribuir na 

sobrevivência das sementes no estado seco, tais como açúcares não redutores 

(HOEKSTRA et al., 2001), proteínas Late Embryogenesis Abundant (LEAs) 

(HUNDERTMARK et al., 2011; CHATELAIN et al., 2012), proteínas de choque térmico 

(HSPs) (PRIETO-DAPENA et al., 2006; ROSNOBLET et al., 2007), várias outras 

proteínas de estresse (SUGLIANI et al., 2009), e um conjunto de defesas 

antioxidantes contra o stress oxidativo tal como glutationa (GSH) (KRANNER et al., 

2006), tocoferóis (SATTLER et al. al., 2004), e os flavonóides presentes na testa 
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(DEBEAUJON et al., 2000). Além disso, demonstrou-se que a longevidade das 

sementes está associada com sistemas de reparação de DNA e de proteínas, tais 

como DNA ligase (WATERWORTH et al., 2010) e proteína L-isoaspartil 

metiltransferase (OGÉ et al., 2008). 

      A planta ao ser submetido a estresse, biótico ou abiótico, começa um complexo 

processo de adaptação, mudanças morfológicas e fisiológicas, incluindo a expressão 

de genes que dão a planta o caráter de tolerância ao estresse (NEPOMUCENO et al., 

2001). Fatores ambientais ou abióticos (luz, temperatura, umidade, solo) e bióticos 

(ataque de parasitas, espécies invasoras, etc), atuam sobre os organismos induzindo 

alterações na expressão dos genes da planta.  

      Diante do exposto, este trabalho teve o objetivo de estudar a qualidade fisiológica 

e a expressão de genes associados com a longevidade em sementes de trigo 

produzidas sob diferentes doses de calcário aplicados no solo.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1  Cultura do trigo 

      O trigo (Triticum aestivum L.) é uma gramínea cultivada em todo o mundo pelo 

seu grão altamente nutritivo, fazendo parte do seleto grupo de commodities agrícolas 

que domina tanto a produção quanto o comércio mundial de grãos, sendo um dos três 

principais cereais mais produzidos no mundo, ocupa o segundo lugar após milho e 

seguido do arroz (PIRES et al, 2011).  

      Este cereal é uma das principais culturas alimentares, cultivado em uma gama de 

ambientes e regiões geográficas, possuindo uma grande relevância na dieta alimentar 

por sua quantidade e qualidade de proteínas e por sua variedade de produtos 

derivados. O cereal ocupa mais de 17% da terra cultivável do mundo, 

aproximadamente 30% da produção mundial de grãos, constituindo uma cultura 

importante na composição de sistemas de produção agrícola sustentáveis, como 

alternativa para sucessão e rotação em sistemas de produção, contribuindo para o 

manejo integrado de pragas, doenças e plantas daninhas. (BOREM e SCHEEREN, 

2015).  

      O trigo possui um importante papel no aspecto econômico e nutricional da 

alimentação humana, pois a sua farinha é largamente utilizada na indústria alimentícia 

(FERREIRA, 2003), estando entre as espécies vegetais de maior importância para a 

alimentação humana. A composição única de suas proteínas de reserva, que permite 

a obtenção de vários produtos por meio do processo de panificação, faz do trigo um 

cereal mundialmente consumido (JOSHI et al., 2007).  

      A cultura do trigo, devido as características de composição do seu grão, é utilizado 

na fabricação de pães, biscoitos, bolos, barras de cereais, além de macarrões, 

massas para pizza, entre outras utilizações de seus derivados pela indústria. De 

acordo com Sleper e Poehlman (2006), devido suas características, o trigo têm se 

tornado como alimento básico de aproximadamente um terço da população mundial, 

dentre elas se destacam sua diversidade de utilização, suas características 

nutricionais e sua facilidade de armazenamento, fornecendo 500 kcal de energia per 

capita por dia em dois dos mais populosos países do mundo, a China e a Índia, e mais 

de 1400 kcal per capita por dia no Irã e na Turquia (DIXON, 2009).  
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      Três espécies são destacadas pela representatividade de mais de 90% do trigo 

cultivado no mundo: Triticum aestivum, Triticum compactum e Triticum durum, sendo 

que o T. aestivum é o mais cultivado, possuindo seu grão cerca de 15% de proteína, 

70% de carboidratos e 2% de lipídeos, respondendo por mais de quatro quintos da 

produção mundial, por ser adequado ao processo de panificação. O T. compactum 

tem menor teor de glúten e é utilizado para a fabricação de biscoitos e bolos mais 

macios e menos crocantes. Já o T. durum é indicado para massas e macarrão, pois 

essa espécie forma um glúten mais resistente (BRANDÃO e LIRA, 2011). 

      A produção mundial da safra 2016/17, segundo a USDA – WORLD Agriculture 

Supply and Demand Estimates, será de 751,07 milhões de toneladas, projetadas em 

março de 2017, um aumento de mais de 2% comparado com a safra anterior. Os 

estoques finais globais também foram revisados, e aumentaram de 240 milhões para 

253,29 milhões de toneladas da safra anterior para a safra de 2016/2017. 

      No Brasil, conforme estimativas da Companhia Nacional de Abastecimento 

(CONAB) de março de 2017, a área de produção da cultura do trigo se manteve 

constante na safra 2017 comparada com a safra 2016, apresentando 2.118,4 mil 

hectares. A produção do cereal diminuiu de 6.726,8 mil toneladas (safra 2016) para 

5.649,3 mil toneladas, uma redução de 16%. A produtividade reduziu de 3.175 t.ha⁻¹ 

obtidas na safra de 2016 para 2.667 t.ha⁻¹. 

      O crescimento da cultura do trigo é drasticamente reduzido pela presença de solos 

ácidos, favorecendo uma baixa produção vegetal. A acidez do solo é um dos principais 

fatores capazes de reduzir o potencial produtivo dos solos tropicais, limitando o 

desenvolvimento do sistema radicular das culturas e a absorção de água e nutrientes, 

o que ocasiona redução na produtividade. 

      Para resolução dessa problemática, o uso de corretivos tem sido bastante utilizado 

e estudado, sendo a prática da calagem a principal delas, onde, o calcário através da 

hidrólise, libera uma base capaz de neutralizar a atividade dos íons acidificantes. De 

acordo com a natureza química dos seus constituintes, os corretivos são classificados 

em carbonatos, hidróxidos ou silicatos de cálcio (Ca) e magnésio (Mg) (SOUSA et al., 

2007), sendo que o calcário é o corretivo mais utilizado para esta finalidade. 

      A calagem fornece de Ca e Mg como nutrientes, eleva o pH do solo, promove 

também o aumento da CTC efetiva, reduzindo a lixiviação de bases, aumentando a 
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disponibilidade dos nutrientes e reduzindo atividade dos elementos tóxicos no solo 

(alumínio (Al) e manganês (Mn)), que são fatores que proporcionam condições 

favoráveis ao crescimento radicular das plantas (CAIRES et al., 2006); melhora a 

estrutura do solo, auxiliando na atividade microbiana (SOUTO et al., 2008) e na 

capacidade do solo em adsorver alguns nutrientes, reduzindo assim suas perdas por 

lixiviação. Isto facilita a absorção e a utilização dos nutrientes e da água, nutrientes 

estes que estão entre os fatores ambientais que mais influenciam no desenvolvimento 

das plantas, de maneira especial naquelas de interesse agrícola (FLOSS, 2008). 

      No sistema plantio direto, a correção da acidez do solo é feita por meio da 

aplicação de calcário na superfície sem incorporação.  Segundo Caires (2013), a 

aplicação superficial de calcário, dependendo dos critérios empregados na 

recomendação de calagem, pode, ao longo dos anos, amenizar os efeitos nocivos da 

acidez em camadas mais profundas do solo. A acidez nas camadas subsuperficiais, 

apresentando níveis tóxicos de Al e/ou deficiência de Ca, pode comprometer a 

penetração de raízes e a nutrição das plantas, deixando as culturas suscetíveis ao 

estresse hídrico. 

      Os solos ácidos podem afetar as características de qualidade das sementes. Em 

relação a composição química das sementes, diversos fatores podem interferir, tais 

como ano de cultivo, condições climáticas, variedade, adubações, local de cultivo 

(SHEWRY et al., 2012). Segundo Sá (1994), o aspecto nutricional das plantas afeta o 

tamanho, massa e viabilidade das sementes produzidas, características estas 

relacionadas à qualidade e comercialização das sementes. Assim como a 

produtividade, a obtenção de sementes de qualidade está associada a fatores como 

condições ambientais e nível de nutrição da planta-mãe (ARTHUR e TONKIN 1991).  

      De acordo com Sá (1994), o papel dos nutrientes é de fundamental importância 

na formação das sementes, principalmente no que se refere à constituição de 

membranas e acúmulo de carboidratos, lipídeos e proteínas. As funções de ativação 

de enzimas, síntese de proteína, transferência de energia e regulação hormonal, são 

características fundamentais do aspecto de formação, desenvolvimento e maturação 

das sementes e, assim, tanto macro como micronutrientes apresentam importância 

similar nesses eventos.  
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      Diversos trabalhos têm buscado observar o efeito da nutrição da planta-mãe (uso 

de adubos e corretivos do solo) no potencial fisiológico das sementes, dentre eles se 

destacam os de Veiga et. al., (2010) e Lima et. al., (2009) em sementes de soja; Souza 

et. al., (2010) e Leite et al., (2011) em sementes de arroz; Zucareli et al., (2011) em 

sementes feijão e Abrantes et al., (2010) em sementes de painço. 

      A utilização de sementes de alta qualidade é um dos aspectos que merecem 

atenção especial para se obter o melhor aproveitamento do potencial produtivo do 

trigo, quanto aos componentes genético e fisiológico.  

 

2.2 Qualidade de sementes 

 

      O Brasil possui grandes extensões de terra com problemas de fertilidade 

relacionadas com a alta acidez e toxidez por alumínio, além de alta capacidade de 

fixação de fósforo, macronutriente essencial para as plantas, e em especial, para as 

sementes (LOPES e GUILHERME, 2007) e isso torna-se relevante para formação das 

sementes, onde a quantidade de nutrientes é para elas translocada. Segundo 

Carvalho e Nakagawa (2012), a boa formação do embrião e do órgão de reserva, 

assim como sua composição, depende da disponibilidade de nutrientes para a planta 

que, consequentemente, irá influenciar no metabolismo e no vigor da semente.  

      A qualidade das sementes na produção agrícola é um dos principais fatores a ser 

considerado na implantação da cultura. Sementes de alta qualidade resultam em 

plântulas fortes, vigorosas, bem desenvolvidas e que se estabelecem nas diferentes 

condições edafoclimáticas, com maior velocidade de emergência e de 

desenvolvimento das plantas (FRANÇA-NETO, 2010). Sementes de alta qualidade 

são responsáveis por possibilitar maior uniformidade de emergência e vigor das 

plântulas e maior produtividade final, constituindo, portanto, fator básico para o 

sucesso de uma horta ou lavoura comercial. (FREITAS et al., 2008). 

      Em geral, considera-se semente de alta qualidade aquela que germina 

rapidamente, originando uma plântula normal e sadia, livre de contaminações, com 

todas as estruturas essenciais desenvolvidas, ou seja, sistema radicular e parte aérea. 

Assim a qualidade fisiológica da semente, representada pela germinação e vigor, é 

motivo de preocupação, recebendo maior atenção do agricultor, por estar diretamente 

relacionada ao estabelecimento das plântulas no campo e à obtenção de um estande 
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uniforme, com reflexos diretos no desenvolvimento inicial da lavoura (NASCIMENTO 

et. al., 2011). 

      A semente possui atributos de qualidades genética, física, fisiológica e sanitária, 

o que lhe confere a garantia de um elevado desempenho agronômico. Para a semente 

ser considerada de alta qualidade, deve ter características fisiológicas e sanitárias, 

tais como altas taxas de vigor, de germinação e de sanidade, bem como garantia de 

purezas física e varietal. Abreu (2005) descreve os componentes da semente de alta 

qualidade, onde o componente genético compreende às características próprias da 

cultivar como, por exemplo, potencial produtivo, resistência às pragas e doenças, 

entre outras. O componente físico refere-se à pureza do lote e a condição física da 

semente (teor de umidade, tamanho, cor, formato e densidade da semente). O 

componente fisiológico compreende à longevidade da semente e a sua capacidade 

de gerar uma planta perfeita e vigorosa, avaliadas pelo teste de germinação e vigor. 

O componente sanitário refere-se à qualidade sanitária, determinada pelo grau de 

ocorrência de microrganismos e insetos que causam doenças ou danos à semente no 

armazenamento, ou que são transmitidos pela semente, e que são capazes de causar 

doenças e reduções na produtividade das culturas no campo. 

      A qualidade fisiológica das sementes é obtida durante o processo de maturação. 

De acordo com Delouche (1971), esse processo de maturação da semente de uma 

planta compreende uma série de alterações morfológicas, fisiológicas e funcionais que 

ocorrem a partir da fertilização do óvulo, prosseguindo até o momento em que as 

sementes estão em condições para a colheita. Segundo Carvalho e Nakagawa (2012), 

durante o processo de formação e maturação das sementes, são verificadas 

alterações na massa da matéria seca, grau de umidade, tamanho, germinação e vigor, 

sendo a maior qualidade fisiológica observada no estádio denominado maturidade 

fisiológica. 

      Sendo um processo controlado geneticamente, a maturação das sementes 

engloba um conjunto de etapas sucessivas de preparação para o sucesso da 

germinação. Tal processo é caracterizado pela síntese e acúmulo de reservas, as 

quais são posteriormente mobilizadas durante a germinação, sendo responsáveis pelo 

fornecimento de nutrientes e energia necessários para a manifestação das funções 

vitais das sementes. (GUTIERREZ et al., 2007; MARCOS FILHO, 2005). 

      Estudos realizados com maturação de sementes de diversas espécies indicam o 

ponto de máximo conteúdo de matéria seca como o melhor e mais seguro indicativo 
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de que as sementes atingiram a maturidade fisiológica. De acordo com Demir e Ellis 

(1992), a maturidade fisiológica fica caracterizada como aquele ponto após o qual a 

semente não recebe mais nutrientes da planta-mãe, cessando a conexão planta-

semente. Segundo Carvalho e Nakagawa (2012), neste ponto, geralmente, a 

qualidade fisiológica (germinação e vigor) da semente é máxima e a deterioração é 

mínima. 

      A qualidade fisiológica das sementes é representada pela germinação e pelo vigor. 

Em tecnologia de sementes, a germinação é definida como a emergência e o 

desenvolvimento das estruturas essenciais do embrião, originando uma plântula 

normal sob condições ambientais favoráveis (BRASIL,2009). Já vigor de sementes é 

definido pela International Seed Testing Association (ISTA, 2014) como “o conjunto 

de propriedades que determinam a atividade e o desempenho de lotes de sementes 

com germinação aceitável, sob ampla variação de condições de ambiente”. 

      Demir (2008) elucida que uma das formas de avaliar a qualidade fisiológica das 

sementes é pelo teste de germinação, porém, esse teste fornece condições ideais ao 

processo, possibilitando ao lote expressar seu potencial máximo de formação de 

plântulas normais, onde difere muitas vezes dos resultados obtidos em campo. Em 

virtude disso, os testes de vigor tornam-se importantes, pois complementam as 

informações obtidas no teste de germinação, com resultados confiáveis em período 

de tempo relativamente curto (MARCOS FILHO, 2005; CASAROLI et al., 2009).  

      Sendo assim, a avaliação do vigor no controle da qualidade da semente, torna-se 

fundamental e necessária para estimar o potencial fisiológico dos lotes de sementes, 

estudando as informações em conjunto com os resultados obtidos no teste de 

germinação, visto que a utilização de sementes de alta qualidade constitui-se na base 

para a obtenção de estandes uniformes, plantas bem desenvolvidas e alta 

produtividade (MARCOS FILHO, 2005; MENDES et al., 2010). 

      A sensibilidade das sementes ao processo deteriorativo, em determinado 

ambiente, pode ser atribuída, em parte, à constituição genética. Sementes de algumas 

espécies são genética e quimicamente formadas de modo a apresentar um período 

de armazenabilidade maior do que de outras espécies, mesmo quando armazenadas 

sob as mesmas condições. Assim, as diferentes espécies apresentam diferenças 

quanto à longevidade de suas sementes (NASCIMENTO, 2009). Segundo Carvalho e 

Nakagawa (2012), a longevidade corresponde a habilidade das sementes de se 

manterem viáveis durante o armazenamento. De acordo com Oliveira (2012), a 
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qualidade fisiológica das sementes compreende todas as características de 

viabilidade, vigor, longevidade e outras, que mostram a capacidade de realizar 

funções vitais. 

 

2.3 Longevidade de sementes 

 

      Durante a maturação, as sementes adquirem uma série de características 

fisiológicas que são cruciais para o estabelecimento bem-sucedido de plântulas no 

campo, como germinação, vigor e longevidade. Estas características dependem da 

notável capacidade das sementes de sofrer dessecação completa sem perda de 

viabilidade (tolerância à dessecação [DT]) e permanecerem vivas por longos períodos 

de tempo quando armazenadas no estado seco (longevidade) (BUITINK e LEPRINCE, 

2010). Enquanto o DT é adquirido durante o enchimento da semente (VERDIER et al., 

2013), a longevidade aumenta progressivamente durante a fase final da maturação 

das sementes (PROBERT et. al., 2009; CHATELAIN et. al., 2012). 

