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1. RESUMO

Durante o processo de germinacao da semente varias enzimas estao
presentes em reagdes metabdlicas importantes durante a respiragdo, como por exemplo,
malato desidrogenase e alcool desidrogenase. Além disso, para que a germinagao aconteca,
sdo necessarias a expansao e a posterior divisdo das células do embrido, nesses processos
estdo envolvidos os genes actina e ciclina, respectivamente. S3o importantes ainda, os
mecanismos de protecdo das sementes contra estresses abioticos durante a germinagao,
dentre eles podem ser citadas a presenca de proteinas de choque térmico, relacionadas com
a tolerancia a dessecacdo e de enzimas como a glutationa-S-transferase, consideradas
antioxidantes. Objetivou-se com este estudo avaliar o perfil de expressdao de genes
associados com a respiragao, citoesqueleto, ciclo celular e estresse no embrido de sementes
de Solanum lycocarpum durante a germinagdao. As sementes de lobeira foram avaliadas
com relagdo a sua qualidade fisiologica, determinando-se: porcentagem de germinacao,
indice de velocidade de germinagdo, tempo médio de germinagdo, frequéncia de
germinacgdo. Além disso, determinou-se uma curva de embebi¢cdo. O RNA do embrido das
sementes foi extraido aos 1, 5, 10 e 15 dias de embebicdo em 4gua seguido da sintese de
cDNA. A expressdo génica foi realizada usando-se a técnica de PCR em tempo real. Os
genes estudados no embrido foram malato desidrogenase (MDH), alcool desidrogenase
(ADH2), actina (ACT7), ciclina (CDC2), proteina de choque térmico (HSPS17.6),
glutationa-S-transferase (GST). A partir dos resultados obtidos conclui-se que, durante o

processo de germinagdo de sementes de lobeira, existe variagdo no perfil de expressao de



genes associados com o metabolismo respiratorio, protecdo a estresse, expansio e divisdo

celular.

PALAVRAS-CHAYVE: embebicio, embrido, PCR em tempo real, expansao celular.



Expression of genes in embryo and endosperm during germination of lobeira seeds
(Solanum lycocarpum St. Hill). Botucatu, 2014. 56 p. Dissertagdo (Mestrado em
Agronomia/Agricultura) - Faculdade de Ciéncias Agronomicas, Universidade Estadual
Paulista.

Author: LILIAN ELENA DUARTE SILVEIRA

Adviser: EDVALDO APARECIDO AMARAL DA SILVA

2. ABSTRACT

During the process of seed germination various enzymes are
present in important metabolic reactions during respiration, such as malate dehydrogenase
and alcohol dehydrogenase. In addition, for germination to take place, is necessary
expansion and subsequent division of the cells of the embryo, which requires the involved
of the genes cyclin and actin, respectively. Mechanisms associated with seed protection
against abiotic stresses during germination, among which may be mentioned is the
presence of heat shock proteins related to desiccation tolerance and enzymes such as
glutathione-S-transferase, considered as antioxidant. The aim of this study was to evaluate
the expression profile of genes associated with respiration, cytoskeleton, cell cycle and
stress in the embryo of seeds of Solanum lycocarpum during germination. Lobeira seeds
were evaluated with respect to their physiological quality, determining: germination
percentage, speed of germination, means germination time, frequency of germination and
was also given a curve of soaking. The RNA from the embryo of the seeds was extracted at
I, 5, 10 and 15 days of imbibitions in water, followed by cDNAS synthesis The gene
expression was carried out using the technique of real time PCR. The genes studied in the
embryo were malate dehydrogenase (MDH), alcohol dehydrogenase (ADH?2) and actin
(ACT7), cyclin (CDK?2), heat shock protein (HSPS17.6), glutathione-S-transferase (GST).
From the results obtained we concluded that, during the process of germination of lobeira,
there is variation in the expression of genes associated with respiratory, stress protection

and expansion and cell division.

Keywords: imbibition, embryo, Real time PCR, cell expansion.



3. INTRODUCAO

Solanum lycocarpum St. Hill, popularmente conhecida como
lobeira, pertence a familia Solanaceae e ¢ uma espécie adaptada ao cerrado, ambiente de
condicdes estressantes, principalmente em relagcdo a falta de dgua. Utilizada na preparagao
de geleias e doces, tem ainda uso medicinal, no tratamento de diabetes, obesidade,
inflamagdes, hipertensdo e na redugdo do nivel de colesterol. Além disso, seus frutos sao
fonte de alimento para diversos animais como lobo guara, anta, raposa do campo e tiu.

Durante o processo de germinagdo das sementes varias enzimas
estdo envolvidas em reagdes metabolicas relacionadas a sintese e a degradacao de
moléculas. Assim essas enzimas podem ser utilizadas como marcadores moleculares para a
elucidagdo dos eventos que ocorrem durante o processo de germinagdo, como por exemplo,
as enzimas malato desidrogenase e alcool desidrogenase que permitem a avaliagdo da
atividade respiratoria (ALBUQUERQUE et al., 2009).

Além da respiracdo, para que a germinagdo aconteca, sao
necessarias a expansao e a posterior divisao das células do embrido. Nesse processo estao
envolvidas a actina e a ciclina, respectivamente (CARVALHO e RECCO-PIMENTEL,
2007). Sao importantes ainda, os mecanismos de protecdo das sementes contra estresses
abidticos durante a germinagdo, dentre eles podem ser citados a presenca de proteinas de
choque térmico, relacionadas com a tolerancia a dessecacdo em sementes de varias
espécies, atuando na protecdo de membranas e outras proteinas (WATERS et al., 1996) e

de enzimas como a glutationa-S-transferase, consideradas antioxidantes (ROXAS et al,,
2000).



Segundo Hilhorst et al. (1998), o tomate, espécie pertencente a
familia Solanaceae, ¢ considerado um modelo para estudos de desenvolvimento e
germinagdo de sementes. Solanum lycocarpum, além de pertencer & mesma familia, possui
caracteristicas germinativas bastante semelhantes. H4 ainda o fato de que é uma espécie
nativa e relativamente pouco estudada. Dessa forma, estudos relacionados ao mecanismo
molecular envolvido em sua germinagdo contribuem para a compreensido do assunto em
outras espécies da familia Solanaceae, no melhoramento de plantas, na produgdo e
tecnologia de sementes.

As informacdes disponiveis sobre o processo de germinacao,
embora relativamente volumosas, sdo insuficientes para caracteriza-lo perfeitamente,
representando apenas a reunido de conhecimentos obtidos para diferentes espécies, isso
ocorre devido ao dinamismo dos avangos da pesquisa, o qual ndo permite limitar essa
questao (MARCOS FILHO, 2005). Nesse contexto, existe a necessidade de se obter um
melhor entendimento da germinagdo, vinculado a compreensdo da expressdo de alguns
genes. Na ciéncia bdsica, a técnica de PCR em tempo real tem sido amplamente empregada
na quantificacdo de transcritos especificos, podendo ser utilizada no estudo da expressao
de genes associados a qualidade das sementes, a exemplo dos envolvidos no processo de
germinacao (SANTOS, 2013).