      Sementes de várias espécies de plantas são extremamente tolerante a condições 

ambientais severas, desde que estejam num estado de dessecação. De acordo com 

Landjeva et al., (2010) a semente em “estado seco” reduz a atividade metabólica para 

um nível muito baixo, mantendo a sua capacidade de germinar durante períodos 

consideráveis. Esta capacidade de retenção da germinação após determinado 

período de armazenamento, que as sementes apresentam, é um componente da 

“longevidade de sementes”, que pode ser definido com o período em que a semente 

consegue permanecer viável (SANO et al., 2016).  

      Durante a aquisição de tolerância à dessecação, o citoplasma das células da 

semente passa de fluido para o estado vítreo. Neste estado os componentes celulares 

estão estabilizados e sua mobilidade é reduzida. Segundo Abreu et al. (2014), a 

longevidade está associada diretamente a tolerância à dessecação das sementes, 

com exceção de sementes recalcitrantes, as quais são sensíveis à dessecação e não 

podem ser armazenadas por longos períodos. A formação deste estado é favorecida 

pela substituição de água por oligossacarídeos, isto é, sacarose e rafinoses, no 

citoplasma celular. Estes açúcares também servem de energia durante a germinação, 

quando quebrados durante a embebição (SANO et al., 2016).  
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      Verdier et al. (2013) relatam em seu estudo com sementes de Medicago truncatula 

que durante a maturação fisiológica, a semente adquire a tolerância a dessecação, e 

conseguinte a longevidade. Sobre sua aquisição nas sementes, Probert et al. (2007) 

relatam que existem três padrões para aquisição da longevidade: i) aquisição da 

longevidade durante a maturação, que se mantem após dispersão (tomate, pimenta); 

ii) aquisição da longevidade durante a maturação, com posterior queda após a 

abscisão (Medicago, mostarda); e iii) aquisição da longevidade durante a maturação 

e após abscisão (espécies selvagens – Digitalis). 

      Sendo assim, a longevidade é conferida pela capacidade de estabilizar o sistema 

biológico por longos períodos de tempo, suspendendo a sua atividade metabólica e 

formando uma matriz amorfa altamente viscosa (isto é, um estado vítreo) que retarda 

severamente as reações de deterioração (BUITINK e LEPRINCE, 2004; CHATELAIN 

et al., 2012), sendo a última característica a ser adquirida durante o desenvolvimento 

da semente (BEWLEY et al., 2013). 

      No estado vítreo estes oligossacarídeos são eficazes contra danos a membrana 

devido a desidratação, impedindo a fusão das vesículas adjacentes durante a 

secagem e mantendo lipídios em uma fase fluída durante a dessecação. Os açúcares 

também ajudam a proteger a estrutura e funcionamento de proteínas lábeis 

(IMAMURA et al., 2003). O estado vítreo impede eventos prejudiciais, como reação 

de Mailard, onde as rafinoses têm sido associadas a proteção de danos oxidativos, 

possivelmente por eliminação de radicais hidroxilas (NISHIZAWA et al., 2008). No 

citoplasma em estado vítreo também se encontra abundância de proteínas LEA, que 

são extremamente hidrofílicas, que estão associadas a tolerância a dessecação e 

stress.   

      Em termos moleculares, foram descobertos vários mecanismos que influenciam a 

sobrevivência no estado seco. Incluem a síntese de moléculas protetoras, tais como 

açúcares não redutores (HOEKSTRA et al., 2001), proteínas Late Embryogenesis 

Abundant (LEAs) (HUNDERTMARK et al., 2011; CHATELAIN et al., 2012), proteínas 

de choque térmico (HSPs) (PRIETO-DAPENA et al., 2006; ROSNOBLET et al., 2007), 

várias outras proteínas de estresse (SUGLIANI et al., 2009), e um conjunto de defesas 

antioxidantes contra o stress oxidativo tal como glutationa (GSH) (KRANNER et al., 

2006), tocoferóis (SATTLER et al. al., 2004), e os flavonóides presentes na testa 

(DEBEAUJON et al., 2000). Além disso, demonstrou-se que a longevidade das 
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sementes está associada com sistemas de reparação de DNA e de proteínas, tais 

como DNA ligase (WATERWORTH et al., 2010) e proteína L-isoaspartil 

metiltransferase (OGÉ et al., 2008). 

      Outro aspecto envolvido com a longevidade de sementes é o ácido abscísico 

(ABA). Na fase de maturação do desenvolvimento de sementes, um aumento 

progressivo nos níveis de ABA prepara as sementes para resistir à dessecação e ao 

envelhecimento. Os níveis de giberelinas (GAs) são reduzidos durante os últimos 

estágios de maturação, mas um aumento na GA se torna necessário para quebrar a 

dormência induzida pela ABA no momento da germinação (HOLDSWORTH et al, 

1999; BRAYBROOK e HARADA, 2008). Segundo Ooms et. al., (1993), tanto a 

longevidade, como a intensidade de dormência são determinadas durante o 

desenvolvimento da semente na planta mãe, e os estudos genéticos indicam que o 

ABA está envolvido no controle de ambos os traços. Mutantes de Arabidopsis que tem 

insensibilidade ao ABA - aba insensitive3 (abi3) - apresentaram redução da 

dormência, intolerância a dessecação e perda rápida da viabilidade durante 

armazenamento a seco, pois estes se mostraram mais sensíveis ao envelhecimento 

que plantas do tipo selvagem (CLERKX et al., 2004).  

      No armazenamento, as sementes sofrem alterações progressivas em seus 

constituintes celulares (proteínas, lipídios, ácidos nucléicos, açúcares, etc.), em 

função do processo de oxidação, tais como a reação de Maillard e Amadori (MURTHY 

e SUN, 2000), peroxidação lipídica (WILDON e MCDONALD, 1986) ou carbonilação 

de proteínas (ARC et al., 2011). No início do armazenamento ocorre a liberação da 

dormência e um aumento na germinação das sementes; depois com o prolongamento 

do armazenamento em condições não ideias, há acumulo do dano celular oxidativo, 

induzindo a perda do vigor das sementes, levando a incapacidade de germinação 

(SANO et al., 2016).  

      Além de seu estado metabolicamente quiescente, as sementes secas podem 

suportar várias reações oxidativas não enzimáticas, levando ao acúmulo progressivo 

de danos associados as espécies reativas de oxigênio (ROS, do inglês reactive 

oxygen species) durante o armazenamento. Isso resulta em uma fraqueza que pode 

ser fatal para o embrião durante a embebição. Se a semente encontrar condições 

adequadas para a germinação durante a sua vida, pode, se ainda viável, cumprir a 

sua finalidade e liberar a plântula jovem. Mas como consequência do processo de 
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envelhecimento, o vigor das sementes pode ser severamente afetado. Em outras 

palavras, a capacidade de um lote de sementes para germinar rapidamente, 

uniformemente sob ampla gama de condições ambientais pode ser prejudicada ou 

destruída. Como o processo de germinação de sementes depende principalmente de 

mRNA e proteínas armazenados (RAJJOU et. al., 2004), os danos no nível de DNA 

podem resultar em um desenvolvimento de plântulas anormais. 

      A oxidação leva ao acúmulo de ROS durante o armazenamento, que são 

altamente reativas e podem modificar e inativar proteínas, lipídios, DNA e RNA, além 

de induzir disfunções celulares (MOLLER et al., 2007). O estudo de danos mediados 

por ROS e reparação nas sementes é complexo, especialmente quando estão em 

estado desidratado. A adição de água para as sementes secas poderia iniciar 

processos de germinação, o que posteriormente ativa o mecanismo de defesa 

antioxidante (CLERKX et. al., 2004). 

      À medida que os ROS aumentam com a secagem, os mecanismos de eliminação 

de radicais livres são provavelmente ativados. Em tecidos vegetativos, os genes que 

codificam antioxidantes enzimáticos tais como ascorbato peroxidase, glutationa 

redutase e superóxido dismutase são regulados durante a secagem ou reidratação. 

Deve compreender-se que os sistemas antioxidantes enzimáticos podem ser ativos 

apenas sob condições de água suficiente e que, no estado seco, apenas antioxidantes 

moleculares (glutationa, ascorbato, polióis, hidratos de carbono, proteínas como 

peroxirredoxina e moléculas anfifílicas tais como tocoferol, quinonas, flavonóides e 

fenólicos) podem aliviar os estádios oxidativo (HOEKSTRA et al., 2001). 

      Portanto, a promoção da longevidade requer sistemas antioxidantes. É importante 

distinguir o mecanismo passivo, que inclui sistemas de eliminação não enzimático de 

ROS, do mecanismo ativo enzimático de desintoxicação da ROS. Com finalidade de 

remoção do excesso de ROS, a semente usa um conjunto de enzimas antioxidantes 

(superóxido dismutase, catalases, glutationa e ascorbato peroxidase, 

monodehydroascorbate e glutationa reductase) (BAILLY, 2004; KUMAR et al., 2015) 

que se acumula durante o armazenamento das sementes e controla a superprodução 

de radicais livres gerados pelo reinício do metabolismo mediante embebição. 

      A capacidade de desintoxicação de sementes é alterada quando estas enzimas 

sofrem danos durante o armazenamento, levando a redução do vigor da semente. Em 
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condições em que tais danos não atingem um nível crítico, o potencial de 

desintoxicação da semente pode ser restaurado por tratamento de priming (GOEL et 

al., 2003). Por outro lado, quando estes danos se acumulam, sementes perdem sua 

capacidade de controlar ROS e não suportam a reinicialização do metabolismo 

durante a germinação.  

      Segundo Bertram e Hass (2008), a oxidação é o principal problema na 

manutenção da longevidade em sementes secas. Durante o armazenamento a 

semente se dispõe de diversos mecanismos para impedir o avanço dos danos, porém 

com o tempo este se acumula no DNA, RNA e proteínas. A acumulação de danos 

macromolecular, incluindo danos no DNA e genômica, é considerada como uma força 

motriz para o processo de envelhecimento. 

      Entre os numerosos fatores ambientais conhecidos por afetar a longevidade das 

sementes, a temperatura e o teor de água parecem ser os mais importantes tanto em 

condições de armazenamento controlado como no solo (ELLIS e HONG (2006); 

LONG et. al., 2009). De fato, a longevidade de um lote de sementes pode ser estimada 

com bastante precisão, desde que a temperatura e o teor de água da semente sejam 

conhecidos. De acordo com Harrington (1972), tem sido sugerido que cada diminuição 

de 1% no teor de água de sementes ou uma redução de temperatura de 5-6 ° C duplica 

a vida útil da semente. A taxa da maioria das reações bioquímicas, incluindo o 

processo de respiração, está fortemente correlacionada a estes dois parâmetros. 

Quanto menor a temperatura da semente e o teor de água, mais lento será o 

metabolismo. De acordo com Leopold et al. (1994), a mobilidade molecular é cada vez 

mais considerada um fator chave que influencia a estabilidade na armazenagem, uma 

vez que se pensa que controla a taxa de reações de envelhecimento prejudicial 

responsáveis pela redução da vida útil. 

      No campo, inúmeras restrições, como o pH do solo, salinidade, disponibilidade de 

oxigênio, luz, presença de compostos tóxicos e microrganismos podem promover o 

envelhecimento das sementes. Em plantas, tem sido descrito que processos de 

desenvolvimento e / ou tensões ambientais podem induzir a produção de ROS 

endógena, embora os mecanismos envolvidos na sua geração em sementes 

ortodoxas permaneçam indescritíveis (BEWLEY e BLACK, 1994). 

      E. H. Roberts foi um dos pioneiros na análise quantitativa da perda de viabilidade 

durante o armazenamento. Ele observou que a perda da viabilidade geralmente segue 
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um padrão sigmóide e reconheceu que isso poderia estar relacionado a uma 

distribuição normal de vida entre as sementes de uma população. Com o 

envelhecimento as sementes em algum momento perdem a capacidade de formar 

plântulas normais (BEWLEY et al., 2013). 

 

2.4 Expressão gênica 

 

      A expressão de genes em plantas está sujeita a influência de diferentes tipos de 

estímulos ambientais (KUHLEMEIER et al., 1987) e genéticos (GEMAYELL et al., 

2010; LISCH, 2013); tais estímulos promovem a ativação ou inativação de alguns 

genes específicos. Fatores ambientais ou abióticos (luz, temperatura, umidade, solo, 

etc) e bióticos (ataque de parasitas, espécies invasoras, etc), atuam sobre os 

organismos induzindo alterações na expressão dos genes da planta. 

      De acordo com Nepomuceno et al. (2001), a planta ao ser submetida a estresse, 

biótico ou abiótico, começa um complexo processo de adaptação, mudanças 

morfológicas e fisiológicas, incluindo a expressão de genes que dão a planta o caráter 

de tolerância ao estresse. A identificação e a compreensão de como esses eventos 

são ativados/desativados e como interagem entre si é essencial no desenvolvimento 

de variedades mais tolerantes. Portanto, genótipos que diferem em tolerância devem 

apresentar diferenças qualitativas e quantitativas em expressão gênica. 

      Estímulos bióticos ou abióticos provocam nas plantas a expressão de genes para 

defesa ou para suportar o tipo de estresse que está sofrendo (MARUYAMA et al., 

2012). Segundo Taiz e Zeiger (2010), essas alterações na expressão são respostas 

aos estímulos que elas estão recebendo. A planta ao perceber a ação desses fatores 

induz uma transdução de sinal, através de mensageiros que levam essas informações 

ao núcleo da célula que ativa seus mecanismos de resposta promovendo alterações 

nas suas vias bioquímicas e metabólicas para responder a essas mudanças. 

      Mudanças climáticas, altas concentrações de minerais ou metais pesados, seca, 

maior ou menor incidência de luz ultravioleta, ataque de pragas, são alguns dos 

fatores que influenciam na atividade regulatória dos promotores (MARUYAMA et al., 

2012; CALLIS et al., 2014; XU et al., 2011; DUBEY et al., 2013; WEI et al., 2013), 
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sendo assim, a resposta da planta é ativar genes que vão desencadear a expressão 

de moléculas (peptídeos e/ou proteínas) de defesa ou mecanismos de reparo. 

      Por isso, a regulação da expressão gênica se torna um processo fundamental para 

relacionar a informação presente no genoma com a resposta de organismos às 

condições ambientais. De acordo com Wang et al (2009), o estudo dos diferentes 

conjuntos de transcritos contidos na célula auxilia na correlação entre os padrões de 

resposta dos organismos com suas bases genômicas. 

      Uma poderosa ferramenta para quantificação da expressão gênica é a técnica da 

reação em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) (SCHMITTGEN 

e LIVAK, 2008).  De acordo com Bustin et al., 2009, a técnica de PCR tornou-se como 

referência para a quantificação de ácidos nucléicos, devido sua simplicidade 

conceitual e prática, em conjunto com a combinação de velocidade, sensibilidade, e 

especificidade em um mesmo ensaio. 

      A PCR permite à amplificação de segmentos definidos da molécula de DNA (ZAHA 

et. al., 2014). Essa técnica foi descrita por Kary Mullis no final dos anos 80 e 

literalmente revolucionou a genética molecular. Ela possibilita uma nova estratégia na 

análise de genes por meio de um método simples e rápido de amplificação de 

sequências, dispensando muitas vezes as trabalhosas etapas da clonagem gênica. 

Essa técnica explora a capacidade de replicação do DNA (FARAH, 2007). 

      Um avanço importante na técnica de PCR foi o desenvolvimento de metodologias 

que possibilitaram o acompanhamento da amplificação do DNA em todo o processo e 

não somente em seu final (PCR convencional). A PCR em tempo real quantitativa 

(qPCR) é um método de detecção e quantificação confiável dos produtos gerados 

durante cada ciclo de amplificação, os quais são proporcionais à quantidade de molde 

disponível no início do processo do PCR (ZAHA et. al., 2014) 

      As aplicações do PCR estendem-se desde a genotipagem e a quantificação da 

expressão gênica até à toxicologia forense e à biossegurança. Em estudos com 

plantas, essa técnica pode ser utilizada também para a quantificação do nível de 

transcritos em órgãos vegetais (HERNANDEZ et. al., 2001; SONG et. al., 2011; WANG 

et. al., 2012), além da detecção de organismos geneticamente modificados (BAKO et 

al., 2011), estudar famílias de genes (BARROS et.al., 2012), determinar o número de 

inserções de T-DNA em plantas transgênicas (YANG et.al., 2005) e muitas outras 
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aplicações. Esta amplitude de aplicações é demonstrada pelo crescimento quase 

exponencial das publicações científicas baseadas nesta técnica desde a sua criação 

em 1993 (MACKAY et al., 2007; PELT-VERKUIL et al., 2008). 

      Desde a descrição da técnica de PCR, inúmeras modificações foram 

desenvolvidas para atender outras necessidades e aplicações específicas. Uma 

possibilidade comumente usada é iniciar a PCR tendo como fita-molde a molécula de 

RNA, em vez de DNA. Essa variação no método transporta a sensibilidade e 

especificidade da técnica de PCR para detecção, amplificação e quantificação de 

RNA. Uma vez que o primeiro passo é a cópia do mRNA em cDNA pela enzima 

transcriptase reversa, o método tem sido designado como RT-PCR (FARAH, 2007), 

sendo utilizada principalmente na mensuração da expressão de genes, validação de 

experimentos de microarranjos e monitoramento de biomarcadores (VANGUILDER et 

al., 2008) e tem sido empregado com sucesso na análise da expressão de vários 

genes relacionados aos diferentes processos fisiológicos de sementes de plantas 

modelos, tal como Arabidopsis (BARRERO et. al., 2010, DAVE et. al., 2011; 

HUDERTMARK et. al., 2011).  