Contudo, ainda sdao escassos os trabalhos voltados para a expressao
de genes durante o processo germinativo nas espécies vegetais do bioma cerrado. Assim,
esse trabalho teve como objetivo estudar o perfil de expressdao de genes relacionados a
respiracao, ciclo celular, citoesqueleto e estresse durante a germinacao de sementes de

lobeira.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Caracterizagao da espécie Solanum lycocarpum St. Hill

Solanum Ilycocarpum St. Hill é popularmente conhecida como
fruta-do-lobo, lobeira, berinjela ou jurubebdao, podendo ser encontrada em regides de
Cerrado, Cerradao e Campo Sujo e esta distribuida no Amazonas, Distrito Federal, Goids,
Maranhao, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Parana, Rio de Janeiro,
Sao Paulo e Tocantins (ALMEIDA et al., 1998). A espécie pertence a familia Solanaceae,
a qual também pertencem varias espécies conhecidas, algumas delas de interesse
econdmico como o tomate, batata, as pimentas, berinjela, jilo6 e tabaco, além de
ornamentais como o manaca-de-cheiro e petinia e varias espécies nativas do Brasil
(SOUZA e LORENZI, 2012).

Caracteriza-se por ser uma arvore ou arbusto grande, de até 4
metros de altura, com folhas simples, alternas e pecioladas, flores hermafroditas ou
masculinas de coloracao lilas ou roxa (ALMEIDA et.al., 1998). As plantas podem
apresentar de 40 a 100 frutos, cuja massa por fruto pode variar de 400 a 900 g (SILVA et
al., 1994). A flora¢ao ocorre o ano todo, com predominancia durante o inverno € seus
frutos amadurecem na primavera (LORENZI, 1998).

As sementes de Solanum lycocarpum, quando secas a 8% de
umidade, apresentam tegumento rigido, coloragdo marrom-escura, forma achatada, com
comprimento, largura, e espessura médios de 7 mm, 5,17 mm, 1,78 mm, respectivamente.

Um quilo de sementes de lobeira possui, em média, 35.000 unidades. O embrido apresenta



forma espiral encaixado no endosperma, os cotilédones localizam-se na parte interna e o
hipocétilo e a radicula, de forma curvilinea, na parte externa (PINTO et al., 2007).

As plantas ocorrem preferencialmente em formagdes secundarias
abertas de terrenos elevados, tanto de solos argilosos como arenosos, porém bem drenados
e de baixa fertilidade. S3o plantas rasticas e de crescimento vigoroso, podendo ser
considerada até como planta daninha por pecuaristas, porém essas caracteristicas sao
desejaveis no sentido de ser considerada como planta pioneira para reflorestamentos
(LORENZI, 1998). Segundo Elias et al. (2003), Solanum Ilycocarpum ¢ uma espécie
adaptada ao cerrado, ambiente onde condi¢des estressantes, principalmente em relacdo a
falta de agua, sdo observadas em determinadas épocas do ano. Além disso, a lobeira
apresenta-se como excelente material de estudo dado as suas caracteristicas de crescimento
e desenvolvimento (VIDAL et al., 1999) e, por ser planta de facil obtengcdo em qualquer
época do ano, coloca-se em vantagem para estudo em relacdo as outras espécies de
cerrado, que apenas frutificam em determinada época, geralmente na estagdo chuvosa,
como FEugenia dysenterica De. (cagaita), E. lutescens Camb. (perinha), Caryocar
brasiliense Camb. (pequi) e Hancomia speciosa Gomez. (mangaba) (SILVA et al., 1994).

A fruta-de-lobo ¢ uma espécie comestivel e aromatica, utilizada na
preparagao de geleias e doces (ALMEIDA et. al, 1998), possui ainda outros usos como o
medicinal, j& que a qualidade de sua farinha ¢ considerada uma alternativa viavel no
tratamento de diabetes (CLERICI et al., 2011), seus subprodutos também sao indicados
para o tratamento de obesidade, inflamagdes, hipertensdo e para reduzir o nivel de
colesterol (DALL’-AGNOL e VON-POSER, 2000; VIEIRA JUNIOR et al., 2003).

Os teores encontrados na fruta-de-lobo de vitamina C, AST,
sacarose, fosforo e ferro, comparados aos de outros frutos, como abacaxi, banana, laranja,
manga entre outros, sdo equivalentes ou superiores aos dos frutos em questdo, podendo-se
concluir que o fruto da lobeira representa mais uma alternativa como fonte desses
nutrientes (JUNIOR et al., 2003).

O fruto de S. lycocarpum ¢é caracterizado como importante fonte
alimentar durante o ano para diversas espécies de animais, dentre elas Chrysocyon
brachyurus (lobo guard), Tapirus terrestris (anta), Lycalopex vetulus (raposa do campo),
Tupinambis merianae (til, teid ou teju), especialmente durante a estacdo de seca, quando
outras fontes de alimento tornam-se escassas (PINTO, 1998; DALPONTE e LIMA, 1999;
RODRIGUES, 2002; CASTRO e GALLETI, 2004).



4.2. Germinagao

A germinacdo comeg¢a com a tomada de agua pela semente
(embebicdo) e termina com a emergéncia do eixo embriondrio, usualmente a radicula,
através das estruturas que a cercam (BEWLEY et al., 2013), incluindo inimeros processos,
como por exemplo mudangas estruturais sub-celulares, respiracdo, sintese de
macromoléculas e alongamento celular (BEWLEY e BLACK, 1994).

Segundo Bewley et al. (2013), o processo de absor¢ao de agua
pelas sementes ocorre em trés fases. A primeira fase ou fase I € caracterizada pela répida
transferéncia de agua do substrato para a semente, gracas a diferenca de potencial hidrico.
Nesse periodo surgem os primeiros sinais de reativagdo do metabolismo, com aumento
acentuado da atividade respiratoria e liberagdo de energia para a germinagdo, ativacao de
enzimas e sintese de proteinas a partir do RNAm armazenado ao final do processo de
maturagdo (MARCOS FILHO, 2005).

Durante a fase II, o teor de agua das sementes ¢ relativamente
constante e as atividades metabolicas aumentam substancialmente com a transcricao de
novos genes (BEWLEY et al., 2013). Essa fase, quando ocorrem atividades constituintes
do processo bioquimico preparatério, pode ser necessaria para a sintese de enzimas, DNA
e RNAm exauridos durante a fase I (MARCOS FILHO, 2005). Segundo Bewley (1997), ha
ainda o transporte de substancias desdobradas na fase anterior, do tecido de reserva para o
tecido meristematico onde serdo ressintetizadas em substancias utilizadas no crescimento
do embrido e, embora o eixo embrionario ja esteja recebendo algum nutriente, ainda nao
consegue crescer.

O final da fase II culmina com a conclusdo de germinacdo, para
entdo dar inicio a fase III, onde as substincias transportadas na fase II sdo reorganizadas
em substancias complexas para formar o protoplasma e as paredes celulares, promovendo
o crescimento do eixo embrionario (CARVALHO e NAKAGAWA, 2012). Essa fase ¢
marcada por um aumento no conteudo de dgua da semente, que acontece devido a absorcao
associada ao inicio do crescimento do embrido (expansdo concomitantemente com a
divisdo celular e consequente alongamento embrionario) (DE CASTRO et al., 2004).

Segundo Bewley (1997), a expansdao da radicula se refere ao

processo de turgor dirigido que faz com que as paredes das células do eixo embrionario



cedam. Existem trés possiveis razdes para que isso aconteca. A primeira possibilidade
consiste no fato de que, durante e germinagdo, o potencial osmotico (ys) das células da
radicula torna-se mais negativo por causa do acimulo de solutos, possivelmente como
resultado da hidrolise de reservas presentes dentro dessas proprias células. O decréscimo
no ys poderia levar ao aumento da embebi¢do, resultando no aumento do turgor,
desencadeando a extensdo das células. Uma segunda possibilidade é que a extensibilidade
das paredes das células radicula permitam seu alongamento, isso foi verificado em
sementes de tomate por Chen e Bradford (2000), a partir da deteccdo da expressdao de
genes de expansinas atuando especificamente na ponta da radicula.