      A análise dos resultados dos estudos com PCR em tempo real pode ser realizada 

através da quantificação absoluta ou da quantificação relativa. De acordo com Sudgen 

e Winter (2008), a quantificação absoluta determina o número exato de cópias do 

transcrito de interesse, geralmente relacionando o sinal da PCR a uma curva padrão 

e a quantificação relativa descreve a alteração na expressão do gene alvo relativa a 

algum grupo referência como um controle não-tratado ou uma amostra tempo zero. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Caracterização da área  

      As sementes de trigo (Triticum aestivum) da cultivar CD116 foram produzidas na 

Fazenda Experimental Lageado, pertencente à Faculdade de Ciências Agronômicas 

- UNESP, localizada no município de Botucatu (SP), na safra 2014, no espaçamento 

0,17 m, com distribuição de 20 sementes viáveis por metro linear em sistema de 

produção de plantio direto.  A área onde o trigo foi cultivado tem um histórico de 

ausência de calagem desde o ano de 2002.  

      Foram cultivadas as seguintes culturas de safra e entressafra nos anos agrícolas 

2002/03, 2003/04, 2004/05, 2005/06, 2006/07, 2007/08, 2008/09, 2009/2010, 

2010/2011, 2011/2012, 2012/2013, 2013/2014: arroz/aveia preta, feijão/aveia preta, 

amendoim/aveia branca, amendoim/aveia branca, milho/braquiária, milho/braquiária, 

soja/aveia preta, soja/sorgo granífero, milho/crambe - feijão-caupi, milho/crambe - 

feijão-caupi, milheto - trigo, e feijão -  trigo, respectivamente. 

      De acordo com a classificação de Köeppen, o clima predominante na região é do 

tipo Cwa, que se caracteriza pelo clima tropical de altitude, com inverno seco e verão 

quente e chuvoso (LOMBARDI NETO e DRUGOWICH, 1994). Os dados diários 

referentes à precipitação pluvial e às temperaturas máxima e mínima durante a 

condução do experimento foram coletados na Estação Meteorológica da Fazenda 

Experimental Lageado, pertencente ao Departamento de Recursos Naturais – Setor 

de Climatologia (Figura 1). 
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Figura 1 - Dados diários de precipitação pluvial e temperaturas máximas e mínimas de março de 2014 
a março de 2015 

 

            Fonte: próprio autor. 

      Em agosto de 2002, o solo da área experimental tinha as seguintes características 

químicas e granulométricas, conforme informações contidas nas tabelas 1 e 2 

(SORATTO e CRUSCIOL, 2008c), respectivamente. 

Tabela 1 - Características químicas do solo da área antes da instalação do experimento em 2002* 

Prof. pH (CaCl₂) M.O. P (resina) H+Al Al K Ca Mg CTC V 

(m)  (g dm⁻³) (mg dm⁻³) ----------------- (mmolc dm⁻³)-------------- (%) 

0-0,20 4,2 21 9,2 37 2 1,2 14 5 58 37 

   Fonte: SORATTO e CRUSCIOL, 2008c 

 

Tabela 2 - Características granulométricas do solo da área antes da instalação do experimento em 
2002* 

Profundidade Areia Argila Silte Textura do solo 

(m) ---------------------- (g kg⁻¹) ---------------------------  

0-0,20 545 347 108 Médio 

0,20-0,40 513 360 127 Argiloso 

    *Conforme metodologia proposta por Embrapa (1997). Fonte: SORATTO e CRUSCIOL, 2008c 

      O delineamento experimental foi em blocos casualizados, no esquema de parcelas 

com quatro repetições. As parcelas foram constituídas por três doses de calcário 
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dolomítico (0, 2.000 e 4.000 kg.ha-1). As doses de calcário foram definidas de acordo 

com a análise química do solo na profundidade 0-0,2 m, tanto na implantação do 

experimento (2002) quanto em cada reaplicação (2004 e 2010) para elevar a 

saturação por bases a 70% (2.000 kg.ha-1). 

      Antes da implantação do experimento em 2014 (implantação da cultura do trigo) 

foi realizado análise de solo em outubro de 2013, antes da semeadura do feijão, para 

conhecer as características químicas (Tabela 3). 

        Tabela 3 - Características químicas do solo da área antes da instalação do experimento em 2013* 

Doses pH (CaCl₂) M.O. P (resina) H+Al Al K Ca Mg CTC V 

kg.ha⁻¹  (g dm⁻³) (mg dm⁻³) ------------- (mmolc dm⁻³) --------- % 

0 
 

4,0 27 47,4 94 10 3,0 4 3 104 9 
2000 5,5 30 53,1 47 0 3,2 33 22 106 55 
4000 6,3 30 61,7 26 0 3,2 47 31 108 75 

         *Conforme metodologia proposta por Raij et al. (2001). Fonte: próprio autor. 

 

3.2 Caracterização das sementes 

 

      As sementes de trigo foram colhidas mecanicamente e separadas de acordo com 

suas parcelas (repetição do campo), onde foram levadas para o armazenamento em 

câmara fria com temperatura e umidade relativa de 12°C e 50%, respectivamente. Os 

tratamentos consistiram em sementes produzidas sem calagem, dose recomendada 

de calcário (2000 kg.ha-1) e o dobro da dose recomendada (4000 kg.ha-1).  

      As sementes foram caracterizadas quanto seu teor de água, porcentagem de 

germinação, vigor (porcentagem de protrusão radicular, índice de velocidade de 

germinação e T50).  

3.2.1.  Teor de água 

 

      Para determinação do teor de água das sementes, foi empregado método de 

estufa a 105 ± 3 ºC, por 24 horas com duas sub-amostras, de acordo com Brasil 

(2009), com os resultados expressos em porcentuais em base úmida.  
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3.2.2. Teste de germinação 

 

      O teste de germinação foi realizado com oito sub-amostras de 50 sementes, 

dispostas em substrato de papel toalha do tipo germitest, umedecido com água 

destilada em quantidade correspondente a 2,5 vezes a massa do papel seco. Os rolos 

confeccionados permaneceram acondicionados dentro de sacos plásticos (espessura 

de 0,033mm) fechados, mantidos em um germinador regulado à temperatura de 20ºC. 

As leituras foram efetuadas aos quatro e oito dias após a semeadura, computando-se 

as porcentagens de plântulas normais, anormais e de sementes mortas (BRASIL, 

2009). 

3.2.3. Índice de velocidade de germinação 

 

      Foi determinado mediante contagem diária de sementes germinadas (protrusão 

radicular) durante oito dias, de acordo com a fórmula adaptada de Maguire (1962); 

onde: 

 IVG= (G1/N1 + G2/N2 + ...+ Gn/Nn), onde: 

 IVG = índice de velocidade de germinação  

G1, G2 e Gn = número de sementes germinadas determinado na primeira, na 

segunda, ...e na última contagem.  

N1, N2 e Nn = número de dias da “semeadura” à primeira, à segunda, ...e à última 

contagem. 

 

3.2.4. T50 

 

      O tempo necessário para a germinação de 50% de sementes viáveis foi analisado 

por contagem diária de protrusão radicular. O cálculo foi realizado através da análise 

de dados de germinação (protrusão radicular) cumulativa utilizando o módulo de 

ajuste de curva do pacote de software Germinator (JOOSEN et al., 2010). 
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3.3  Estudo da longevidade 

 

      A longevidade das sementes de trigo foi determinada pelo P50 (período em dias, 

em que a viabilidade das sementes se reduz pela metade). 

      As sementes foram distribuídas em uma única camada sobre tela metálica 

acoplada à caixa plástica (11 x 1,0 x 3,5 cm) sob uma atmosfera de 75% de umidade 

relativa (UR) a 35 °C obtidos por meio de solução saturada (40 ml de água destilada 

em 18 g de sal) de cloreto de sódio (NaCl). As sementes foram amostradas a cada 15 

dias até o 90° dia e avaliadas quanto ao seu potencial germinativo (protrusão 

radicular). Estas contagens sucessivas foram realizadas a fim de se obter curvas de 

germinação ao longo do teste de longevidade. 

      Dos resultados obtidos foi elaborada a curva de distribuição da longevidade dos 

tratamentos ao longo do período do teste, sendo os valores transformados em probit 

para determinação do momento em que a germinação reduz pela metade – P50, 

calculados conforme Ellis e Roberts (1980), onde pode ser calculado com base na 

equação matemática: v = Ki – p/σ (BEWLEY et al., 2013).  

 

3.4  Análise nutricional de semente 

 

      As análises de macro e micronutrientes foram realizadas de acordo com Malavolta 

et al. (1997) em sementes produzidas nas diferentes condições de calagem em dois 

tempos do teste de longevidade (0 e 60 dias). As regiões embrionárias de cada 

tratamento foram maceradas e a digestão foi realizada pelo método de ácido sulfúrico 

com sais e catalisadores para avaliação do nitrogênio (N), utilizando 0,100g de 

amostra e pelo método de nítrico-perclórico (0,250g de regiões embrionárias) para 

fósforo (P), potássio (K), cálcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), cobre (Cu), ferro 

(Fe), manganês (Mn) e Zinco (Zn). 

 

3.5  Estudo molecular da longevidade em sementes de trigo 
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      Para o estudo de genes relacionados a longevidade, foram selecionados dois 

tempos do envelhecimento controlado (0 e 60 dias) para averiguar o efeito das doses 

de calagem (sem calagem, 2000 kg.ha-1 e 4000 kg.ha-1 de calcário). 

      As sementes de trigo foram embebidas por 30 horas para iniciar o processo 

germinativo e facilitar a secção das sementes, cortadas na região do embrião, sendo 

coletadas 8 repetições de 35 sementes de cada tratamento (tempo e dose). Após a 

coleta, as amostras biológicas foram acondicionadas em tubos plásticos de 1,5 ml, 

congelados em nitrogênio líquido e armazenados em deep freezer à temperatura de -

80 °C.   

 

3.5.1  Extração de RNA  

 

      Foi realizada de acordo com o protocolo de extração de Wang et. al. (2012), 

método este modificado de dodecil sulfato de sódio (SDS) / TRIzol, onde o tampão de 

extração é constituído Tris-HCl 100 mM (pH 9,0), 2% de β- Mercaptoetanol (v / v) 

preparado com autoclave água de MilliQ tratada com DEPC (pirocarbonato de dietilo). 

      Foram usadas três amostras biológicas de cada tratamento (Tempo 0 e 60 dias: 

sem calagem (0 Kg.ha-1), dose recomendada (2000 Kg.ha-1) e o dobro da dose 

recomendada (4000 Kg.ha-1)). No total foram 18 amostras de RNA extraídas. 

      Conforme descrito no protocolo, as sementes seccionadas foram maceradas com 

o auxílio de um conjunto de almofariz e pistilo. Uma pequena concentração de 

macerado foi transferida para o tubo de plástico livre de ribonuclease (RNAse) de 1,5 

ml (quantidade suficiente para preencher o fundo do tubo), onde foi adicionado um 

volume de 0,4 mL de tampão de extração de RNA ao pó. A amostra foi 

cuidadosamente misturada utilizando um agitador vortex e incubada a temperatura 

ambiente durante 15 min. 

      Após esse período, foi adicionado um volume de 20 μL de SDS a 20% ((w/v), com 

0.1% DEPC, autoclavado) à suspensão, invertido suavemente por cinco a oito vezes 

e incubado na temperatura ambiente por 5 min, logo após a mistura foi centrifugada a 

12000 g por 10 minutos a 4°C. A solução aquosa (400 μL) foi transferida 

cuidadosamente para um novo tubo, adicionando um volume de 800 μL de trizol, 

homogeneizando a mistura com ajuda do vortex, onde fica incubado em temperatura 
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ambiente por 10 minutos. Adiciona 240 μL de clorofórmio, misturando com vórtex, 

levando para centrifugar à 12000 g por 10 minutos a 4°C. 

      A fase aquosa (700 μL) foi transferida cuidadosamente para o novo tubo com uma 

pipeta (evitando a interface), adicionando um volume igual de isopropanol, 

homogeneizando por inversão várias vezes, sendo armazenado a -20°C por 20 

minutos. Logo após a amostra foi centrifugada a 12000 g por 10 minutos a 4°C. O 

sobrenadante foi descartado e o “pellet” foi resuspendido suavemente com 400 μL 

com água tratada com DEPC; um volume igual de citrato tampão saturado fenol (pH 

4,3) e clorofórmio foi adicionado e homogeneizado cuidadosamente. As amostras 

foram para a centrífuga à 12000 g por 10 minutos a 4°C. 

      Após a centrifugação, a fase aquosa (400 μL) das amostras foi transferido 

cuidadosamente para um novo tubo com uma pipeta, evitando a interface, e um 

volume igual de clorofórmio foi adicionado, onde são homogeneizadas com a ajuda 

de vórtex. As amostras foram centrifugadas à 12000 g por 10 minutos a 4°C. Um 

volume de 350 μL da fase aquosa é transferida para o novo tubo, adicionando 1/10 de 

volume (3,5 μL) de 3 M de acetato de sódio (pH 4,8) e 700 μL de etanol gelado, sendo 

misturado invertendo várias vezes e colocado a -80°C por 30 minutos. 

      As amostras foram centrifugadas a 12000 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante 

foi removido utilizando uma pipeta e adicionado 500 μL de etanol 70% congelado; 

mais uma vez as amostras foram centrifugadas à 12000 g por um período menor (5 

minutos) a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” foi deixado secando a 

temperatura ambiente por 10 minutos. Por fim, foi adicionado 30 μL de água tratada 

com DEPC para dissolver o “pellet”, onde foi armazenado a -80°C para futuro uso. 

 

3.5.2  Determinação de quantidade e qualidade do RNA extraído 

 

      Após a extração de RNA, as amostras foram quantificadas em espectrofotômetro 

Nanodrop-2000 (Thermo Scientific) e seus resultados expressos em ng/μL. A pureza 

do RNA foi estimada a partir da relação absorbância A260/280 nm que é uma 

estimativa de contaminação, principalmente por proteínas e fenóis. A verificação da 

qualidade das amostras foi realizada por meio da avaliação de gel de agarose a 1,0% 

(0,5 g de agarose e 50 μL de TAE 1X) corado com gel red. Soluções contendo 7 μL 

de RNA extraído e 5 μL azul de bromofenol foram submetidas à corrida de 

eletroforese, a 90 volts durante 30 minutos. 
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      Como marcador foi utilizado o 1kbp DNA Lader (Jena Bioscience) no volume de 1 

μL. Para visualização das bandas no gel foi utilizado um fotodocumentador (Mini Bis 

24 mm da DNR Bio-Imaging Systems). 

      A verificação da qualidade das amostras por meio do gel de agarose detectou a 

presença de DNA, por esse motivo, todas as amostras foram submetidas ao 

tratamento de DNAse, acrescentando 1 μL da enzima na mistura água+RNA, 

incubando a solução a 37°C por 20 min, antes da confecção do cDNA. 

 

3.5.3  Síntese do cDNA 

 

      Para a síntese do cDNA foi utilizado o “kit” High Capacity cDNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystens). A síntese do cDNA foi elaborada para uma reação 

de 20 μL, utilizando para 2000 ng, conforme descrito no protocolo, onde o volume 

exato de RNA foi dependente da quantificação fornecida no espectrofotômetro (tabela 

4), completando o volume com água MiliQ até atingir 10 μL, acrescentando 1 μL de 

DNAse, passando pelas condições descritas no item anterior. O mix de cDNA consistiu 

de 2 μL de 10X RT Random Primers, 2 μL de 10x RT Buffer, 0,8 μL 25X dNTP Mix 

(100mM), 1 μL MultiScribeTM Reverse Transcriptase e 4,2 μL Nuclease-free H2O. Por 

fim, o mix do cDNA (10 μL) foi homogeneizado com a solução de RNA tratada (11 μL) 

e levado para o termociclador. 

      As reações foram incubadas em termociclador PTC-100 – Programmable Thermal 

Controler, Peltier – Effect Cycling (MJ Research, INC.), sendo submetidas a 

temperaturas e tempos específicos necessários para a ativação inicial da enzima (25 

ºC por 10 minutos), síntese de cDNA (37°C por 120 minutos), inativação da enzima 

(85ºC por 5 minutos) e finalizando a ciclagem sob 4ºC constante. A quantificação do 

cDNA foi realizada em espectrofotômetro Nanodrop-2000 (Thermo Scientific) e 

diluídas a uma concentração padrão de 60 ng(-μL) . Após a padronização, as 

amostras foram armazenadas em deep freezer a -80ºC. 

 

3.5.4 Desenho dos primers 

 

      Os primers utilizados neste estudo foram desenhados utilizando o programa 

software PerlPrimer (http://perlprimer.sourceforge.net). Os genes estudados foram 

identificados por buscas na literatura de genes associados à longevidade. Foram 

http://perlprimer.sourceforge.net/


50 
 

 

usados sequencias homólogas de Triticum aestivum encontrados no banco de dados 

de The Arabidopsis Information Resource (TAIR), uma espécie modelo para estudos 

genéticos devido a diversas vantagens, tais como: tamanho do porte da planta, 

genoma relativamente pequeno, densidade genética superior a outras espécies, mas 

principalmente pela eficiência na sua transformação genética com Agrobacterium 

tumefaciens. A sequência dos genes estudados para o desenho dos primers foi 

retirado no banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  

      Foram testados 4 (quatro) genes de referência (ADP – Ribosylation fator, RNAse 

1 inhibitor-like protein, α- tubulin e histone) e utilizados 16 genes candidatos para o 

estudo molecular da longevidade (Quadro 1). 

      Após a confecção dos primers, os mesmos foram verificados quanto sua 

especificidade no banco de dados do National Center for Biotechnology Information -

NCBI. Todos os primers foram desenhados de modo que não houvesse presença de 

introns, utilizando apenas a sequência CDS, sendo utilizado o programa Softberry 

(http://www.softberry.com/) para a confirmação da presença, unicamente, dos éxons 

na sequência. 

      Os parâmetros utilizados no desenho dos primers foram: tamanho da amplificação 

de 80 a 150, temperatura de anelamento de 58 - 61ºC e tamanho do primer de 18 a 

24 pares de bases. A eficiência de amplificação para cada par de iniciadores foi 

determinada por RT-qPCR e calculada a partir da curva de amplificação utilizando 

LinReg PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

http://www.softberry.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Quadro 1 - Primers específios da região embrionária de sementes de trigo utilizados para análises de PCR em tempo real 

Genes Acesso 

Arabidopsis T. 

Acesso 

T.  aestivum 

Forward (5’–3’) Reverse (3’–5’) 

ADP- RIBOSYLATION FATOR AT1G23490.1 AY736124.1 AGGGTCTCATCTTTGTTGTGG  AACTCATCCTCATTCAGCATCC  

RNASE L INHIBITOR-LIKE PROTEIN AT4G19210.1 AY059462.1 TGTGTATTGGTTGTGGTATTTGTG  ATAGCGATGGGTAGTATCTTTCTC  

Α-TUBULIN AT4G14960.2 DQ435659.1 ATGCTTTCAACACCTTCTTCAG  CAGTCCTCACCTCATCAATCAC  

HISTONE AT3G45980.1 X59873.1 AAGATCTACATCTTCAAGGTGCTG  GAAGATGTCGTTGATGAAGGAG  

ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 (ABI3) AT3G24650.1 FJ640559.1 GGTGATTTCATCGTGCTTTACTC  TTGTGCTTGGCTAGATCCTG  

ABA INSENSITIVE 5 AT2G36270.1 AB362818.1 CAGGCTTATACAATGGAGTTGG  GTCCGAACTGATCCTTCATCTC  

HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR 

A9, HSFA9 

AT5G54070.1 KF208543.1 GAAGAGATTGAGATGCTAAAGAGG  TTGCTCCATTCCGTGAAGAC  

 

HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR 

A4A 

AT4G18880.1 KF208542.1 CTGGTCCTGAGTGTATATTCCC  GTCATCGGTCTCATCAGTGTC  

 

DROUGHT RESPONSIVE ELEMENT  

BINDING PROTEIN 2 

AT5G05410.1 AB193608 TACTACAACGTCCACCAACC  

 

GTAATGCTCGACAGACTCCA  

 

LEAFY COTYLEDON 1 AT1G21970.1 KM078734.1 TACGGGTACGAGGAAGGAG  GTCATGCGATTCTTCTGCTG  

VITAMIN E DEFICIENT 1 (VTE1) AT4G32770.1 DQ456882.1 CACATCTAAGCAGAAGTCAACAG  

 

CTCCATCCCATTCTATCCATCC  

 

ASCORBATE PEROXIDASE 2 AT3G09640.1 EF555121.1 CAAATGGTTCAATTAGATACGAGG  TGGATGCTTCGCTTTAATAGG  

SUPEROXIDE DISMUTASE 1 AT3G10920.1 KP313757.1 GTTGAAACTACTCCTAATCAGGAC  ATGCTCCCAGACATCAATTCC  

GLUTATHIONE S-TRANSFERAS AT1G10370.1 AJ414700.1 TACGAGTACGTGGAGGAGAG  TCGATGTACTGCACGATGAC  

METALLOTHIONEIN 2 AT3G09390.1    AF470355.1 TAGCAGAGCGGATAAACTCAG  ATCTCAGGGTACATCTTGCAC  

MERCAPTOPYRUVATE 

SULFURTRANSFERASE 2 

AT1G16460.2 AY036608.1 CTCACCAAGTAGTTGATGCC  GTATATGCCCACTTCTAACTCC  

CHLOROPLASTIC LIPOCALIN AT3G47860.1 DQ223009 TTCACCTGACGGATACATCAC  

 

ACTTGCTGCTGATCATCTCC  

 

PROTEIN-L-ISOASPARTATE 

METHYLTRANSFERASE 2 

AT5G50240.1 L07941.1 ACAGTCCTATGCCTATTGGT  TAATCCTTCAACAGTTCTAAGCAG  

ALPHA-TONOPLAST INTRINSIC 

PROTEIN, TIP3;1 

AT1G73190.1 AB535600.1 CGTGACCGTGAACATCTCC  

 

GCGCGATCCAGTAGAAGAG  

 

TRANSPARENT TESTA 4 AT5G13930.1 AY286098.1 TTCAAGATCACCAAGAGCGA  CTTCCTGATCTGCGATTTGTC  
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3.5.5 Quantificação da expressão relativa por PCR em tempo real 

 

      Para a quantificação da expressão gênica relativa dos genes em estudo e dos 

genes de referência, foi utilizado o Lumino Ct Sybr Green qPCR Ready Mix (Sigma 

Life Science), totalizando uma solução de 20,0 μL, sendo duas repetições técnicas de 

cada repetição biológica (10 μL para cada repetição técnica), totalizando 6 amostras 

para cada tratamento. Para certificação de não haver contaminações das amostras, 

foi elaborado um controle negativo, onde ao invés de cDNA foi colocado água DEPC. 

      Com a utilização do termociclador óptico Eco Real-Time (Illumina), foi realizada à 

amplificação dos fragmentos alvos seguindo os determinados passos: etapa inicial de 

incubação a 50°C durante 2 minutos, seguida de desnaturação a 95°C por 2 minutos, 

40 ciclos com desnaturação a 95°C por 10 segundos e pareamento a 60°C por 1 

minuto. 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 programa EcoStudy versão 5.0 da Illumina. 

      Para mensurar a expressão gênica foi utilizado o cálculo do ∆∆Ct (LIVAK e 

SCHMITTGEN, 2001), que se baseia na reação exponencial da PCR. Para tal a 

expressão QR = 2-∆∆Ct, onde QR representa o nível de expressão gênica; Ct 

representa o ciclo de amplificação no qual cada amostra apresenta amplificação 

exponencial; ∆Ct se refere à diferença entre o Ct da amostra amplificada para o gene 

alvo e o Ct da mesma amostra amplificada para o gene referência; ∆∆Ct representa a 

diferença entre o ∆Ct da amostra de interesse em determinado tempo e o ∆Ct da 

amostra de referência. 

 

3.5.6    Análise estatística 

 

      Para a análise fisiológica foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado 

(DIC). Os dados médios (porcentagem de germinação, índice de velocidade de 

germinação, T50, P50 e análise nutricional) foram analisados estatisticamente através 

de testes de normalidade (Shapiro-Wilk), análise de variância (ANOVA) e as médias 

comparadas pelo teste de Tukey a p>0,05 de significância (SISVAR). 

      Para quantificação da expressão gênica relativa foi utilizado o programa REST® 

que realiza a quantificação comparativa pelo método de “Pair-Wise Fixed Reallocation 
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Randomization Test” (PFAFFL et al., 2002), comparando um grupo de amostras com 

o grupo controle, sendo neste trabalho representado pelo o tratamento 2000 kg.ha-1 

(0 dia).  A comparação sempre é realizada a partir de um gene normalizador (gene 

expresso na mesma quantidade nas condições experimentais avaliadas). Além disso, 

o software REST considera a eficiência individual de cada reação, realizando uma 

normalização subsequente dos dados de quantificação. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1   Qualidade fisiológica de sementes de trigo 

 

      As sementes de trigo apresentaram teor de água em torno de 11%. Após o teste 

de longevidade, nos diversos pontos, o teor de água das sementes alterou levemente, 

ficando em torno de 12-13%. O teor de água na semente representa um índice 

comercial de grande importância, pois influencia no seu peso específico, rendimento 

de moagem, conservação e características tecnológicas. O teor de água 

recomendado para armazenar o trigo colhido é de 13%. 

      A porcentagem de germinação não diferiu significativamente entre os tratamentos 

(Figura 2). Sementes de trigo oriundas da produção sem calagem, dose recomenda 

(2000 kg.ha-1) e o dobro da recomendada de calcário (4000 kg.ha-1) apresentaram 

germinação de 92%, 93% e 87%, respectivamente. Resultados semelhantes foram 

observados por Lima et. al.  (2009), onde a calagem superficial não afetou a qualidade 

fisiológica de sementes de soja cultivadas em “safriha”.  

Figura 2 - Germinação em sementes de trigo produzidas sob diferentes doses de calcário 

 

Fonte: próprio autor. 

      As diferentes doses de calcário usadas não contribuíram para que houvesse 

diferença significativa em relação ao Índice de velocidade de germinação e T50 

(Figuras 3 e 4), seguindo o mesmo padrão da porcentagem de germinação. As 
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sementes apresentaram IVG de 21,2, 21,7 e 21,6 e T50 de 43,77h, 43h e 42,68h nos 

tratamentos 0 kg.ha-1, 2000 kg.ha-1 e 4000 kg.ha-1, respectivamente. 

Figura 3 - Índice de velocidade de germinação em sementes de trigo produzidas sob diferentes doses   

de calcário 

 

 Fonte: próprio autor. 

      A resposta típica das plantas, cultivadas em solos de baixa fertilidade, é a redução 

na quantidade de sementes produzidas e não na qualidade (Delouche,1980). Tal 

afirmação é confirmada pelos dados de produtividade encontrada por Carmeis Filho 

et al. (2017), onde as sementes produzidas foram utilizadas neste trabalho. No que se 

refere aos efeitos da aplicação de fertilizantes no solo ou via foliar sobre o potencial 

fisiológico das sementes produzidas, predominam resultados em que a germinação 

não é alterada. Foi o que verificaram Leite et al. (2010), com aplicação de boro em 

arroz; Prando et al. (2012) com aplicação de nitrogênio em trigo; Gomes-Junior e Sá 

(2010), nitrogênio em feijão; e Zucareli et al. (2012), com aplicação de nitrogênio em 

milho doce. 

      Souza et al. (2010) estudando a resposta das doses de calcário na qualidade 

fisiológica em sementes de arroz, demonstrou que o índice de velocidade de 

germinação não foi influenciado, corroborando com os resultados obtidos neste 

trabalho. A velocidade de germinação é um dos conceitos mais antigos de vigor de 
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sementes (AOSA, 1983), sendo mais vigorosas, portanto, aquelas sementes com 

maior índice de velocidade de germinação. . 

      Segundo Sá (1994), as plantas adubadas de modo adequado e equilibrado 

apresentam condições de produzir maior quantidade de sementes, aliadas à melhor 

qualidade podendo resistir mais facilmente às adversidades que podem surgir no 

período de produção. Porém, de acordo com os resultados encontrados a calagem 

não influenciou na porcentagem de germinação e no vigor, constatado pelo índice de 

velocidade de germinação e T50 (Figuras 3 e 4); demonstrando que mesmo em 

condições de acidez e de baixa saturação por bases, a qualidade fisiológica das 

sementes (germinação e vigor) não foi afetada. 

 

Figura 4 – T 50 em sementes produzidas sob diferentes doses de calcário 

 

Fonte: próprio autor. 

      Para se obter ganhos no rendimento da cultura, levando em consideração a 

qualidade de sementes produzidas, é necessário que as condições de fertilidade dos 

solos estejam perfeitamente equilibradas, com disponibilidade de macro e 

micronutrientes, suficientes para atender à demanda. Entretanto, em função da 
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deficiência de alguns micronutrientes, os rendimentos esperados podem não ser 

obtidos (SFREDO e OLIVEIRA, 2010). 

      Em situações de baixa disponibilidade de nutrientes no solo, a resposta típica das 

plantas é a redução na quantidade de sementes produzidas sem prejudicar a 

viabilidade e o vigor das mesmas. As plantas, de modo geral, desenvolveram essa 

capacidade de ajustar a produção de sementes aos recursos disponíveis, sem afetar 

a sua qualidade fisiológica, como estratégia para garantir descendentes (DELOUCHE, 

1980). 

 

4.2  Composição nutricional das sementes 

 

      A composição nutricional das sementes produzidas em diferentes doses de 

calcário, no período de 0 dia, apresentou diferença significativa nos teores de potássio 

(K), manganês (Mn), nitrogênio (N) e fósforo (P), tendo o tratamento sem calagem 

maior concentração de K, Mn e P; e tratamento com dose recomendada apresentando 

a maior teor de N (Tabela 5). 

      As principais funções do potássio na planta estão relacionadas à translocação de 

açúcares, abertura e fechamento dos estômatos e regulação osmótica (MALAVOLTA, 

2006), sendo essencial para o crescimento, desenvolvimento e maturação dos grãos 

e frutos vegetais (MEURER, 2006). Segundo Faquin (2005), a principal função 

bioquímica do K é ativação enzimática. Mais de 50 enzimas são dependentes do K 

para sua atividade normal, citando-se as sintetases, oxiredutases, desidro genases, 

transferases e quinases. 

      Trabalhos que relacionam a influência do potássio na germinação e vigor de 

semente foram realizados, demonstrando que a maior disponibilidade desse elemento 

não influencia na qualidade fisiológica das sementes, destacando Veiga et al. (2010) 

e Filho et al. (2013) em soja e Deminicis et al., (2010) em sementes de capim quicuio-

da-Amazonia.  
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Tabela 4 - Análise nutricional de sementes com 0 dia do teste de longevidade 

Doses Ca Mg K Cu Zn Mn Fe N P S 

kg.ha-1 -------------g/kg------------ ------------------mg/kg------------------ ------------g/kg--------------- 

0 3,2 a 1,2 a 5,5 a 12,9 a 50,2 a 77,0 a 48,6 a 21,7 b 2,8 a 1,0 a 

2000 2,6 a 1,2 a 4,9 b 10,7 a 39,9 a 42,5 b 39,2 a 24,6 a 2,5 b 1,3 a 

4000 3,0 a 1,2 a 5,1 ab 13,2 a 29,7 a 30,4 c 34,1 a 22,4 b 2,6 ab 0,9 a 

CV (%) 10,66 4,33 5,57 54,49 17,96 7,51 28,42 3,48 4,28 38,46 

¹médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste Tukey P≤0,05). Fonte: 

próprio autor. 

      O manganês é essencial à síntese de clorofila e tem como principal função a 

ativação de enzimas, onde em pH alto ocorre diminuição da solubilização e da 

absorção, sendo o pH do solo, na maioria dos casos, o mais importante fator de 

controle da disponibilidade de Mn para as plantas (DECHEN e NACHTIGALL, 2006), 

comprovado nos resultados desse trabalho através da composição química da 

semente. 

      Segundo Melarato et al. (2002), o manganês pela sua natureza, pode estar 

envolvido, direta ou indiretamente, na qualidade fisiológica das sementes produzidas, 

pois sua função na ativação enzimática, biossíntese, transferência de energia e 

regulação hormonal são fundamentais para formação, desenvolvimento e maturação 

das sementes. Contudo, a diferença desse nutriente nos tratamentos estudados não 

diferiu significativamente quanto a germinação e vigor das sementes de trigo. 

      O nitrogênio é fundamental no metabolismo vegetal, com participação na 

biossíntese de proteínas e clorofila, sendo responsável pelas funções estruturais e 

participa de vários compostos orgânicos vitais para a planta, como proteínas, prolina 

e aminoácidos (PARIDA e DAS, 2005). Segundo Ta e Weiland (1992), durante o 

enchimento dos grãos, o N está disponível para planta em duas fontes: o N absorvido 

do solo e o N remobilizado dos tecidos vegetais. Durante a fase de enchimento de 

grãos, os fotossimilados produzidos são canalizados primeiramente para a semente 

em enchimento. 

      Barbosa et al. (2011), avaliando o efeito do nitrogênio na produção e qualidade de 

sementes feijão, observaram que as doses de nitrogênio não alteraram o potencial 

fisiológico das mesmas, corroborando com os resultados obtidos neste trabalho sobre 

a porcentagem de germinação e vigor das sementes de trigo.  

      A diferença estatística obtida no teor de fosforo (Tabela 5) não influenciou na 

germinação e vigor nas sementes de trigo. Resultados semelhante foram obtidos por 
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Salum et al. (2008) avaliando as características químicas e fisiológicas em função do 

teor de fósforo na semente de feijão e Vazquez et al. (2014) avaliando a qualidade 

fisiológica de sementes de crambe em diferentes doses de fósforo. 

      O fosforo tem cinco funções principais: composição de moléculas grandes ou 

agrupamentos de moléculas como DNA, RNA e os fosfolipídios das membranas; 

transportador de substratos e de energia química (ATP); participação da sinalização 

celular; modifica proteínas irreversivelmente; e constituinte de biominerais (EPSTEIN 

e BLOOM, 2006).  