Ainda segundo Bewley (1997), existe uma terceira possibilidade,
que consiste no enfraquecimento dos tecidos que circundam o embrido, permitindo a
protrusdo da radicula, pela reducdo da resisténcia mecanica imposta ao mesmo. Esse
enfraquecimento ¢ controlado pela agdao de hidrolases (endo-f-mananase, a-galactosidade,
-manosidade), com acdo descrita em diversas espécies, dentre elas o tomate (TOOROP et
al., 2000) e lobeira (PINTO et al., 2007), as quais possuem semelhangas nas estruturas de
suas sementes (Figura 1), assim como nos mecanismos que controlam o processo
germinativo de ambas.

Como exemplos, podem ser citados os trabalhos desenvolvidos
com sementes de tomate (TOOROP et al., 2000) e lobeira (PINTO et al., 2007), que
descrevem o nimero ¢ a espessura das camadas de células do endosperma, verificando que
ambos sdo maiores em sementes de lobeira, o que possivelmente faz com que a
germinacao da espécie seja mais lenta e a forga requerida pelo embrido, para que haja a
protrusdo da radicula, seja maior se comparada as sementes de tomate. Porém, em ambos
os casos, ha reducao da forca de ruptura do endosperma micropilar durante a embebigao,
que esta relacionado com o aumento da atividade da enzima endo-B-mananase e
crescimento do embrido.

As sementes de tomate sdo consideradas como modelo para o
estudo da fisiologia e bioquimica do desenvolvimento, dorméncia e germinacdo de
sementes, pois possuem estrutura relativamente simples, e sdo facilmente manipuléveis
(HILHORST et al., 1998). Tendo em vista as caracteristicas descritas, para estudar a
germinacdo de sementes de tomate deve-se levar em conta que o processo consiste no
resultado final de duas forgas: potencial de crescimento do embrido e enfraquecimento do

endosperma micropilar (TOOROP et al., 2000). O mesmo foi descrito em sementes de
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Figura 1. Fotos da semente de Solanum lycocarpum. A) Semente inteira mostrando: el -

endosperma lateral; e — embrido; t — tegumento; em — endosperma micropilar.

B) Embrido mostrando: h — hipocétilo; ¢ — cotilédone; r — radicula. Barras

representam 1,0 mm.
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Solanum lycocarpum por Pinto et al. (2007) e Anese et al. (2011) que enfatizam a
importancia de aliar o enfraquecimento do endosperma micropilar ao crescimento do

embrido para a ocorréncia da germinacao.

4.3. Estudo da expressao génica

De acordo com Carvalho e Nakagawa (2012), a medida que a
semente absorve agua e os tecidos reidratam, a respiragao e todas as outras atividades
metabdlicas sdo intensificadas, fornecendo de energia e nutrientes necessarios para a
retomada do crescimento embrionario.

A respiragdo envolve o ciclo da glicolise, de Krebs e a fosforilagao
oxidativa, com a contribuicdo de enzimas na regulacdo de cada rota (TAIZ e ZEIGER,
2013), dessa forma, a ativagdo dos sistemas enzimaticos em decorréncia da hidratagao ¢
extremamente importante para o desenvolvimento e germinagdo das sementes, pois as
enzimas estao envolvidas diretamente no processo respiratério € na digestdo de reservas,
produzindo energia para a biossintese de novos tecidos (BEWLEY ¢ BLACK, 1994).

Malato desidrogenase e alcool desidrogenase sdo enzimas que
atuam no processo respiratdrio e, portanto, permitem a avaliacao da atividade respiratoria.
A malato desidrogenase (MDH) ¢ uma enzima importante na respiragdo, desempenhando
relevante papel no ciclo de Krebs, catalisando a conversiao de malato a oxalacetato,
produzindo NADH, produto necessario para posterior produgdo de ATP (TAIZ e ZEIGER,
2013).

A enzima alcool desidrogenase (ADH) ¢ uma das principais
enzimas fermentativas, que converte o acetaldeido em etanol (CASTRO et al., 2005),
considerado menos toxico a planta além de poder se difundir para fora da células (TAIZ e
ZEIGER, 2013). Muitas sementes ficam sob condigdes temporarias de baixa
disponibilidade de O, (hipoxia), durante a embebicdo, nesse o etanol, produto da
respiracao anaerobica, ¢ acumulado interior da semente, podendo ocorrer em proporgdes
diferentes em diferentes espécies (BEWLEY et al., 2013). O processo de acumulacido de
etanol envolve a oxidagdo de NADH e resulta na producdo de pequenas quantidades de

ATP, fundamental para a sobrevivéncia de varias espécies sob condi¢des de anoxia ou

hipoxia (CASTRO et al., 2005).
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Malone et al. (2007), estudando sementes de arroz durante o
processo de germinacdo verificaram variagcdes no padrao de expressao das enzimas alcool
desidrogenase a malato desidrogenase. Albuquerque et al. (2009), trabalhando com dois
lotes de sementes se sucupira-preta durante a germinagdo, observaram comportamento
constante para a enzima malato desidrogenase, enquanto que, para a enzima alcool
desidrogenase a atividade variou em funcdo dos lotes utilizados. Lin e Sung (2001)
verificaram que a maior germinacdo e emergéncia em sementes submetidas ao priming
foram associadas com o aumento de enzimas como isocitrato liase, malato sintase e malato
desidrogenase. Segundo Silveira (2014), ha escassez de trabalhos na literatura, sobre a
influéncia do ambiente, no periodo de germinagdo, em sementes do cerrado correlacionado
com atividade enzimatica.

O citosol das células esta organizado em uma rede tridimensional
de proteinas filamentosas, o citoesqueleto, que além de outras fungdes, apresenta papel
fundamental nos processos de mitose, meiose, citocinese, deposito de parede, manutengao
da forma celular e diferenciacao celular. O citoesqueleto ¢ formado por microtubulos e
microfilamentos, e este ultimo composto por actina (TAIZ e ZEIGER, 2013).

A actina (ACT) desempenha papel importante na morfogénese das
células das plantas, podendo estar envolvida na expansdo celular, no deslocamento de
células sobre substratos solidos, na manutencdo da forma celular, no transporte
intracelular, no posicionamento de macromoléculas e nas respostas a estimulos do meio
externo (CARVALHO e RECCO-PIMENTEL, 2007).

O alongamento da radicula embrionaria dentro da semente ocorre,
em geral, por alongamento ou expansdo das células, seguido pela diferenciacdo e pelo
crescimento da plantula, como resultado tanto de expansdao como de divisao celular.
Entretanto, geralmente a preparacdo para a divisdo celular ocorre bem antes que a
protrusdo da radicula, visto que requer a iniciagdo do ciclo celular (BINO et al.,1992; DE
CASTRO et al., 1995 apud DE CASTRO et al., 2004).

O ciclo celular ¢ o processo pelo qual ocorre a reproducao da célula
e de seu material genético, o DNA nuclear. E consiste em quatro fases: G;, S, G, e M
(TAIZ e ZEIGER, 2013). Durante a fase G1, ocorre a sintese de proteinas e de acido
ribonucléico (RNA). Nessa fase, h4 um ponto critico, denominado ponto de restri¢do
(Ponto R), quando a célula pode seguir o ciclo para a divisdo ou sair e entrar em repouso.