      A reserva de fósforo em sementes e frutos são os fitatos (sais de Ca, Mg e K do 

ácido fitíco = éster hexafosfórico ou inositol) e representam 60 a 70% em grãos de 

cereais). A concentração de P nos grãos parece ser parcialmente consequência da 

quantidade de carboidratos no grão, que dilui uma quantidade de P controlada por 

fatores genéticos ou ambientais. 

      Após os 60 dias de envelhecimento, as sementes diferiram significativamente 

quanto ao teor de macronutrientes (magnésio, nitrogênio e fósforo) e de 

micronutrientes (zinco e manganês) (Tabela 6). A diferenciação desses 

macronutrientes podem estar relacionados com a longevidade da semente, 

interferindo nos muitos processos biológicos, prolongando assim, a germinabilidade 

das sementes. 

 

   Tabela 5. Análise nutricional de sementes com 60 dias após a instalação do teste de longevidade 

Doses Ca Mg K Cu Zn Mn Fe N P S 

kg.ha-1 ----------g/kg--------- ---------------------mg/kg----------------- -------------g/kg------------ 

0 3,1 a 1,1 b 4,8 a 10,3 a 65,5 a 76,7 a 43,0 a 21,0 b 2,4 b 1,0 a 

2000 3,3 a 1,3 a 5,1 a 16,5 a 49,3 b 51,0 b 47,3 a 24,0 a 3,0 a 0,8 a 

4000 3,3 a 1,3 a 4,8 a 16,5 a 44,0 b 47,2 b 61,0 a 22,0 b 2,7 a 0,8 a 

CV(%) 10,66 4,33 5,57 54,49 17,96 7,51 28,42 3,48 4,28 38,46 

¹médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste Tukey P≤0,05). Fonte: 

próprio autor. 

      O tratamento sem calagem apresentou o maior teor de zinco (Zn) e manganês 

(Mn) diferindo estatisticamente dos tratamentos com calagem. Tal resultado é 

explicado devido a acidez do solo; segundo Malavolta (2006) a disponibilidade de 

nutrientes está relacionada ao pH do solo, assim quando o pH sobe formam-se 

hidróxidos e carbonatos menos disponíveis, consequentemente cai a concentração 



60 
 

 

desses elementos na solução do solo, dificultando assim sua absorção e redistribuição 

desses micronutrientes para as sementes. 

4.3  Longevidade de sementes de trigo 

  

      O comportamento das sementes ao longo do teste de longevidade apresentou 

diferença estatística, observando uma maior viabilidade nas sementes produzidas sob 

condição de calagem (Figura 5).  As sementes de trigo produzidas sem aplicação de 

corretivo perderam mais rapidamente sua viabilidade, sendo maior a diferença da 

porcentagem de germinação (aqui sendo considerado a protrusão radicular) nos 

pontos 60 e 75 dias. Aos 90 dias as sementes de trigo, nas condições do teste de 

longevidade realizado neste estudo, não sobreviveram. 

 
Figura 5 - Germinação ao longo do teste de longevidade em sementes de trigo produzidas sob        

diferentes doses de calcário. 

  

Fonte: próprio autor. 

      A redução da viabilidade das sementes de trigo ao longo do teste de longevidade 

já era esperada, pois em relação ao armazenamento de sementes, os fatores que 

influenciam a conservação do potencial fisiológico são a qualidade e o teor de água 

iniciais das sementes, em interação com a umidade relativa e a temperatura do ar do 

ambiente. Dois fatores foram primordiais para a rápida redução da viabilidade das 
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sementes, a elevada a umidade relativa e a temperatura do ar do ambiente, não 

havendo assim, a conservação do potencial fisiológico das sementes.  

      As sementes de trigo produzidas sob calagem (dose recomendada e o dobro) 

indicaram maior longevidade, diferindo significativamente das sementes produzidas 

sem corretivos (Figura 6). Os tratamentos com calagem apresentaram P50 de 60 dias 

para dose recomendada (2000 kg.ha-1) e 57 dias para o dobro da dose de calagem 

(4000 kg.ha-1), indicando um aumento de aproximadamente 17% e de 12%, 

respectivamente, comparado com o tratamento sem calagem (50 dias). 

      A resposta positiva da calagem na longevidade das sementes coincide com maior 

presença dos macronutrientes nas sementes (magnésio, nitrogênio e fósforo) (Tabela 

6). O magnésio ativa mais enzima do que qualquer outro elemento, sendo um co-fator 

de quase todas as enzimas fosforilativas, formando uma ponte entre o pirofosfato do 

ATP ou ADP e a molécula da enzima, sendo considerado como carregador de fósforo, 

contribuindo para a entrada de P na planta (VITTI et al., 2006). 

      Sendo o nitrogênio um elemento essencial requerido em maior quantidade pela 

planta e tendo sua função como componente constituinte de todas as proteínas 

(formadas por aminoácidos) e ácidos nucleicos, sua participação nos eventos que 

governam a longevidade das sementes não seria algo muito distante da realidade.  

Foi realizado o estudo molecular de genes relacionados a esse componente de 

qualidade das sementes para esclarecer o papel desses nutrientes na longevidade. 

      Para obtenção dos valores de P50 foi necessário realizar regressão linear 

utilizando as curvas de sobrevivência por meio de análise de probit das sementes ao 

longo do envelhecimento controlado, resultando em valores médios do coeficiente de 

regressão (R²) de 0,8543, 0,9298 e 0,8082 dos tratamentos 0 kg.ha-1, 2000 kg.ha-1 e 

4000 kg.ha-1, respectivamente (Figura 7). 
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Figura 6 - Valores de P50 em sementes de trigo produzidas sob diferentes doses de calcário 

 

Fonte: próprio autor. 

      Utilizando o modelo de probit proposto por Ellis e Roberts (1980), a perda da 

viabilidade de sementes armazenadas, em função do período de armazenamento, 

temperatura do ambiente e grau de umidade das sementes, tem sido prevista com 

sucesso para um grande número de espécies e cultivares. 

      Muitos trabalhos ao avaliar o efeito da adubação na qualidade fisiológica de 

semente, só estudam as variáveis porcentagem de germinação e vigor de sementes, 

não dando a devida atenção nos efeitos da disponibilidade de nutrientes no solo na 

longevidade das sementes; com isso a literatura é escassa quando se aborda 

determinado estudo. 
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Figura 7 - Análise de probit das sementes de trigo ao longo do teste de longevidade nas diferentes 

doses de calcário. 

 

 

 

Fonte: próprio autor. 
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4.4 Expressão gênica 

 

4.4.1 Extração de RNA e eficiência dos primers 

 

      A extração de RNA utilizando protocolo de extração de Wang et. al., 2012, método 

modificado de dodecil sulfato de sódio (SDS) / TRIzol gerou RNAs totais com alta 

qualidade (razão de comprimento de onda 260/280 na faixa de 1,7 a 2,0) e íntegros. 

O uso do tratamento com DNAse, incubando a solução a 37°C por 20 min, forneceu 

uma amostra de RNAs livre de impurezas. 

      Segundo Manning (1991), a contaminação por polissacarídeos ou polifenóis é 

indicada pela relação entre a absorbância A260/A230 e a contaminação por proteínas 

é observado pelo valor da relação A260/A280. De acordo Asif et al. (2006) quando 

esses valores estiverem entre 1,8-2,1 indicam a descontaminação das amostras. A 

presença de DNA ou resíduos de fenol altera esta relação (BUSTIN et al., 2010), onde 

valores próximos ao da relação não alteram a qualidade do RNA. 

      A eficiência dos primers alvos e do gene de referência apresentaram eficiências 

próximas e dentro dos limites aceitáveis (Tabela 6). As condições ótimas de 

amplificação são absolutamente essenciais para a quantificação precisa e reprodutível 

das amostras por RT-qPCR. As características de um ensaio otimizado de RT-qPCR 

são: curva linear padrão, R2> 0,980, eficiência de ampliação variante de 1,8 a 2,1. A 

eficiência do primer indica a taxa de duplicação do amplicon de um par de primers 

específicos durante uma PCR. O valor R2 indica a qualidade do ajuste da curva padrão 

aos pontos de dados traçados. 

      Dentre os genes de referência, a α tubulin apresentou mais estabilidade entre os 

tratamentos, sendo esse gene escolhido como normalizador na análise da expressão 

gênica. A normalização é realizada com base em um ou mais genes que possuam 

expressão uniforme na maioria das células do organismo de estudo, bem como 

durante as várias fases de desenvolvimento e sob diferentes condições ambientais. 

Estes são os chamados genes constitutivos ou housekeeping genes 

(BARSALOBRES-CAVALLARI et al., 2009). 
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Tabela 6 - Eficiência dos primers dos genes de referência e candidatos na longevidade de sementes 

Prrimers Média 

ADP- RIBOSYLATION FATOR  1,827 

RNASE L INHIBITOR-LIKE PROTEIN  1,889 

α-TUBULIN  1,886 

HISTONE  1,909 

ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 (ABI3)  1,898 

ABA INSENSITIVE 5  1,8765 

HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR A9, HSFA9  1,886 

HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR A4A  1,864 

DROUGHT RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN 2  1,756 

LEAFY COTYLEDON 1  1,804 

VITAMIN E DEFICIENT 1 (VTE1)  1,739 

ASCORBATE PEROXIDASE 2  1,891 

SUPEROXIDE DISMUTASE 1  1,842 

GLUTATHIONE S-TRANSFERAS  1,617 

METALLOTHIONEIN 2  1,901 

MERCAPTOPYRUVATE SULFURTRANSFERASE 2  1,892 

CHLOROPLASTIC LIPOCALIN 1,812 

PROTEIN-L-ISOASPARTATE METHYLTRANSFERASE 2  1,879 

ALPHA-TONOPLAST INTRINSIC PROTEIN, TIP3;1  1,830 

TRANSPARENT TESTA 4  1,828 

Fonte: próprio autor. 
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4.4.2 Expressão genica dos fatores de transcrição na longevidade de sementes de 

trigo 

 

      Em genomas de plantas, aproximadamente 7% das sequências codificadoras são 

atribuídas a fatores de transcrição (TFs) e muitos destes são genes responsivos ao 

stress abiótico (KILIAN et al., 2012). Alguns desses TFs são mestres reguladores de 

sinalização e vias regulatórias de adaptação ao estresse, regulando temporariamente 

e espacialmente a transcrição de seus genes-alvo (GOLLDACK et al, 2011; JIN et al, 

2014), ativando assim uma cascata de sinalização de toda a rede de genes que atuam 

em conjunto no aumento da tolerância das plantas às condições ambientais adversas 

(AKHTAR et al., 2012). 

      Os fatores de transcrição ABI3, ABI5, HSFA9, HSFA4, DREB2 e LEC1 

desempenham papel de grande importância na longevidade de semente (RIGHETTI 

et al. 2015; ZINSMEISTER et al, 2016; TEJEDOR-CANO et al., 2010; PERSONAT et 

al., 2014; ALMORENGA et al., 2009; SUGLIANI et al., 2009). 

 

4.4.2.1 Expressão relativa de ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 (ABI3) e ABA 

INSENSITIVE 5 (ABI5) na longevidade de sementes de trigo 

 

      ABI3 é um dos principais transdutores do sinal de hormônio do ácido abscísico 

(ABA), que é necessário para a expressão de genes relacionados a maturação, tais 

como os genes da proteína de armazenamento de sementes (SSP) (PARCY et al., 

1997, KROJ et al., 2003), genes de Late abundant embryogenesis (LEA) (GIRAUDAT 

et al., 1992), genes com funções antioxidantes (HASLEKÂS et al., 2003) e genes de 

proteína de choque térmico (HSP) (KOTAK et al., 2007). 

      Mutantes de ABI3 exibem armazenamento reduzido de reserva, intolerância à 

dessecação e germinação precoce (NORTH et al., 2010). A redução simultânea da 

longevidade e da dormência em sementes mutantes foi assim explicada pela sua 

incapacidade de adquirir tolerância à dessecação e induzir dormência durante o 

desenvolvimento tardio da semente (SANO et al., 2016). 

      O ABI5 é um membro da família de zíper de leucina básica (bZIP) referida como 

elemento de resposta ao ácido abscisico (ABA) (AREB) ou fatores de ligação ao 

elemento promotor (ABRE) responsivo a ABA, que controlam as respostas celulares 

a ABA em sementes e tecidos vegetativos. Agindo em fluxo descendente e / ou 
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sinergicamente com ABI3, ABI5 funciona como homo - heterodímeros que se ligam a 

elementos ABRE encontrados nas regiões reguladoras de muitos genes relacionados 

ao estresse. (CARLES et al., 2002; LOPEZ-MOLINA et al., 2001; NAKABAYASHI et 

al., 2005; DE GIORGI et al., 2015). 

      De acordo com Rajjou et al. (2012), o ABA está envolvido no acúmulo de proteínas 

e lipídios de reserva, na aquisição de tolerância à dessecação, na inibição da 

germinação precoce e na imposição de dormência primária, exercendo um efeito 

inibitório sobre mecanismos geradores de germinação precoce e deletéria das 

sementes em desenvolvimento na planta-mãe, permitindo que o processo de 

maturação seja mantido e que as sementes sejam formadas dotadas de reservas 

adequadas para o estabelecimento de plântulas vigorosas após a germinação. 

      Para o estudo de expressão dos genes candidatos para a avaliação da 

longevidade da semente de trigo, foi considerado o tratamento referente a dose 

recomendada de calagem (2000 kg.ha-1) tempo 0 como tratamento-controle. 

      Em sementes produzidas sem calagem no tempo 0 dias, a expressão relativa de 

ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 (ABI3) na região embrionária de sementes de trigo 

foi superior 2 vezes ao tratamento controle, havendo redução na expressão nos 

tratamentos dobro da dose (4000 kg.ha-1) no tempo 0 e sem calagem aos 60 dias do 

teste de longevidade, diferindo significativamente (Figura 8). 

      Após 60 dias, a expressão do gene reduziu drasticamente no tratamento sem 

calagem e aumentou nos tratamentos 2000 e 4000 kg.ha-1 de calcário, sem diferir 

significativamente do tratamento controle, porém sua elevada expressão pode se 

tornar um diferencial nos demais eventos, onde comporta-se como fator de transcrição 

para os demais genes. 
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Figura 8. Expressão relativa de ABI3 na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco * 

 

Fonte: próprio autor. 

      A expressão relativa de ABA INSENSITIVE 5 (ABI5) se comportou de forma 

semelhante ao ABI3, onde o tratamento sem calagem (0 dias) foi quase 9 vezes 

superior ao tratamento-controle e o dobro da dose recomendada (60 dias) quase 4 

vezes (Figura 9), diferindo significativamente. A redução da expressão do tratamento 

sem calagem e o aumento da expressão dos tratamentos 2000 e 4000 kg.ha-1 após 

60 dias foram constatados, esclarecendo o comportamento das sementes que 

apresentaram maior viabilidade nesse período do teste de longevidade. 

      De acordo com os resultados obtidos na expressão relativa dos genes ABI3 e ABI5 

e os resultados gerados da análise nutricional das sementes aos 60 dias do teste de 

longevidade, pode-se inferir que existe uma relação.  
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Figura 9. Expressão relativa de ABI5 na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco * 

 

Fonte: próprio autor. 

      O nitrogênio tem grande participação na rota de sinalização do ABI3, através do 

aminoácido triptofano, onde a auxina (AIA) é sintetizada a partir desse aminoácido. A 

auxina regulava positivamente a dormência de sementes antes do fluxo de informação 

do ABI3, através da regulação mediada pela ABI3 (LIU et al., 2013). Segundo 

Normanly e Bartel (1999) as fases do desenvolvimento vegetal, as quais necessitam 

temporariamente de elevadas concentrações de AIA livre, ativam a rota de síntese 

dependente de triptofano, como, por exemplo, durante o início da embriogênese ou 

da germinação de sementes. 

      É de grande importância ressaltar a dominância do fósforo no metabolismo de 

energia nas plantas, desde a fosforilação até a síntese de ATP. Na principal rota de 

biossíntese do ABA, muitas moléculas e enzimas tem na sua constituição fósforo, 

onde íons de magnésio atuam como cofator nas reações enzimáticas, dentre muitas 

etapas, é ressaltado a conversão de 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP) a metileritritol 

fosfato (MEP) pelo rearranjo intramolecular e pela redução em uma reação catalisada 

pela enzima DXP redutoisomerase (DXR), onde a enzima pode utilizar Mg+2 como 

cofator e a  reação catalisada por esta enzima é iniciada por um rearranjo no esqueleto 
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carbônico seguido de uma redução que requer a utilização da coenzima NADPH 

(EISENREICH et al., 2004) . 

 

4.4.2.2 Expressão relativa de HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR A9 

(HSFA9) e HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FATOR A4A (HSFA4) na 

longevidade de sementes de trigo 

 

      Todos os organismos possuem um mecanismo de defesa celular rápido e 

evolutivamente conservado, comumente designado como resposta ao choque térmico 

(HS), que ativa uma variedade de reações em resposta ao estresse térmico e químicos 

(HARTL e HAYER-HARTL, 2002). É caracterizada por uma rápida reprogramação da 

expressão gênica, levando à produção de um conjunto definido de proteínas 

chamadas proteínas de choque térmico (Hsps), a maioria das quais atuam como 

chaperonas moleculares (MORIMOTO et al., 1994). 

      O HSFA9 é caracterizado como um HSF especializado para a embriogênese e 

maturação de sementes, contribuindo para a longevidade e para a tolerância à 

desidratação severa durante a embriogênese. O HSFA9 (A9, Helianthus annuus, 

Fator de Choque Térmico A9) é o único fator de choque térmico que, em girassol 

(ALMOGUERA et al., 2002) e em Arabidopsis (KOTAK et al., 2007) foi encontrado 

apenas nas sementes. 

      Os estudos funcionais HSFA4 nas plantas são muito escassos, há apenas 

algumas evidências mostrando que suas funções estão relacionadas com respostas 

ao estresse moderado. Segundo PERSONAT et al. (2014), o gene A4 mostra estrita 

dependência ao A9 para causar a resistência ao estresse reforçada. HSFA4 e HSFA9 

podem sinergicamente co-ativar o mesmo programa genético de longevidade de 

sementes e tolerância à dessecação (TEJEDOR-CANO et al., 2014).  

      A expressão relativa de HSFA9 no tratamento sem calagem (0 dias) foi 4x superior 

ao tratamento controle; no período após 60 dias, todos os tratamentos diferiram 

significativamente do tratamento controle, apresentando expressão relativa superior 

do gene candidato de 4, 10 e 14 vezes nos tratamentos sem calagem, dose 

recomendada e o dobro da dose de calagem (Figura 10). 

      As sementes de trigo produzidas sem calagem apresentaram expressão constante 

do gene HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR A9 (HSFA9) após 60 dias; 

situação diferente foi observado nos tratamentos 2000 kg.ha-1 e 4000 kg.ha-1 de 
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calcário, onde a expressão do gene após o teste de longevidade elevou, conferindo 

maior longevidade nas sementes de trigo produzidas nestas situações (Figuras 6 e 7).

  

Figura 10. Expressão relativa de HSFA9 na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco *  

 

Fonte: próprio autor.  

      A expressão relativa do gene HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR A4A 

(HSFA4) em todos os tratamentos diferiram do tratamento controle (Figura 11). No 

tempo 0 dias, o tratamento sem calagem resultou em sementes com expressão do 

gene 3x superior ao tratamento controle e o tratamento com o dobro da dose de 

calcário houve redução na expressão. 

      Após o período de estresse de 60 dias nas condições do teste de longevidade 

aplicado neste trabalho, a expressão do gene aumentou em todos os tratamentos, 

sendo observado uma maior expressão nos tratamentos onde as sementes foram 

produzidas sob calagem, demonstrando uma progressiva expressão de 3x e 4x 

superior ao tratamento controle, referente aos tratamentos 2000 kg.ha-1 e 4000 kg.ha-

1, respectivamente. 

      O estresse oxidativo é produzido como um estresse secundário durante a resposta 

ao estresse térmico, o que resulta na abundante produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS). Nas plantas, a acumulação de H2O2 é um processo rápido. Este sinal 
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é percebido por histidina quinases e HSFs. Segundo Miller e Mittler (2006), o HSFA4a 

atua como um sensor do sinal H2O2. 

Figura 11. Expressão relativa de HSFA4 na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco * 

 

Fonte: próprio autor. 

      Em Arabidopsis, o ABI3 tem sido implicado como um dos ativadores das proteínas 

Heat Shock durante o desenvolvimento de sementes. Em adição ao ABI3, o HSFA9 

tem sido indicado como regulador de expressão, sendo um fator de transcrição de 

choque térmico com expressão única no estádio posterior de desenvolvimento de 

sementes. Segundo Kotak et al. (2007), o ABI3 tem sido indicado como o ativador do 

promotor do HSFA9, enquanto o HSFA9 ativa os promotores dos genes de HPS, 

esclarecendo assim sua função como membro especializado da família do fator de 

transcrição do choque térmico que regula a expressão dos HPS durante a maturação 

das sementes. 

      Em Medicago truncatula uma rede reguladora que inclui ABI3 e HSFA9 tem sido 

associada à tolerância à dessecação de sementes e à longevidade (VERDIER et al., 

2013). Em sementes de tabaco, Tejedor-Cano et al. (2010), estudando a perda de 

função do “fator A9”, usando diferentes formas modificadas de A9 especificamente 

sobre-expressas, verificaram que as formas inativas de transcrição eram ineficazes 

quando comparadas com uma forma repressora ativa (A9-SRDX); utilizando apenas 
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A9-SRDX, foram observados efeitos negativos específicos na acumulação de HSP e 

uma redução significativa na longevidade da semente. 

      Na composição nutricional das sementes de trigo após 60 dias de envelhecimento 

controlado (Tabela 5) nos tratamentos com calagem observa-se um maior conteúdo 

de fósforo nas sementes, amenizando o impacto do estresse por calor, tornando as 

sementes mais longevas. Tal afirmação é justificado por Cheng et al. (2013), onde 

para resistir ao estresse por calor, muitas enzimas, antioxidantes e hormônios são 

produzidas, compreendendo redes de resposta ao estresse térmico, onde o autor 

destaca a peroxidação de fosfolipídios e a remodelação da membrana fosfolipídica. A 

remodelação dos fosfolipídios da membrana é característica da resposta ao estresse 

e a sinalização de fosfoinositida é o evento inicial após o início do estresse por calor. 

      O fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato (PIP2) e o ácido fosfatídico (PA) atuam como 

mediadores chave das vias de sinalização, da dinâmica das membranas e da 

organização do citoesqueleto (ZHU, 2002). Sob estresse de calor, os níveis de PIP2 

e PA são aumentados. A proteína G (classe de proteínas envolvida na transdução de 

sinais celulares, funcionando como “chaves moleculares”) traduz o sinal iniciado pelo 

calor requerido para a acumulação de PIP2 e PA (MISHKIND et al., 2009). O PIP2 é 

transformado a partir de PI e é transportado para o envelope nuclear e nucléolo. O 

DAG produzido através da hidrólise catalisada por PLC de PIP2 é rapidamente 

convertido em PA através da ação da diacilglicerol quinase (DGK) à custa de ATP. 

IP3 (inositol 1,4,5-trisphosphate) é o outro produto de PIP2, que é rapidamente 

convertido em IP6 (hexafosfato de inositol ou ácido fítico) (LIU, 2006). 

      O ácido fítico está presente nas sementes como principal fonte de fosfato 

(HAYAKAWA et al., 1989). É um composto de ocorrência natural formado durante a 

maturação de muitas sementes de cereais (ERDMAN, 1979). Em condições naturais, 

eles se encontram carregados negativamente, devido à presença de grupamentos 

fosfatos em sua estrutura, os quais sugerem forte potencial quelante, com íons 

carregados positivamente, como cálcio, ferro, zinco, cobre e moléculas de proteínas 

(COZZOLINO, 2007).  

      Estudos afirmam característica antioxidante do ácido fítico que, ao se ligarem com 

íons minerais, impedem a oxidação de lipídeos (AHN, 2004; LAJOLO, 2004). Ao 

contrário de antioxidantes que agem sobre o oxigênio nas reações de oxidação, o 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Transdu%C3%A7%C3%A3o_de_sinal
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Transdu%C3%A7%C3%A3o_de_sinal
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ácido fítico inibe a formação do radical hidroxil dirigido por metais, especialmente o 

ferro, e os tornam inativos. 

 

4.4.2.3  Expressão relativa de DROUGHT RESPONSIVE ABSCISIC BINDING 

PROTEIN 2 (DREB 2) na longevidade de sementes de trigo 

 

      As proteínas de elemento responsivo à desidratação (DREB) são consideradas 

como os principais reguladores das respostas ao stress abiótico das plantas incluindo 

a seca, a salinidade e o frio. Eles também estão envolvidos em outros processos de 

desenvolvimento, tais como desenvolvimento de embrião e endosperma. Os DREBs 

constituem uma grande família de fator de transcrição e conferem tolerância ao 

estresse abiótico às plantas, induzindo a expressão de um grande número de genes 

funcionais (AGARWAL et al., 2010). 

      Os fatores de transcrição do DREB desempenham importantes papeis na 

regulação dos genes relacionados com o stress abiótico, conferindo tolerância 

(DUBOUZET et al., 2003). Enquanto os DREB2s estão envolvidos na resposta à seca 

(WANG et al., 2008). 

      A expressão relativa do gene DREB2 diferiu significativamente em todos os 

tratamentos em comparação com o tratamento-controle (Figura 12). As sementes 

produzidas em condições sem calagem no período 0 dias apresentaram maior 

expressão, sendo aproximadamente 4x superior ao tratamento-controle. 

      Aos 60 dias após o início do teste de longevidade, houve maior expressão do gene 

DREB2, sendo a expressão 6, 17 e 13x maior do que o tratamento controle, para os 

tratamentos sem calagem, dose recomendada e o dobro da dose recomendada, 

respectivamente. Os tratamentos 2000 kg.ha-1 e 4000 kg.ha-1 de calcário 

apresentaram expressão do gene superior ao tratamento sem calagem, indicando que 

a disponibilidade de nutrientes causada por essa prática agrícola, favoreceu maior 

desdobramento de proteínas de resposta a desidratação, tornando as sementes com 

maior longevidade. 

      Cada proteína DREB contém um domínio altamente conservado, chamado de 

APETALA2/Ethylene Responsive Factor (AP2/ERF), que consiste numa sequência de 

60 a 70 aminoácidos. De acordo com Agarwal et al. (2006) e Sharoni et al. (2011), as 

proteínas AP2/ERF desempenham funções relacionados a regulação da transcrição 

de genes em uma variedade de processos biológicos, tanto no crescimento e 
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desenvolvimento, bem como em várias respostas a estímulos ambientais, que 

regulam a expressão de genes de plantas responsivos a estresses bióticos e 

abióticos. 

Figura 12. Expressão relativa de DREB2 na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco * 

 

Fonte: próprio autor. 

      A sequência DRE, que integram a via de tradução dos sinais ABA–independente 

é importante para a regulação da expressão do gene RD29A, presentes em duas 

classes: DREB1 que participa da resposta ao frio; e DREB2, envolvido na resposta à 

desidratação. Entretanto, relatos de interações entre as vias já foram descritos (CHINI 

et al., 2004) (Figura 10). 

      As respostas ao estresse nas plantas estão interligadas. Segundo Taiz e Zeiger 

(2009), o mecanismo de transição gênica é controlado pela interação de proteínas 

denominadas fatores de transcrição, que reconhecem sequencias particulares, sendo 

ácido abscisico (ABA) o hormônio de maior importância na relação estabelecida entre 

as plantas e as várias classes de estresse, devido a sua capacidade de regulação da 

transdução de sinais e da expressão gênica. Como já citado, diferentes caminhos de 

transdução de sinais foram postulados para rotas que apresentam interação com ABA, 
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caminhos independentes da presença de ABA e um caminho onde estão presentes 

genes responsivos às duas condições (MAGALHÃES JÚNIOR, 2010). 

      A complexidade da regulação do processo de transcrição na resposta aos 

estresses abióticos se deve ao elevado número de genes regulatórios em comunhão 

com expressões integradas. Os fatores de transcrição interagirem com elementos cis-

regulatórios integrantes das regiões promotoras dos vários genes induzidos por esse 

estresse, e por consequência, corregularem os genes envolvidos na manifestação da 

tolerância.  

      Os fatores de transcrição ABI3, HSFA9 e DREB2 interagem para expressão 

gênica e por fim alterações metabólicas que resultam na manifestação da tolerância. 

A rede de comunicação gênica se torna compreensível diante dos resultados 

encontrados nesse trabalho, onde os tratamentos de sementes produzidas sob 

calagem apresentam maior longevidade comparadas com o tratamento sem, 

apresentando maiores expressões dos genes estudados.  

      A presença dos nutrientes apresentou efeito positivo na expressão dos genes 

estudados, atuando como fatores de constituição de várias moléculas (enzimas, 

proteínas), principalmente o nitrogênio em forma de aminoácidos na constituição de 

vários domínios de proteínas participantes; o fósforo participando ativamente na rota 

metabólica do ABA e seus produtos fosforizados como moléculas sinalizadoras ao 

estresse; o magnésio atuando como co-fator em várias reações enzimáticas e 

fornecimento de energia para o sistema. 
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Figura 13. Modelo esquemático das vias independente e dependente de ABA ne regulação da 

transcrição de diferentes fatores de transcrição, desempenhando papéis fundamentais no 

frio, calor e desidratação celular em plantas 

 

                                     Fonte: Buchanan et al., 2015. 

 

4.4.2.4 Expressão relativa de LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1) na longevidade de 

sementes de trigo 

 

      O fator de transcrição LEAFY COTYLEDON1 (LEC1) é um regulador crucial da 

embriogênese e desenvolvimento de sementes. Consistente com o seu papel na 

embriogénese, LEC1 é predominantemente expressa durante fases iniciais e tardias 

de desenvolvimento de sementes (Le et al., 2010). LEAFY COTYLEDON1 (LEC1), 

LEC2, ABSCISIC ACID INSENSITIVE3 (ABI3) e FUSCA3 (FUS3) fazem parte de uma 

rede de fatores de transcrição reguladores mestres que controla a maturação e a 

indução de dormência em sementes. Segundo Yazawa et al. (2004), estes genes 

codificam proteínas que desempenham um papel central no desenvolvimento de 

sementes como reguladores transcripcionais de embriogénese e maturação de 

sementes. 

      A perda de função da LEC1 provoca um fenótipo pleiotrópico, incluindo a 

intolerância à dessecação embrionária e defeitos no acúmulo de compostos de 

armazenamento de sementes nas sementes em desenvolvimento. De acordo com 

Sano et al. (2016), a redução simultânea da longevidade e da dormência em sementes 
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mutantes foi assim explicada pela sua incapacidade de adquirir tolerância à 

dessecação e induzir dormência durante o desenvolvimento tardio da semente. 

      A expressão relativa do gene LEC1 foi significativa no período de 0 dia nos 

tratamentos sem calagem (aproximadamente 3x superior ao tratamento controle) e o 

dobro da dose recomendada de calcário (redução da expressão) em comparação ao 

tratamento controle (Figura 14). 

Figura 14. Expressão relativa de LEC1 na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco * 

 

Fonte: próprio autor. 

 Houve redução de expressão relativa do gene no 

tratamento 4000 kg.ha-1 após 60 dias do teste de longevidade. Os tratamentos sem 

calagem e dose recomendada de calcário não diferiu significativamente do tratamento 

controle. A maior longevidade de sementes encontrada nos tratamentos sob calagem 

não correspondeu a expressão do gene LEC. 

4.4.3 Expressão genica dos antioxidantes na longevidade de sementes de trigo 

 

      O envelhecimento das sementes está associado a certas alterações no 

metabolismo celular e na bioquímica, incluindo a peroxidação lipídica, inativação 
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enzimática, ruptura da integridade da membrana e danos ao DNA (HU et al., 2012). A 

acumulação de espécies reativas de oxigênio leva à disfunção mitocondrial, inativação 

enzimática, perturbação de membrana e oxidação de lipídios, proteínas e material 

genético (DNA e RNA) (MOLLER et al., 2007), considerado uma das principais causas 

da deterioração das sementes (VESELOVA et al, 2015), sendo observado como fator 

primário que leva ao envelhecimento das sementes durante o armazenamento 

(PATERO e AUGUSTO, 2015). 

      Embora potentes agentes de deterioração celular, a produção de ROS está 

envolvida na sinalização e funções fisiológicas em respostas de estresse abiótico 

(GILL e TUTEJA, 2010) durante a germinação e dormência de sementes (BAILLY, 

2004; EL-MAAROUF-BOUTEAU e BAILLY et al., 2008; KRANNER et al., 2010; EL-

MAAROUF-BOUTEAU et al., 2013; DIAZ-VIVANCOS et al., 2013).  

      Para reverter lesões induzidas por ROS, as células possuem um sistema de 

defesa antioxidante. A presença de antioxidantes tem sido uma força motriz na 

evolução das plantas, uma vez que as sementes contêm grandes quantidades de 

vários antioxidantes. Segundo Zhou et al. (2012), a proteção contra danos causados 

por ROS pode aumentar a resistência ao envelhecimento das sementes, resultando 

em maior longevidade da semente. 

 

4.4.3.1 Expressão relativa de VITAMIN E DEFICIENT 1 (VTE1) na longevidade de 

sementes de trigo 

 

     Vitamina E (Vit E) é um termo comum usado para tocoferóis e tocotrienóis que 

inclui quatro tocoferóis e quatro tocotrienóis nomeados e identificados pelos prefixos 

α-, β-, γ- e δ-tocoferol. 

      Os tocoferóis ajudam a manter a estrutura e a integridade da membrana (FALK e 

MUNNÉ-BOSCH, 2010), atuam como antioxidantes não enzimático, limpadores de 

radicais livres e desempenham outras funções não-antioxidantes relacionadas à 

sinalização e à regulação da transcrição. Desempenham um papel importante na 

manutenção da viabilidade das sementes, uma vez que previnem a oxidação dos 

lipídios durante o armazenamento (SANO et al., 2016). 

      A expressão de VTE1 na região embrionária de sementes de trigo no período 0 

dias foi baixa, não diferindo do tratamento controle. Após 60 dias do início do teste de 
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longevidade, as sementes produzidas na presença de calagem apresentaram 

expressão do gene VTE1 superior ao tratamento sem calagem, sendo de 16 e 10x 

superior ao tratamento controle, no tratamento dose recomendada e no dobro da dose 

recomendada, respectivamente (Figura 15). 