Na fase S, ocorre duplicacdo do DNA e a célula torna-se tetraploide (4n). Em G2, a célula
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prepara-se para a mitose. Na fase M, ocorre a divisdo celular em duas células filhas
diploides (2n). Apds a mitose, a célula pode entrar na fase GO, na qual fica em repouso, ou
reiniciar outro ciclo (SOUZA et al., 2001).

As enzimas-chave que controlam as transi¢des entre os diferentes
estados do ciclo celular e a entrada das células no ciclo de divisdo sdo as proteinas cinases
dependentes de ciclina ou CDks (cyclin-dependent protein kinases). As proteinas cinases
sdo enzimas que fosforilam outras proteinas utilizando ATP, e todas dependem de
subunidades reguladoras, as ciclinas, para desempenhar suas atividades (TAIZ e ZEIGER,
2013). Segundo Pines (1995), a ativagdo e inativagdo de complexos ciclina-CDK
especificos devem ser sensiveis a uma variedade de estimulos externos e internos para
garantir a regulacdo adequada do ciclo celular.

As plantas podem ser atingidas por estresses abioticos, sendo a
germinacao ¢ o estadio inicial de plantula bastante sensiveis e vulneraveis. A tolerancia a
alguns tipos de estresse podem ser explicados por adaptacdes desenvolvidas pelas plantas
como, por exemplo, mudangas na expressao génica (XIONG e ZHU, 2002).

Um dos mecanismos mais estudados na adaptacao dos organismos
a condicdo de estresse ¢ a indugdo de heat shock proteins (HSP) ou proteinas de choque
térmico, o qual inclui varias familias de proteinas conservadas. HSPs sdo divididas em
proteinas com baixo peso molecular, de aproximadamente 15-28 kDa (sHSPs) e proteinas
com alto peso molecular, com mais de 30 kDa (HMM HSPs) (JOSE et al., 2009).

A tolerancia a dessecagdo estd correlacionada com a presenga de
quantidades consideraveis de proteinas de choque térmico (HSPs) (HOEKSTRA et al.,
2001). Segundo Vertucci e Farrant (1995), a funcao das HSPs ¢ conhecida por estabilizar a
conformagdo de proteinas e por preservar e reparar as estruturas macromoleculares durante
a desidratagdo ou reidratacdo, respectivamente. WATERS et al. (1996) sugerem que essas
proteinas se ligam parcialmente a proteinas desnaturadas ou agregadas, evitando a
agregacao irreversivel ou promovendo o enovelamento correto das mesmas. Essa ligacao
também pode manter a conformagao de outras proteinas, a fim de facilitar a translocagao
das mesmas através de membranas. Porém, embora todos os organismos sintetizem HSP
em resposta ao calor, o balanco de proteinas sintetizadas e a relativa importincia das
familias individuais de HSP na tolerdncia ao estresse variam enormemente entre

organismos (QUEITSCH et al., 2000).
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Diferentes tipos de estresse podem acarretar o aumento da
concentracdo das espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs causam peroxidagdo de
lipidios, modifica¢des protéicas, rompimento das cadeias de DNA, entre outros, eventos
que podem culminar com a morte das células. Para minimizar os efeitos causados pela
presenca dos EROs nos tecidos vegetais, as células possuem mecanismos de protecdo, que
estdo atrelados a agdo das enzimas antioxidantes (MOLLER et al., 2007; MUNNS e
TESTER, 2008).

A glutationa-S-transferase ¢ uma das enzimas importantes
envolvidas na protecdo de plantas. Ela ¢ expressa durante o desenvolvimento normal, bem
como em resposta a diferentes condigdes de estresse. Além do estresse oxidativo, a
expressao dessa enzima ¢ também induzida por estresses xenobidticos tais como
herbicidas, além do frio, estresse hipoxico, desidratacdo, ataque patogénico, bem como o
estresse salino (MARRS, 1996).

Estudos em plantas transgénicas de tabaco mostram que ¢ evidente
que o gene de glutationa-S-tranferase desempenha um papel vital na tolerancia ao estresse
abidtico, por esse motivo, os autores especulam que ele ¢ um gene candidato potencial ser
usado na engenharia genética no sentido de aumentar a tolerancia a esse tipo de estresse
(JHA et al., 2011). Roxas et al. (2000) também verificaram a relagdo positiva entre a
expressao de glutationa-S-transferase e aumento do crescimento das plantulas sob uma

variedade de condigdes de estresse em Nicotiana tabacum L.

4.4. Analise de expressao génica

Atualmente, avangadas técnicas vém sendo utilizadas na biologia
molecular, com aplicagdo em plantas, e especificamente em sementes. Essas técnicas sao
desenvolvidas a partir da pesquisa basica em diferentes campos da atividade cientifica e
sdo de grande importancia para auxiliar no entendimento de processos bioldgicos
importantes como a identificagdo de vias bioquimicas, de sinalizacdo e niveis de
transcricdo integrados no funcionamento da célula (CLEMENTE, 2012).

Nesse sentido, a inven¢do da reagdo em cadeia da polimerase (PCR
— Polymerase Chain Reaction) por Kary Mullis em 1984 foi considerada como uma
revolucdo na ciéncia (DEEPAK et al., 2007). A PCR ¢ um método rapido e facil para a

geracdo de copias ilimitadas de qualquer fragmento de DNA, usando oligonucleotideos
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iniciadores ou primers de sequéncia conhecida e complementares as extremidades do
segmento a ser amplificado, direcionando a sintese de DNA alvo, em ciclos repetidos. A
técnica permite o uso de pequenas quantidades de material ou até mesmo fragmentos
danificados, auxiliando em praticas diarias como diagnosticos médicos por exemplo
(MULLIS, 1991; JOSHI ¢ DESHPANDE, 2010).

Segundo Clemente (2012), com a ampliagdo de novas tecnologias,
a PCR foi aprimorada, visando proporcionar resultados mais rapidos, através de uma nova
técnica, denominada PCR em tempo real (real-time PCR ou RT-PCR). A PCR em tempo
real € usada para medir com precisdo as diferentes quantidades de um produto do gene alvo
presente em amostras independentes. Cada amostra passa por uma amplificagao por PCR
juntamente com um corante fluorescente presente na mistura de reagdo, que fluoresce
apenas quando o produto especifico € reconhecido ou sintetizado (GACHON et al., 2004).
Sendo assim, pode-se dizer que a RT-PCR baseia-se na utilizacao de corantes fluorescentes
para quantificar a transcricdo do gene de interesse, com o numero de ciclos de
amplificagdo em que estes corantes/transcritos sao detectados, indicando a abundéancia
relativa das moléculas alvo (WALKER et al., 2009).

A sensibilidade da RT-PCR torna-se uma ferramenta poderosa para
a medi¢do da expressdo do gene, especialmente quando as quantidades de amostra sao
limitadas ou um transcrito ¢ expresso a um nivel muito baixo (WALKER et al., 2009). Ha
ainda o fato de que, além de ser uma alternativa para algumas técnicas de laboratorio bem
estabelecidas, a PCR em tempo real tem uma série de caracteristicas que a torna a escolha
para varios tipos de estudo, pois permite a deteccdo de um determinado acido nucleico alvo
de forma rapida e especifica (GACHON et al., 2004).