      A calagem proporcionou sementes com maior expressão do gene VTE1 após 

período de estresse, favorecendo a longevidade. Segundo Sattler et al. (2004), a 

vitamina E é um antioxidante que previne a oxidação não lipídica enzimática e tem 

sido comprovada para promover a longevidade da semente, uma vez que mutantes 

nos genes de síntese de vitamina E (vte1 e vte2) mostraram diminuição da 

longevidade da semente. 

Figura 15. Expressão relativa de VTE1 na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco * 

 

Fonte: próprio autor. 

      O α-tocoferol, em cooperação com outros antioxidantes, desempenha um papel 

importante na redução dos níveis de ROS (principalmente O2- e OH) nas membranas 

fotossintéticas. Segundo Giurizato et al. (2012), os níveis de α-tocoferol em sementes 

de soja mostraram uma correlação linear com o aumento do tempo de 

armazenamento. 
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      Sete genes na via de biossíntese da vitamina E que codificam enzimas 

biossintéticas da vitamina E foram identificados e caracterizados em plantas: p-

hidroxifenilpiruvato desidrogenase (HPPD), homogentisato geranilgeranil transferase 

(HST), homogentisato fitil transferase (HPT/VTE2), dimetil-fitilquinolmetil transferase 

(MPBQMT/VTE3), γ- tocoferol metiltransferase (γTMT/VTE4), tocoferol ciclase 

(TC/VTE1) e fitol quinase (PK/VTE5) (LI et al., 2008). 

      De acordo com Jo e Hiun (2011), a composição tocoferólica total é determinada 

pelas atividades e especificidades combinadas das enzimas de preniltransferase 

homogeneizado (VTE2), tocoferol ciclasa (VTE1) e duas enzimas metiltransferases 

(VTE3 e VTE4) presentes num dado tecido. 

      A maior presença de fósforo nos tratamentos com calagem pode ter favorecido a 

biossíntese de vitamina E, resultando em uma maior longevidade das sementes. Duas 

moléculas fosfatadas participam da via de biossíntese da vitamina E; o difosfato de 

fito (PDP) na biossíntese de tocoferol com a prenilação de ácido homogentisico (HGA) 

que é catalisada por VTE2, para formar 2-metil-6-fitlbenzoquinol (MPBQ), e o 

diganilgeranil difosfato (GGDP) na biossíntese de tocotrienol com a condensação de 

HGA e para formar 2-metil-6-geranilgeranil benzoquinol por HST (ZHANG et al., 2013) 

(Figura 16) 

Figura 16 - Vias de biossíntese de tocoferol e tocotrienol em plantas  

. 

                          Fonte: Modificado de Jo e Hyun, 2011. 
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      A análise da via biossíntética dos tococromanóis (tocoferóis e tocotrienol) revela 

que as enzimas podem influenciar no acúmulo e na composição da VTE (perfil dos 

isômeros) nos tecidos vegetais (ESTÉVEZ et al., 2001; TSEGAYE et al., 2002; 

RIPPERT et al. 2004). 

      As duas vias da biossíntese de tococromanóis produzem precursores para muitos 

compostos do metabolismo da planta. De acordo com DellaPena e Pogson (2006) a 

metil-eritritrol-fosfato (MEP) é responsável pela formação do geranilgeranil 2P, 

precursor da síntese de clorofilas, plastoquinonas, giberelina, carotenóides entre 

outros. Síntese de precursores para vias do folato, fenilpropanóides, alcalóides e de 

aminoácidos aromáticos - fenilalanina, tirosina e triptofano são produzidos na rota 

chiquimato SK (TZIN et al., 2010), havendo comunicação (crosstalk) entre essas rotas 

associadas e o conteúdo de VTE. 

 

4.4.3.2 Expressão relativa dos genes ASCORBATE PEROXIDASE 2 (APX2), 

SUPEROXIDE DISMUTASE 1 (SOD1) e GLUTATIONA S–TRANSFERASE 

(GST) na longevidade de sementes de trigo 

 

      Condições de estresse abiótico induzem danos celulares e constituem alguns 

efeitos mecânicos, metabólicos e oxidativos nas plantas devido ao desequilíbrio entre 

gerações de espécies reativas de oxigênio (ROS), radical de superóxido (O2-), radical 

hidroxilo (OH) e peróxido de hidrogénio H2O2), e o sistema antioxidante (AYDIN et al. 

2013; MUNNS 2011). As enzimas de remoção de ROS de plantas incluem superóxido 

dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), glutationa peroxidase 

(GPX), monodeidroascorbato redutase (MDHAR), dehidroascorbato redutase 

(DHAR), glutationa redutase (GR), glutationa S -transferase (GST) e peroxiredoxina 

(PRX). 

      A análise genômica mostra que as isoenzimas APX são de uma família 

multigênica, sendo encontrado oito genes no arroz, 9 em Arabidopsis e 7 em tomate 

(CHEW et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2004; NAJAMI et al., 2008). Em arroz, APX1 e 

APX2 estão localizados no citosol, APX3 e APX4 nos peroxissomas, APX6 em 

mitocôndrias e APX5, APX7 e APX8 em cloroplastos. As isoformas 

compartimentalizadas têm papéis específicos. Os APX citosólicos (APX1 e APX2) têm 
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um papel geral de proteção contra o estresse na defesa contra estresses abióticos e 

bióticos 

      A expressão relativa de APX2 foi 28 e 3x superior ao tratamento controle no 

período de 0 dia, diferindo estatisticamente, nos tratamentos sem calagem e o dobro 

da dose recomendada de calcário (4000 kg.ha-1), respectivamente; garantindo a não 

alteração da qualidade fisiológica das sementes de trigo (germinação e vigor). 

      Após o início do teste de longevidade (60 dias), os tratamentos com calagem 

apresentaram maior expressão relativa do gene APX2 e uma redução drástica no 

tratamento sem calagem. As sementes provenientes dos tratamentos sem calagem, 

dose recomendada e o dobro da dose recomendada de calcário apresentaram 

expressão relativa de 8, 12 e 15x superior ao tratamento controle, respectivamente, 

diferindo significativamente (Figura 17). 

Figura 17. Expressão relativa de APX2 na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco * 

 

Fonte: próprio autor. 

      Em plantas transgênicas de tabaco (Nicotiana tabacum cv. Xanthi), a 

sobreexpressão do gene APX2 aliviou o dano produzido pelas condições de estresse 
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hídrico (FAIZE et al, 2011). Bonifácio et al. (2011) demonstraram que os mutantes 

deficientes em ascorbato peroxidase citosólico são susceptíveis ao dano oxidativo 

induzido pela salinidade. 

      A superóxido dismutase (SOD) constitui a primeira linha de defesa contra ROS 

reforçada acentuada pelo estresse abiótico e seus produtos de reação onde SODs 

catalisam a dismutação de O2
- a H2O2 e O2 em todos os compartimentos subcelulares 

tais como cloroplastos, mitocôndrias, Núcleos, peroxissomas, citoplasma e apoplastos 

(GILL e TUTEJA, 2010). Nas células eucarióticas, existem três superóxidos 

dismutases distintas, Sod1, Sod2 e Sod3, e cada um é um produto de genes distintos 

e distinta localização subcelular, catalizando a mesma reação. 

      Sod1 é a principal superóxido dismutase citosólica responsável por dismutar 

superóxido, um radical livre que é altamente reativo e pode causar danos celulares 

(TSANG et al., 2014). Segundo Pilon et al. (2011), a reação completa da dismutação 

dos ânions superóxidos requer a participação de dois íons metálicos (cobre e zinco), 

os quais atuam como cofatores para a efetiva catálise. 

      A prática da calagem não influenciou na expressão relativa de SOD1 no período 

de 0 dia (Figura 18), onde o sistema antioxidante não foi alterado, pois o estresse 

oxidativo não foi acentuado. Após os 60 dias do início do teste de longevidade, as 

sementes produzidas sob calagem demonstraram expressão relativa do gene SOD1 

superior ao tratamento controle, diferindo estatisticamente, observando valores de 

expressão 2x superior para ambos os tratamentos (dose recomendada (2000 kg.ha-1) 

e o dobro da dose recomendada de calcário (4000 kg.ha-1)) 

      A produção de ascorbato peroxidase e superóxido dismutase estão relacionados 

com o ABA. A tolerância ao estresse induzida pela ABA está parcialmente ligada à 

ativação de sistemas de defesa antioxidantes, incluindo componentes enzimáticos e 

não enzimáticos, que protege as células vegetais contra danos oxidativos (HUANG et 

al., 2012; ZHANG et al., 2012a, 2014). Qi et al. (2015) sugerem claramente que a 

exposição de tecidos de plantas ao estresse desencadeia a acumulação de ABA, o 

que induz uma geração aumentada de ROS. A superprodução de ROS não só apenas 

ativa o sistema enzimático antioxidante para eliminar o excesso de ROS, mas para 

manter o estado redox ótimo nas plantas. 
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Figura 18. Expressão relativa de SOD1 na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco * 

 

Fonte: próprio autor. 

      As glutationa S-transferases (GSTs, E.C. 2.5.1.18) são uma família de enzimas 

multifuncionais que são conhecidas por desempenharem papéis importantes no 

combate a diferentes stress bióticos e abióticos (BARTLING et al., 1993). Segundo 

Dixon et al. (2010) e Cummins et al. (2011), as proteínas GST estão envolvidas em 

vários processos fisiológicos e de desenvolvimento cruciais, incluindo destoxificação 

xenobiótica (por exemplo, herbicidas), transdução de sinal, isomerização e proteção 

contra danos oxidativo. 

      As GSTs têm papel importante no controle de compostos resultantes da 

peroxidação de ácidos graxos poliinsaturados, como aldeídos e, hidroxialdeídos-, 

cetoaldeídos-α, β- insaturados e/ou seus respectivos epóxidos; algumas destas são 

altamente genotóxicos (MARNETT et al., 2003). De acordo com Dudler et al. (1991) e 

Bartling et al. (1993), as GSTs promovem a conjugação de glutationa reduzida com 

produtos endógenos causadores de danos oxidativos (radicais hidroxila citotóxicos, 

peróxidos de lipídios de membrana e produtos de degradação oxidativa do DNA), 

levando sua desintoxicação. 
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      As sementes de trigo provenientes do tratamento sem calagem (0 dia) 

apresentaram expressão relativa do gene GST 2x superior ao tratamento controle, 

havendo redução de expressão no tratamento 4000 kg.ha-1 de calcário, não alterando 

a porcentagem de germinação e o vigor das sementes de trigo. Após 60 dias do início 

do teste de longevidade, as sementes produzidas sob calagem apresentaram maior 

expressão relativa do gene GST, sendo, aproximadamente, 4x superior ao tratamento 

controle em ambos os tratamentos, diferindo significativamente (Figura 19). 

      De acordo com os resultados encontrados, a maior expressão do gene GST 

também favoreceu a longevidade de sementes de trigo.  Trabalhos realizados por 

Cummins et al., (1999); Edwards et al., (2000); Kilili et al., (2004) relatam a ação de 

GSTs na redução de danos oxidativos em várias espécies de plantas. Ji et al., (2010) 

elucidam que plantas transgênicas que super produzem um gene GST exibiram 

tolerância significativa ao estresse oxidativo; além disso seu envolvimento também foi 

sugerido no controle da morte celular programada (KAMPRANIS et al., 2000). 

Figura 19. Expressão relativa de GST na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco * 

 

Fonte: próprio autor. 
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      Os efeitos da calagem podem ter disponibilizado mais nitrogênio no processo da 

biossíntese da glutationa (GSH), estabelecida por meio de duas reações dependentes 

de ATP, onde os aminoácidos glutamato e cisteína são os precursores (Figura 20). A 

glutationa é o precursor de fitoquelatinas (cruciais no controle das concentrações de 

metais pesados na célula) e o substrato para a ação das glutationa-S-transferases 

(GSTs) (NOCTOR et al., 2002).  Segundo Foyer (2001) a regulação da síntese de 

GSH também ocorre pela disponibilidade de cisteína. 

Figura 20 - Representação esquemática da rota da biossíntese da glutationa.  

 

                         Fonte: Adaptado de Noctor et al., 1998. 

      As glutationa S-transferases possuem papel no metabolismo de compostos 

exógenos (xenobióticos) via conjugação da glutationa a uma variedade de substratos 

hidrofóbicos, eletrofílicos e usualmente citotóxicos. Além disso, as GST das plantas 

estão envolvidas na transdução de sinal, na ligação não catalítica de flavonoides e 

participam no metabolismo intermediário (CHRONOPOULOU e LABROU, 2009).

  

4.4.3.3. Expressão relativa de METALLOTHIONEIN 2 (MT2) na longevidade de 

sementes de trigo 

 

      As metalotioneínas (MTs) são proteínas ricas em cisteína de baixa massa 

molecular, amplamente distribuídas em microrganismos, plantas e animais 

(COBBETT e GOLDSBROUGH, 2002). Em plantas podem ser divididas em quatro 
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subfamílias com base na distribuição de resíduos de cisteína nas suas regiões amino 

e carbóxilo-terminal; envolvidas na homeostase de metais, desintoxicação e remoção 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) (HASSINEN et al, 2011; XIA et al., 2012), 

induzido por uma variedade de estímulos ambientais, incluindo peróxido, seca, frio, 

calor, sal e toxicidade de metais pesados, estímulos esses acompanhados pela 

produção de ROS (YANG et al., 2009; KUMAR et al., 2012).  

      Os genes MT de tipo 2 são expressos principalmente nas folhas, no caule e nas 

sementes em desenvolvimento. Liu et al. (2015) mostrou que a superexpressão do 

gene OsMT2c está associada à diminuição da acumulação de ROS e, em seguida, 

aumenta significativamente a tolerância de Arabidopsis contra o estresse abiótico. 

      A expressão relativa de METALLOTHIONEIN 2 em sementes de trigo, no período 

0 dia, foi significativo para o tratamento sem calagem, sendo a expressão 3x superior 

em comparação ao tratamento controle. Após o início do teste de longevidade (60 

dias), a expressão do gene reduziu no tratamento sem calagem, observando um 

aumento significativo para as sementes produzidas sob calagem (dose recomendada 

- 2000 kg.ha-1 e o dobro da dose recomendada de calcário - 4000 kg.ha-1). Os 

tratamentos que receberam calagem, após 60 dias, apresentaram expressão relativa 

do gene alvo de aproximadamente 3 e 4x (2000 kg.ha-1 e 4000 kg.ha-1, 

respectivamente) superior ao tratamento controle (Figura 21), favorecendo a 

longevidade das sementes de trigo. 

      Os resultados obtidos de maior expressão relativa do gene em estudo nos 

tratamentos sob calagem, no período de 60 dias após o início do teste de longevidade, 

podem ter uma correlação com a maior disponibilidade de nitrogênio nas sementes, 

pois as proteínas metalotioneínas possuem regiões ricas em cisteínas, onde são 

caracterizados como ligantes a metais, cumprindo assim seu papel no mecanismo de 

defesa para desintoxicar metais em excesso. Leszczyszyn et al. (2013) mostraram 

que os resíduos de ligação de metal Cys em MTs também podem eliminar espécies 

reativas de oxigênio (ROS). Assim, em vez de remobilização de metal, a indução de 

MT está correlacionada com a sinalização e eliminação de ROS. 

      As diferenças na disponibilidade de nutrientes podem alterar a expressão de 

genes. Segundo Kisa et al. (2016), os elementos encontrados no meio de crescimento 

das plantas podem afetar vários genes. Assim, o efeito de nutrientes e metais pesados 
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pode ser revelado em expressões de genes que são responsáveis pelo transporte de 

elementos e casos entre si. Tombuloglu et al. (2012) demonstram que a expressão 

dos genes é alterada de acordo com a disponibilidade de nutrientes.   

Figura 21. Expressão relativa de MT na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco * 

 

Fonte: próprio autor. 

 

4.4.3.4. Expressão relativa de MERCAPTOPYRUVATE SULFURTRANSFERASE 2 

(MST2) na longevidade de sementes de trigo 

 

      A enzima Mercaptopiruvato Sulfurtransferase (MST) é a principal via bioquímica 

in vivo para desintoxicação do cianeto (CN), onde é responsável pela oxidação do 

cianeto (CN) em tiocianato (SCN). Segundo Rajjou et al. (2008), a desintoxicação de 

compostos tóxicos que se acumulam durante o armazenamento e germinação das 

sementes realizado pelo Mercaptopiruvato Sulfontransferase mostrou estar 

relacionada à longevidade da semente, uma vez que a abundância desta enzima foi 

reduzida durante o envelhecimento das sementes.  
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      O MST2 está localizado no citosol e desempenham papéis importantes no 

desenvolvimento de embriões e sementes de Arabidopsis (PAPENBROCK e 

SCHMIDT, 2000). O MST catalisa a transferência de enxofre do mercaptopiruvato 

para aceitadores de enxofre, tais como tióis e cianeto (PAPENBROCK e SCHMIDT, 

2000a), presumivelmente contribuindo para a destoxificação do cianeto. 

      As sementes produzidas sem calagem, no período de 0 dias, tiveram expressão 

relativa do gene MERCAPTOPYRUVATE SULFURTRANSFERASE 2 

aproximadamente 3x superior ao tratamento controle, diferindo estatisticamente. Após 

os 60 dias do início do teste de longevidade, a expressão relativa reduziu no 

tratamento sem calagem e se manteve constante nos tratamentos sob calagem (2000 

kg.ha-1 e 4000 kg.ha-1) (Figura 22). 