Apo6s a obtengdo dos dados de expressao génica das amostras em
estudo, uma etapa bastante importante quando se considera o uso de RT-PCR em andlises
experimentais € a normalizagdo dos dados obtidos, utilizando os resultados da amplificagao
de produtos de um gene de referéncia ou normalizador. A normalizacdo dos resultados de
RT-PCR ¢ necessaria para controlar as diferencas entre as amostras que possam surgir
como resultado dos passos de processamento das mesmas (BUSTIN et al., 2005). O
método mais comum para normalizar os dados de RT-PCR envolve a utilizagdo de um ou
mais genes endogenos controle. A escolha do gene controle enddgeno para normalizar os
dados de expressdo génica ¢ uma das etapas cruciais no projeto experimental (WALKER et

al., 2009).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Obtencao das sementes

O trabalho foi realizado no Laboratério de Analise Sementes do
Departamento de Producdo e Melhoramento Vegetal, da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus de
Botucatu.

Os frutos com aparéncia de maduros foram colhidos apos a
dispersao natural (frutos coletados no solo) em fevereiro de 2010, na regido de Lavras -
MG, com altitude de 919 metros, latitude de 21°14° S e longitude de 45°00° W de
Greenwich (BRASIL, 1992). Os frutos que se encontravam amolecidos foram beneficiados
por meio da retirada da polpa. As polpas foram passadas em peneiras na presenca de agua
corrente, para a separacdo das sementes. ApOs o beneficiamento, as sementes foram
submetidas a secagem e posteriormente acondicionadas em saco plastico fechado mantido

a 4°C (geladeira).

5.2. Teor de dgua

O teor inicial de 4gua das sementes foi determinado pelo método da
estufa a 105°C °C por 17 horas, utilizando quatro repeticdes de 10 sementes. Os resultados
foram expressos em porcentagem conforme as Regras para Analise de Sementes (BRASIL,

2009).
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5.3. Testes para avaliar a qualidade fisiologica das sementes

Para a execucdo do teste de germinacdo, as sementes tiveram a
superficie externa esterilizada com hipoclorito de s6édio a 1% por 10 minutos, ¢ em
seguida, foram dispostas entre folhas de papel de germinagdo (duas folhas embaixo das
sementes ¢ uma em cima, umedecidas com dgua destilada na propor¢do de 2,5 vezes o
peso do papel), em caixas tipo gerbox. As caixas foram acondicionadas em camara de
germinacao do tipo BOD, regulada em temperatura alternada de 20-30°C com fotoperiodo
de 12/12 horas, durante 15 dias. Utilizaram-se quatro repeticoes de 25 sementes e as
contagens de germinacdo foram realizadas diariamente, considerando como germinadas
sementes que apresentavam raiz primaria de tamanho superior ou igual a I mm.

As avaliagdes foram feitas por meio da porcentagem de
germinacao, indice de velocidade de germinacao (IVG) (MAGUIRE, 1962), frequéncia de
germinacdo (LABOURIAU e AGUDO, 1987) e tempo médio de germinacao
(LABOURIAU, 1983). As sementes foram fotografadas com o auxilio de uma camera

digital da marca Canon modelo Power Shot SXS0HS.

5.4. Curva de embebic¢ao

A determinagao da curva de embebigao foi realizada utilizando-se
20 sementes esterilizadas com hipoclorito de s6dio 1% durante 10 minutos. As sementes
foram colocadas para embeber entre folhas de papel de germinacao (duas embaixo € uma
em cima das sementes, umedecidas com agua destilada na proporcao de 2,5 vezes o peso
do papel) acondicionadas em caixas do tipo gerbox. As caixas foram incubadas em camara
de germinacgdo do tipo BOD regulada em temperatura alternada de 20-30°C e fotoperiodo
de 12/12 horas. As sementes tiveram o peso fresco quantificado com o auxilio de uma
balanca digital (com precisdo de 0,001g) em intervalos de trés horas até completar 12 horas
de embebicao, seis horas até completar 36 horas de embebicao e 48 horas até completar

324 horas (aproximadamente 14 dias) de embebigao.
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5.5. Estudos moleculares dos embrides de sementes de Solanum lycocarpum durante a

germinagao

Apds serem submetidas ao processo de germinagdo (nas mesmas
condigdes descritas acima), as sementes ndo germinadas aos 1, 5, 10 e 15 dias de
embebigdo foram seccionadas com o auxilio de uma ldmina para expor o embrido e
permitir que o mesmo pudesse ser removido. Foram coletadas duas repeticdes de 50
embrides para cada um dos tempos descritos acima. Apds a coleta, as amostras biologicas
foram acondicionadas em tubos plasticos de 1,5 mL, congelados em nitrogénio liquido e

armazenados em deep freezer a temperatura de -80 °C.

5.5.1. Extracao de RNA

Para a extracdo do RNA, foi efetuada a maceracdo do material

coletado, com o auxilio de um conjunto de almofariz e pistilo. A extracdo foi realizada

®
utilizando o “kit” — NucleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel). Conforme descrito no
protocolo, em capela, foram transferidos aproximadamente 100 mg do material vegetal
macerado, 350 uL de tampao de extracdo (RA1) e 3,5 uL de B-mercaptoethanol (B-ME)

para um tubo plastico de 1,5 mL. Logo em seguida, as amostras foram homogeneizadas

com auxilio de um agitador, transferidas para filtros NucleoSpin Filter® acoplados a tubos
coletores de 2 mL e centrifugadas por um minuto a 11.000 rpm, para redugdo da
viscosidade.

Os filtros foram descartados e, entdo, adicionaram-se 350 uL de

etanol 70% nos filtrados de cada amostra, que foram transferidas para colunas de

®
NucleoSpin RNA Plant acopladas a tubos coletores de 2 mL e centrifugadas por 30

segundos a 11.000 rpm. As colunas de filtragem foram acondicionadas a novos tubos

coletores, nas quais se adicionaram 350 pL de Membrane Desaltting Buffer®, e
centrifugadas por um minuto a 11.000 rpm até que a membrana da coluna de filtragem
estivesse seca. Em seguida, foi adicionado 95 pLL de DNAse reaction mix, constituido por
10 pLL de rDNase reconstituida e 90 pL de reaction mix ao centro da membrana de silica
da coluna de filtragem e os tubos deixados em repouso, incubados a temperatura ambiente,

por 15 minutos.
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As colunas de filtragem foram submetidas a lavagem com 200 pL
de tampao e centrifugadas por 30 segundos a 11.000 rpm. Depois, foram acondicionadas
em novos tubos coletores e submetidas a uma segunda lavagem, adicionando 600 pL de
tampao RA3 e centrifugadas por 30 segundos a 11.000 rpm. Apds o descarte da solugdo do
tubo coletor, foi adicionado 250 puL de tampao RA3 nas colunas, que foram centrifugadas

por dois minutos a 11.000 rpm até secar completamente a membrana. Transferidas as
®
colunas de NucleoSpin RNA Plant para microtubos de 1,5 mL, foram adicionados 40 pL

®
de agua RNAse-free nas colunas de NucleoSpin RNA Plant e centrifugadas por 1 minuto

a 11.000 rpm para obten¢ao do RNA extraido.

5.5.2. Determinacao de quantidade e qualidade do RNA extraido

Apo6s a extragdo, a concentracdo e a pureza do RNA extraido foi
avaliada em espectrofotometro Nanodrop-2000 (Thermo Scientific) utilizando uma aliquota
de 1 pL da solugdo de RNA total. A pureza do RNA foi estimada a partir da relacao
absorbancia A260/280 nm que ¢ uma estimativa de contaminagdo, principalmente por
proteinas e fendis. A verificagdo da qualidade das amostras foi realizada por meio da
avaliagdo de gel de agarose a 1,0% (0,4 g de agarose e 40 uL. de TAE 1X) corado com gel
red. Solucdes contendo 500 ng de RNA extraido e azul de bromofenol foram submetidas a
corrida de eletroforese, a 90 volts durante uma hora.

O marcador utilizado foi o 1kbp DNA Ladder (Jena Bioscience) na
quantidade de 4 uL. Para visualizagdo das bandas no gel utilizou-se um fotodocumentador

(Mini Bis 24mm da DNR Bio-Imaging Systems).
5.5.3. Confeccao de cDNA

Para a confec¢do do cDNA foi utilizado o “kit” High Capacity
c¢DNA Reverse Transcription (Applied Biosystens). Conforme descrito no protocolo, para
uma reacdo de 20 pL, utilizaram-se 1000 ng (o volume exato foi dependente da
quantificacdo fornecida no espectrofotometro) de RNA completando o volume com agua

MiliQ até atingir 10 pL. O mix de cDNA consistiu de 2 pL. de 10X RT Random Primers, 2
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uL de 10x RT Buffer, 0,8 pL 25X dNTP Mix (100mM), 1 uL MultiScribe™ Reverse
Transcriptase e 4,2 uL. Nuclease-free H,O.

As reagdes foram incubadas em termociclador PTC-100 -
Programmable Thermal Controler, Peltier — Effect Cycling (MJ Research, INC.), a 25 °C
por 10 minutos, para a ativagdo inicial da enzima, a 37°C por 120 minutos para a sintese de
cDNA, seguido por inativacdo da enzima a 85°C por cinco minutos e finalizando a
ciclagem sob 4°C constante. A quantificacdo do cDNA foi realizada em espectrofotometro
Nanodrop-2000 (Thermo Scientific) e diluidas a uma concentra¢io padrio de 60 ng™".

Apbs a padronizagdo, as amostras foram armazenadas em deep freezer a -80°C.

5.5.4. Desenhos de primers

Os genes estudados foram identificados por meio de buscas na
literatura, associados ao ciclo celular, citoesqueleto, estresse e respiracdo. Para quantificar
a expressao dos mesmos se fez necessaria a confeccdo de primers especificos para os genes
de interesse. Devido a auséncia de sequéncias nucleotidicas em Solanum lycocarpum,
foram realizadas buscas de sequéncias de tomate (Solanum lycopersicum, outra solanacea e
conforme ja mencionado, bastante semelhante a lobeira), depositadas em bancos de dados
publicos.

Para o desenho utilizou-se o  software  PerlPrimer
(http://perlprimer.sourceforge.net). Apos a confecgdo, foi verificada a especificidade dos
primers através da ferramenta BLAST no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Os parametros utilizados no desenho dos primers foram: amplicon
de 100 a 200 pares de bases, temperatura de anelamento de 60°C + 1 e tamanho do primer

de 20 a 24 pares de bases.
5.5.5. Quantificacdo da expressao relativa por PCR em tempo real

Para a quantificacdo da expressdo relativa dos genes em estudo e
dos normalizadores, foi utilizado Lumino Ct Sybr Green qPCR Ready Mix (Sigma Life
Science), sendo padronizado o volume das reagdes, totalizando uma solu¢do de 10,0 pL

(Tabela 3).
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Tabela 1. Primers especificos da regido do embrido de sementes de lobeira utilizados

para andlises de PCR em tempo real.

Nome Forward (5°-3”) Reverse (5°-37)

Ciclina ATCACGCCATTACTCTACTCC GGGAAGGCAGATTTGTAATCAG

Actina ATCCACGAGACTACCTACAAC TCCACATCTTAATCTTCATGCTG
Heat Shock Protein ~ GACGTGTTTGATCCATTCAG CCTCTTCGATCTCCACTTTC

Glutationa S-transferase AGTCCTCTGCTTTTGCAGATG AAGGATCAGAAGGGAGCAAAGG

Malato Desidrogenase CTTGAAAGGTGTAAATGTGGTGG CTGGATTGCTAATGATGTGGATAA

Alcool Desidrogenase ACTACAAACCTCGTTCGGATAT  GCCTTCTCCCTTCAGCATTA
Metalotioneina TCGTGCTGTGGAGGAAACTGTGG AGCTTGTCTTCTCAGGTCCCACCC

18S ribossomal TGACGGAGAATTAGGGTTCG CCTCCAATGATCCTCGTTA

Tabela 2. Genes (mRNAs) estudados no embrido de sementes de lobeira durante a

germinacgao.
Gene alvo N° Acesso Sigla Relacionado a/ao
Ciclina NM-001247447.1 CDC2 Citoesqueleto
Actina XM-004249818.1 ACT7 Ciclo celular
Heat Shock Protein SGN-U578134 HSP17.6 Estresse
Glutationa S-transferase NM-001247228.2 GST Estresse
Malato Desidrogenase XM-004235934.1 MDH Respiracao
Alcool Desidrogenase NM-001247170.1 ADH2 Respiracao
Metalotioneina SGN-U143485 MTP Gene de Referéncia

Tabela 3. Reacdes padronizadas para PCR em tempo real para cada gene.

Sybr Forward Reverse cDNA Agua

S5ul(1X) 0,25 uL (10 mM) 0,25 pl (10 mM) 3 ul (60 ng/uL) 1,5 ul



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/350539128?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=25PZXT0601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460408873?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=25R3925M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/461496407?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=25RFB4VZ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460380475?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=25RJEXYN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/350538690?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=25RRPBA301R

22

A amplificacdo dos fragmentos alvo foi realizada em termociclador
optico Eco Real-Time (Illumina), com uma etapa inicial de incubagdo a 50°C durante 2
minutos, seguida de desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, 40 ciclos com desnaturacio a
95°C por 15 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 versao 5.0 da
Hllumina.

Foram utilizadas duas repeticdes biologicas e duas repetigdes
técnicas para cada amostra. Para mensurar a expressdo génica foi utilizado o célculo do
AACt (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001), que se baseia na reacdo exponencial da PCR. Para

tal a expressio QR = 2-4"

, onde QR representa o nivel de expressao génica; Ct representa
o ciclo de amplificacdo no qual cada amostra apresenta amplificagdo exponencial; ACt se
refere a diferenca entre o Ct da amostra amplificada para o gene alvo e o Ct da mesma
amostra amplificada para o gene referéncia; AACt representa a diferenga entre o ACt da

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

5.6. Analise estatistica

Os dados de expressdo génica obtidos foram analisados utilizando
o programa REST®, que realiza a quantificacdo comparativa pelo método de “Pair-Wise
Fixed Reallocation Randomization Test” (PFAFFL et al., 2002).

O programa REST realiza a quantificagdo relativa ao comparar um
grupo de amostras com o grupo controle, a comparag¢ao sempre ¢ realizada a partir de um
gene normalizador (gene expresso na mesma quantidade nas condi¢des experimentais

avaliadas) (NACHTIGALL, 2012).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

O valor médio do teor de dgua das sementes de lobeira foi 6,7%.
Quando submetidas a embebigdo, verificou-se aumento de 67,48% em seu peso fresco até
as primeiras 24 horas (Fase I), que se manteve constante até¢ os sete dias (Fase II), para
entdo, tornar-se novamente crescente (Fase III), caracterizando o crescimento acentuado do
eixo embrionario, culminando com a protrusao da radicula (Figura 2).