Figura 22. Expressão relativa de MST2 na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco * 

 

Fonte: próprio autor. 

      A calagem não alterou a expressão do gene MST2 em sementes de trigo aos 60 

dias do teste de longevidade, podendo concluir que a maior longevidade apresentada 

nos tratamentos dose recomendada e o dobro da dose recomendada de calcário não 
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tem a relação com o gene MERCAPTOPYRUVATE SULFURTRANSFERASE 2; 

embora expressados, os tratamentos não diferiram entre si. 

 

4.4.4. Expressão relativa de proteínas na longevidade de sementes de trigo 

4.4.4.1. Expressão relativa de CHLOROPLASTIC LIPOCALIN (CHL) na longevidade 

de sementes de trigo 

      As lipocalinas pertencem ao grupo de proteínas pequenas, principalmente 

extracelulares, implicadas em muitas funções importantes, como na modulação do 

crescimento e do metabolismo celular, na ligação dos receptores da superfície celular, 

na biogénese e reparação da membrana e em resposta ao estresse ambiental. 

Encontrados em animais vertebrados e invertebrados, plantas e bactérias 

(FRENETTE CHARRON et al., 2002). Segundo Charron et al. (2005), baseados em 

informações de bancos de dados genômicos e de predições bioinformáticas indicou 

que muitas plantas possuem lipocalinas, e essas proteínas foram classificadas como 

lipocalinas induzidas pela temperatura (TILs) e lipocalinas cloroplásicas (CHLs). 

      As lipocalinas vegetais TIL e CHL são proteínas induzidas pelo estresse e a 

genética reversa em Arabidopsis thaliana mostrou que as funções celulares de AtTIL 

e AtCHL estão relacionadas com a resposta ao estresse ambiental e a prevenção de 

danos por estresse (CHARRON et al., 2008; CHI et al., 2009; LEVESQUE-

TREMBLAY et al., 2009). 

      De acordo com resultados encontrados neste trabalho, o gene CHL foi mais 

expresso em sementes produzidas sem calagem (tempo 0 dia), atingindo uma 

expressão 2x superior comparado com tratamento-controle, diferindo 

significativamente (Figura 23). A maior presença das proteínas CHL nas sementes 

produzidas sem calagem não alterou a germinação e o vigor das sementes de trigo, 

observando sua maior contribuição na longevidade das sementes (tempo 60 dias), 

onde a indução do estresse (teste de longevidade) favoreceu os tratamentos 2000 

kg.ha-1 e 4000 kg.ha-1 de calcário. 

      No período após a deterioração controlada, o tratamento sem calagem reduziu a 

expressão do gene candidato, havendo um crescimento na expressão dos 
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tratamentos dose recomendada (2000 kg.ha-1) e dobro da dose recomendada de 

calcário (4000 kg.ha-1), diferindo estatisticamente para o tratamento 4000 kg.ha-1.  

      Tal resultado pode ser explicado pela diminuição da peroxidação lipídica. Segundo 

Sarhan e Charron (2003), existem duas proteínas do tipo lipocalina nas plantas, 

encontradas como enzimas chave do ciclo xantofílico responsáveis pela proteção 

contra danos oxidativos, a proteína Violaxantina de-epoxidases (VDEs) e a zeaxantina 

epoxidases (ZEPs). Resultados encontrados por Boca et al. (2014) mostram que as 

lipocalinas de Arabidopsis (TIL e CHL) têm funções sobrepostas na proteção de 

lipídios que são essenciais para a resistência ao estresse e sobrevivência. Segundo 

Levesque-Tremblay et al. (2009), o CHL parece ser um possível candidato para a 

remoção destes intermediários de peroxidação lipídica no cloroplasto, mecanismo 

esse importante para evitar a propagação de danos a outros constituintes, como 

tilacóides ou outros compartimentos celulares. 

Figura 23. Expressão relativa de CHL na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco * 

 

Fonte: próprio autor. 

      De acordo com Johnson et al. (2007), dentre os carotenoides, a zeaxantina tem 

um papel central como protetor lipídico. A zeaxantina faz parte dos carotenoides que 
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possuem um grupo hidroxila (OH-) ligado aos anéis iononas de cadeia, fazendo parte 

da biossíntese do ABA.  

      O efeito positivo dos nutrientes disponíveis em maior quantidade nas sementes 

produzidas com calagem, apresentando maior expressão do gene CHL e maior 

longevidade das sementes, está envolvido na rota de biossíntese dos carotenoides, 

inserida na rota do ABA. O fósforo possui grande participação dentro da via de síntese 

de ABA (produtos fosforilados) e sua maior concentração nas sementes pode 

proporcionar maior efeito antioxidantes, mantendo uma maior porcentagem de 

sementes viáveis após o período de armazenamento. 

 4.4.4.2 Expressão relativa de PROTEIN-L-ISOASPARTATE METHYLTRANSFERASE 

2 (PIMT2) na longevidade de sementes de trigo 

 

      Vários processos fisiológicos e bioquímicos foram identificados durante o 

envelhecimento artificial das sementes. Por exemplo, o dano oxidativo ao DNA e às 

proteínas envolvidas no envelhecimento da semente (BAILLY, 2004). A oxidação das 

proteínas surge principalmente devido a modificações covalentes espontâneas de 

proteínas existentes, entre tais modificações de proteínas covalentes, está a 

conversão de resíduos L-aspartil ou asparaginil em resíduos isoaspartil (isoAsp) (OGÉ 

et al., 2008). As proteínas danificadas que contêm Asp anormal acumulam-se à 

medida que a semente envelhece, o que pode prejudicar o vigor e a longevidade das 

sementes (CHEN et al. 2010). 

      A proteína reparadora, a enzima protein-L-isoaspartate metiltransferase (PIMT) 

limita e repara os danos induzidos pela idade aos resíduos aspartil e asparaginil em 

proteínas. Segundo Clerkx et al. (2004), as proteínas PIMT são distribuídas em vários 

compartimentos subcelulares para reparar várias proteínas alvos que podem ser 

essenciais para preservar a longevidade e alta capacidade de germinação das 

sementes. Resultados apresentados por Oge et al. (2008) e Verma et al. (2013), 

demonstram que a sobre-expressão de PIMT1 e PIMT2 aumentou a longevidade da 

semente de Arabidopsis e grão de bico, respectivamente. 

      A expressão do gene PIMT2 foi 3x superior no tratamento sem calagem (0 dia) em 

comparação com o tratamento-controle (Figura 24), não alterando a germinação e 
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vigor das sementes de trigo, devido a maior resposta da enzima reparadora serem 

observadas em condições de estresse (estresse nutricional), onde as proteínas L-

aspartil ou asparaginil sofrem oxidação. 

      Observando os resultados obtidos após o início do teste de longevidade (60 dias), 

as enzimas protein-L-isoaspartate metiltransferase (PIMT) aumentaram sua atividade 

nas sementes. A expressão do gene PIMT2 foi 5x superior no tratamento dose 

recomendada, em comparação com o tratamento controle. Os tratamentos sem 

calagem e o dobro da dose recomendada (4000 kg.ha-1) também apresentaram 

elevação na expressão do gene diferindo significativamente do tratamento controle. 

      A calagem proporcionou maior expressão do gene em condições de estresse em 

sementes de trigo, favorecendo uma maior reparação das proteínas oxidadas, 

resultando em uma maior longevidade das sementes. Segundo (RAJJOU e 

DEBEAUJON 2008), a atividade de PIMT é mais elevada nas sementes, onde o dano 

não enzimático à proteína é predominante durante a desidratação na maturidade e 

durante o armazenamento. 

Figura 24. Expressão relativa de PIMT2 na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco * 

 

Fonte: próprio autor. 
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      No trigo, a transcrição de PIMT aumenta durante o desenvolvimento da cariopse 

coincidente com aumentos na atividade de PIMT (MUDGETT e CLARKE, 1994). O 

ácido abscisico (ABA) é indicado como regulador comum nessas transcrições, onde 

também tem sido implicada na regulação da transcrição de PIMT em Arabidopsis. A 

transcrição de ambos os genes (PIMT1 e PIMT2) aumenta durante o desenvolvimento 

da semente e em resposta ao tratamento com ABA, sendo observado na transcrição 

de PIMT2 aumento em resposta ao estresse salino e à desidratação, enquanto que 

PIMT1 é minimamente afetada pelas tensões (O’CONNOR, 2006). 

      As sementes produzidas com calagem, apresentaram maior concentração de 

nitrogênio, responsável pela constituição da Protein-L-isoaspartate Methyltransferase, 

ocorrendo maior reparação de proteínas oxidadas nestes tratamentos, aumentando a 

viabilidade das sementes após o estresse. O nitrogênio está presente em diversos 

compostos, incluindo proteínas, ácidos nucleicos, clorofila e reguladores de 

crescimento, todos os quais têm papéis cruciais no crescimento e desenvolvimento 

das plantas, sendo considerada uma molécula de sinalização que rapidamente 

desencadeia mudanças na expressão gênica, metabolismo e crescimento em plantas 

(ALBORESI et al., 2005). 

 

4.4.4.2.  Expressão relativa de TONOPLAST INTRINSIC PROTEIN ALPHA (TIP3;1) 

na longevidade de sementes de trigo 

 

      A regulação do movimento da água através das membranas celulares é feita por 

uma família de proteínas de canal de água chamadas aquaporinas (CHRISPEELS e 

MAUREL, 1994). As aquaporinas de plantas são parte da grande família de proteínas 

intrínsecas principais (MIPs), que é subdividida, de acordo com a localização 

subcelular, em proteínas intrínsecas de membrana plasmática (PIP), tonoplast (TIP), 

nódulosinas (NIP), proteínas básicas pequenas (SIP).  

      A família TIP consiste em cinco subgrupos, nomeadamente TIP1 (γ-TIP), TIP2 (δ-

TIP), TIP3 (α-TIP e β-TIP), TIP4 (ε-TIP) e TIP5 (ξ-TIP). As isoformas TIP mostram 

diferentes padrões de expressão temporal e espacial. TIP1s (TIP1; 1 e TIP1; 2) são 

TIPs vegetativos localizados em vacúolos líticos, enquanto que TIP3s são TIPs 
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específicos de sementes localizados em vacúolos de armazenamento de proteínas de 

sementes (PSVs) (HOFTE et al., 1992; LUDEVID et al., 1992; GATTOLIN et al., 

2011).  

      Segundo Johnson et al. (1989), a proteína de membrana vacuolar, α-TIP (TIP3,1), 

acumula durante a maturação de sementes em células de parênquima de órgãos de 

armazenamento de sementes. Foi sugerido um papel na dessecação de sementes, 

osmorregulação citoplasmática e / ou reidratação de sementes. 

      De acordo com os resultados encontrados neste estudo, a maior expressão do 

gene TONOPLAST INTRINSIC PROTEIN ALPHA (TIP3;1) no tratamento sem 

calagem (0 dias) pode ter garantido que a germinação e o vigor das sementes de trigo 

se igualasse aos tratamentos com calagem. Segundo Afzal et al. (2016), os TIPs estão 

envolvidos na regulação de importantes processos fisiológicos que contribuem para o 

crescimento das plantas e adaptação aos estresses; tal afirmação é confirmado 

quando se observa a expressão do gene após 60 dias do teste de longevidade, onde 

a maior expressão do gene nos tratamentos com calagem (2000 kg.ha-1 e 4000 kg.ha-

1) proporcionaram sementes com maior expressão do gene TIP3, resultando em uma 

maior longevidade (Figura 25). 

      Os tratamentos dose recomendada (2000 kg.ha-1) e o dobro da dose 

recomendada de calagem proporcionaram expressão 2 e 4x superior ao tratamento 

controle, respectivamente, diferindo significativamente. De acordo com Mao e Sun, 

2015, o gene ABI3 está envolvido na regulação dos genes que codificam as proteínas 

intrínsecas tonoplastas TIP3;1 e TIP3; problemas em ambos os genes reduziram a 

resistência à deterioração controlada, sugerindo que a ABA pode controlar as relações 

hídricas e a acumulação de H2O2 através da modulação ABI3 das aquaporinas, 

contribuindo assim para a longevidade da semente (SANO et al., 2016). 

 

 

 

 

http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2016.01810/full#B1
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Figura 25. Expressão relativa de TIP3;1 na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes /doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco * 

 

Fonte: próprio autor. 

      A tolerância ao estresse abiótico em plantas requer um controle eficiente sobre o 

balanço hídrico para permitir que as atividades fisiológicas continuem em face do 

estresse (KALDENHOFF et al., 2008). Aquaporinas facilitam o movimento de água e 

solutos através de diferentes tecidos ao longo do desenvolvimento e crescimento; não 

sendo apenas necessário para o crescimento e aumento do tamanho do órgão, mas 

também para a manutenção ou supressão da condutância hidráulica durante o 

estresse e recuperação após o estresse (LAUR e HACKE, 2014). 

      É possível que o fornecimento de nitrogênio dentro da biossíntese da auxina esteja 

envolvido nos diferentes resultados referente a longevidade e expressão do gene 

TIP3;1, sendo o hormônio sintetizado a partir do aminoácido triptofano.  Como foi 

comentado, o ABI3 tem importante papel na regulação do TIP3;1 e qualquer defeito 

em ambos os genes podem diminuir a tolerância da semente ao estresse. A auxina 

auxilia na regulação da dormência da semente. Em Arabidopsis, de acordo com Liu 

et al. (2013), a auxina regulava positivamente a dormência de sementes antes do fluxo 

de informação do ABI3, através da regulação mediada pela ABI3 (Figura 26). 
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Figura 26 - Modelo esquemático de vias de sinalização ABA na longevidade de sementes, dormência 

e tolerância à dessecação mediada por ABI3 

 

                                  Fonte: Sano et al., 2016. 

4.4.5.    Expressão relativa de TRANSPARENT TESTA 4 (TT4) na longevidade de 

sementes de trigo 

 

      TRANSPARENT TESTA 4 (TT4) foi identificado em Arabidopsis thaliana como o 

gene que participa na síntese de flavonoides, e assim o mutante deste gene é 

designado como testa transparente (tt) 4, uma vez que carece de formação de 

proantocianidinas (PAs) no revestimento de sementes (SAITO et al, 2013). Os 

flavonoides são metabolitos secundários que desempenham papéis importantes 

durante todo o ciclo de vida da planta, tendo um papel na defesa contra estresses 

bióticos ou abióticos e como na regulação do crescimento e desenvolvimento de 

plantas (PETRONI e TONELLI, 2011; GRUNEWALD et al. 2012). Os flavonoides 

pertencem a três classes principais: as antocianinas, proantocianidinas e os flavonóis 

(Figura 27), acumulando nos tecidos vegetativos, nos tegumentos de sementes e em 

ambos (sementes e tecidos vegetativos), respectivamente. 
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Figura 27 - Biossíntese de flavonoides em Arabidopsis thaliana 

 

                                         Fonte: Appelhagen et al., 2014. 

      Em Arabidopsis, os mutantes de transparent testa prejudicados no metabolismo 

de flavonoides apresentaram redução na longevidade de sementes (DEBEAUJON et 

al. 2000) e uma diminuição da tolerância das plantas ao estresse oxidativo 

(NAKABAYASHI et al., 2014). 

      Em sementes de trigo sem estresse (período de 0 dia) houve elevada expressão 

relativa do gene TT4 no tratamento sem calagem e redução da expressão no 

tratamento 4000 kg.ha-1 de calcário em relação ao tratamento controle, diferindo 

significativamente. Após o estresse realizado pelo teste de longevidade aos 60 dias, 

observou-se redução da expressão no tratamento sem calagem, não diferindo dos 

tratamentos sob calagem (Figura 28). 

 

 

 



100 
 

 

Figura 28. Expressão relativa de TT4 na região embrionária de sementes de trigo produzidas sob 

diferentes doses de calagem, em 0 e 60 dias do teste de longevidade. Valores significativos 

estão indicados com um asterisco * 

 

Fonte: próprio autor. 

      As diferentes doses de calcário não alteraram a expressão do gene TT4 sob 

condições de estresse, podendo concluir que este gene não responde a maior 

longevidade de sementes de trigo encontrada nos tratamentos sob calagem. Tal 

resultado pode ser explicado pelo uso da região embrionária das sementes para 

extração de RNA, não utilizando a testa da semente. Segundo Falcone Ferreyra et al. 

(2012), os flavonoides acumulam-se a níveis elevados na testa, embrião e, por vezes, 

na camada de aleurona de sementes de cereais. 
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5. CONCLUSÕES 

 

      A ausência da calagem não afeta a porcentagem de germinação e o vigor de 

sementes recém colhidas de trigo, porém a longevidade é influenciada. 

      O efeito residual da dose recomendada de calagem é o suficiente para produzir 

sementes com qualidade fisiológica (germinação, vigor e longevidade), sem a 

necessidade de aumento de dose. 

      A expressão dos fatores de transcrição (ABI3, ABI5, HSFA9, HSFA4 e DREB2), 

dos antioxidantes (VTE1, APX2, SOD1, GST) e das proteínas (CHL, PMIT2, TIP, MT2) 

coincidem com maior longevidade, quando as sementes foram produzidas em solo 

submetidos a calagem. 

      Os genes HSFA9, DREB2, VTE1 e APX2 apresentaram maior expressão nos 

tratamentos com calagem. 
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