Observou-se que a curva de embebicdo obedeceu ao padrao
trifasico proposto por Bewley e Black (1994) e que o tegumento da semente de Solanum
lycopersicum nao oferece impedimento fisico a entrada de agua. Muito provavelmente, a
embebicdo ocorreu devido a um processo fisico, em decorréncia da diferenca de potencial
hidrico entre a semente e o meio. Pinto et al. (2007), estudando o mecanismo e controle da
germinacao de sementes de lobeira verificaram um padrao trifasico de embebicdao, com a
fase II bastante longa, permanecendo as sementes sem aumento significativo de peso
fresco por pelo menos seis dias e auséncia de restricdo a entrada de 4gua na semente.

A germinagdo de sementes de lobeira teve inicio aos oito dias de
embebi¢do (Figura 3), atingindo aproximadamente 50% e 75% aos 14 e 15 dias
respectivamente. Souza (2014) obteve valores proximos a 55% de germinagdo ao final dos
15 dias avaliados para sementes de lobeira embebidas em agua. Anese et al. (2011)
trabalhando com condicionamento fisiolégico em sementes da mesma espécie, verificaram
que no tratamento controle, o tempo para ocorréncia de 50% de germinacao (T50) foi 17,3

dias.
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Figura 2. Dados médios (e) do peso fresco das sementes de Solanum lycocarpum durante

a embebicao.
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Figura 3. Germinacao (%) de sementes de lobeira embebidas em 4gua (e). Os pontos de

dados representam a média de quatro repeticdes de 25 sementes.
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A velocidade de germinagdo apresentada por Maguire (1962) ¢
uma das medidas mais utilizadas por pesquisadores da area de ciéncias agrarias. Em geral,
os pesquisadores a expressam como um indice (IVG = indice de velocidade de
germinacgdo) e a utilizam como uma medida adimensional (sem unidade), para predizer o
vigor relativo de amostras de sementes. Apesar de ndo assumirem uma unidade para o
numero obtido, a expressao comunica o nimero de plantulas emergidas em laboratorio, por
dia (SANTANA e RANAL, 2000).

A velocidade de germinacao calculada foi de 1,44, corroborando
com resultados encontrados por Anese et al. (2011), que obtiveram indice de velocidade de
germinacao de 1,54 em sementes de lobeira ndo tratadas e embebidas em dgua e um indice
maior (4,64) em sementes condicionadas em agua, ja Souza (2014) encontrou resultados
proximos a 2 em sementes da mesma espécie ndo tratadas e embebidas em agua e 2,9 em
sementes hidrocondicionadas.

O tempo médio de germinagdo representa uma média ponderada,
onde o numero de sementes germinadas € o peso de ponderagdao do tempo (SANTANA e
RANAL, 2000). O tempo médio de germinagdo para sementes de Solanum lycocarpum foi
de 9,28 dias. Souza (2014) relatou que o tempo médio de germinagdo em sementes de
lobeira no tratamento controle (embebidas em 4agua e ndo condicionadas) foi de 10,52 dias
e 8,41 e 9,18 dias para os tratamentos de hidrocondicionamento e condicionamento com
PEG, respectivamente.

Os poligonos de frequéncia de germinacao das sementes de lobeira
resultaram em um grafico polimodal (Figura 4), caracterizando uma germinacao bastante
heterogénea. Foi possivel observar que, enquanto algumas sementes protrundiram e deram
inicio ao desenvolvimento (Figura 5) em torno de oito dias de embebicao, outras sementes
sO protrundiram aos 15 dias. Resultados semelhantes foram encontrados por Souza (2014),
que também obteve um grafico polimodal para a frequéncia de germinag¢do de sementes de
Solanum lycocarpum e concluiu que a germinagdo de sementes da espécie apresenta um

padrdo heterogéneo.
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Figura 4. Frequéncia de germinagao (%) de sementes de Solanum lycocarpum.

Figura 5. Desenvolvimento da raiz primdria apds a protrusdo de sementes de lobeira
embebidas em agua. A — protrusdo apds a embebicdo durante nove dias; B —
semente de lobeira germinada apds 10 dias de embebicdo; C — semente de
lobeira apds 12 dias de embebigdo; D — semente de lobeira apos 15 dias de

embebi¢do. Barras representam 1,0 mm.
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Bewley et al. (2013), afirmaram que populagdes de sementes de
espécies ndo cultivadas sdo bastante desuniformes, com algumas sementes que completam
a germinacao relativamente cedo e outras requerem tempo mais longo, estendendo o tempo
requerido para determinar a percentagem total de sementes vidveis dessa populacdo, e que
este ¢ também o perfil de germina¢do que ocorre quando ha menor disponibilidade de
agua, isto ¢, a conclusdo da germinagdo ¢ atrasada e a uniformidade ¢ reduzida.

Sementes de S. Ilycocarpum possuem dorméncia imposta pela
resisténcia do endosperma micropilar ao crescimento da radicula (PINTO et al., 2007). De
acordo com 0s mesmos autores, para que ocorra a germinacdo em sementes de S.
lycocarpum € necessario o enfraquecimento do endosperma micropilar, assim como o
crescimento do embrido. Essa € uma possivel explicacdo para o baixo indice de velocidade
de germinagdo, alto valor de tempo médio de germinacdo e para a heterogeneidade de
germinacao nos resultados obtidos.

A extracdo do RNA da regido embrionaria de sementes de lobeira

®
utilizando o "kit"— NucleoSpin RNA Plant da Macherey-Nagel gerou RNAs totais com

alta qualidade, integros e livres de impurezas (Figura 6).

Figura 6. Gel de agarose a 1%, mostrando a corrida eletroforética do RNA total
extraido da regido embrionaria de sementes de Solanum lycocarpum. M -
marcador 1kb DNA Ladder; 1, 2, 3 ¢ 4 — embrido aos 1, 5, 10 e 15 dias de

embebicado, respectivamente.
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Para os genes de referéncia testados nas amostras utilizadas foi
possivel observar que os resultados de Ct para o gene 18S (Figura 7) apresentaram
variagdo expressiva entre as amostras avaliadas, com médias variando de 7,08 a 8,6.

Esses resultados indicam que, apesar de ser amplamente utilizado
em analises moleculares (FIELD et al.,, 1988), como por exemplo para o estudo de
expressio de genes em sementes de café (FARIAS et al., 2014) e Magnolia ovata (JOSE et
al., 2008), nao foi considerado como opg¢ao para normalizar os dados obtidos durante a
germinacao de sementes de Solanum lycocarpum.

No caso do gene metalotioneina (MTP), escolhido para a
normaliza¢do dos dados de expressdao génica obtidos de embrides de sementes de lobeira, a
variacdo obtida foi menor que 1 Ct durante os tempos de germinacdo avaliados, com
médias variando de 19,10 a 19,48 (Figura 8). Isso indica estabilidade de expressao em
todos os tecidos independente do tempo de embebigao.

Marques (2012), trabalhando com Physalis angulata L., também
pertencente a familia das Solanaceas, avaliou diferentes genes de referéncia e concluiu que
o gene MTP foi considerado o mais estavel para ser usado como normalizador. Segundo
Walker et al. (2009), um gene endogeno controle ideal ¢ aquele que ¢ expresso de forma
estavel dentro de amostras a serem comparadas, independentemente das diferengas de

tecido, das condigdes experimentais ou tratamentos.
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Figura 7. Ct do gene 18S em embrides de sementes de lobeira durante a embebicdo. As

barras representam as médias de duas repeticdes bioldgicas.
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Figura 8. Ct do gene MTP em embrides de sementes de lobeira durante a embebicdo. As

barras representam as médias de duas repeticdes biologicas.

Para a expressdo da enzima alcool desidrogenase foi verificado
que, até os cinco dias de embebigdo ela se manteve constante, nao diferindo do tratamento
controle (semente embebida por 24 horas) (Figura 9). Apds a germinagdao, houve uma
queda brusca na expressao da enzima, com valores de expressdo 27 e 71 vezes menor que
o tratamento controle aos 10 e 15 dias de embebicdo respectivamente, diferindo
estatisticamente do mesmo em ambas as situa¢des. Esses resultados, aliados aos resultados
de germinagdo, mostram que o padrao de expressao da enzima alcool desidrogenase se
mantém constante no inicio da embebi¢ao e diminui a partir do momento em que ha
protrusao da radicula, que ocorreu aos oito dias de embebigao. Além disso, o fato de que a
expressdo desse gene se mantém até os cinco dias de embebi¢cdo, mesmo em condicdes
ideais de germinagdo, dao a ideia de que esse pode ser um mecanismo que auxilie as
sementes de lobeira em situagdes de estresse durante o inicio da germinagao.

A dlcool desidrogenase ¢ uma das principais enzimas atuantes na
respiragdo em condi¢des anaerobicas (SACHS et al., 1980). Ela atua na metabolizagdo do
piruvato gerado na glicolise produzindo etanol e oxidando NADH no processo (TAIZ e

ZEIGER, 2013).
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No inicio, a energia para a germinagdo das sementes ¢ fornecida
principalmente pela respira¢do anaerdbica, em seguida, a atividade respiratéria aumenta a
medida que o consumo de oxigénio e liberagdo de didxido de carbono aceleram durante a
embebi¢do (YU et al., 2014). Segundo Bewley et al. (2013), a enzima ADH tende a estar
presente em sementes durante a germinacgdo, e frequentemente esta presente na semente
seca. Em sementes de algumas espécies a atividade da ADH aumenta consideravelmente
(dez vezes ou mais) durante a germinacdo. Quando a germinagdo ¢ concluida, e quando as
condicdes sao mais aerdbicas, a atividade da enzima se torna insignificante.

Tunes et al. (2009) estudaram o padrao isoenzimatico de sementes
e plantulas de cevada e relataram que ha alta atividade da enzima alcool desidrogenase nas
sementes, 0 que nao foi observado nas plantulas, ja que a expressao diminuiu praticamente
a zero com o processo de emergéncia. Os autores afirmaram ainda, que a medida que o
processo de germinagdo avanga e o processo aerobico de geracdo de energia comeca a ser
predominante, a enzima ADH ndo ¢ mais necessaria. O mesmo foi observado por Malone
et al. (2007), estudando o padrao da expressdo da enzima alcool desidrogenase durante a
germinacdo de sementes de arroz, que verificaram a expressao em sementes secas,
diminuindo para zero com o avango do processo de emergéncia de plantulas.

Albuquerque et al. (2009) avaliaram o perfil isoenzimatico de
alcool desidrogenase durante a embebicao de sementes de sucupira-preta e verificaram
intensa atividade da enzima no inicio da embebi¢do em um dos lotes avaliados, com
tendéncia de diminui¢do nas fases finais do processo. Os autores sugerem que a maior
atividade observada no inicio da embebicdo pode ser atribuida a entrada restrita de
oxigénio na semente, favorecendo a rota de respiracdo anaerdbica, evitando que as
sementes ficassem expostas a agdo deletéria do acetaldeido. A medida que a embebigio
progrediu, houve aumento da permeabilidade do tegumento e, portanto, o suprimento de
oxigenio, justificando a diminui¢do da atividade da enzima.

Conley et al. (1999) também verificaram decréscimo acentuado na
atividade da enzima ADH em sementes de uma linhagem selvagem de Arabidopsis durante
a germinacdo, principalmente a partir dos cinco dias de embebicao. Os autores observaram
que a expressdo desse gene (analisados através da técnica de PCR em tempo real), nas
células de plantas sob condi¢des normais de crescimento sdo extremamente baixos, mas

sua expressdo pode ser induzida em situagdes de hipoxia e anoxia. Chung e Ferl (1999)
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também explanaram que ¢ amplamente aceito que o nivel de expressdo do gene ADH em

Arabidopsis ¢ induzido por condi¢des de auséncia ou falta de oxigénio.
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Figura 9. Expressao relativa do gene alcool desidrogenase no embrido de sementes de
Solanum lycocarpum durante o processo de germinagdo. Valores significativos

estao indicados com um asterisco (*).

Ismail et al. (2009), estudando os mecanismos associados a
tolerancia ao alagamento durante a germinag¢dao de sementes de arroz, verificaram que as
plantas se ajustam a condi¢des de baixo nivel de oxigénio através da fermentacao
alcodlica, que reflete no aumento da atividade de ADH. Os mesmos autores observaram o
aumento da atividade de ADH em diferentes pontos durante a germinag¢dao das sementes
com diferencas entre gendtipos tolerantes e intolerantes, sendo que houve um aumento
progressivo da atividade apds 24 horas em condi¢des de baixo oxigénio, sugerindo o papel
significativo de ADH na tolerancia a condigdes de anaerobiose durante a germinagao.

Em andlise de transcriptoma em sementes de trigo durante a
embebi¢do, Yu et al. (2014) observaram que ha expressdo de ADH durante a germinagao.
A enzima € altamente expressa apds 12 horas de embebicdo e decresce bruscamente a
partir das 24 horas, momento em que hé a protrusdo da radicula. Silveira (2014) analisou o
transcriptoma de sementes de Annona crassiflora durante a quebra natural de dorméncia e

encontrou grande quantidade de transcritos da enzima ADH, concluindo que em ambiente
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de cerrado, a limitacdo de 4gua no periodo da germinagdo das sementes pode ter ativado a
rota fermentativa de producdo de energia para continuacdo do crescimento e
desenvolvimento do embrido.

A expressdo da enzima malato desidrogenase no embrido de
sementes de lobeira foi aproximadamente 250 e 28 vezes menor quando comparada ao
tratamento controle aos cinco ¢ 10 dias de embebigdo, respectivamente. Aos 15 dias foi
verificado aumento da atividade da enzima, com valor de expressdo bastante préoximo ao
tratamento controle, motivo pelo qual ndo diferiu estatisticamente do mesmo (Figura 10).
Dessa forma, € possivel inferir que para as sementes de lobeira embebidas em agua o
padrao de expressdo de malato desidrogenase encontrado ¢ de diminuicdo significativa
apds o inicio da embebicdo seguido de aumento progressivo até os 15 dias, ou seja,
conforme o processo germinativo acontece.

A enzima malato desidrogenase catalisa a conversao de malato a
oxaloacetato tendo importante fun¢do de producdo de NADH para o ciclo de Krebs e
geragdo de oxaloacetato, para biossintese de aminoacidos (TUNES et al., 2011) e, durante
o desenvolvimento, as sementes necessitam de maior suprimento energético, com isso a
atividade respiratoria nesses tecidos ¢ mais intensa (TAIZ e ZEIGER, 2013). Essa ¢ uma
possivel explicacdo para a atividade da enzima no primeiro dia de embebicdo, dando a
ideia de que nessa fase os transcritos sdo remanescentes do processo de desenvolvimento.
Segundo Bewley et al. (2013), a respirag@o ¢ intensa nos estadios iniciais da germinacao e
¢ possivel que, pelo menos durante esse periodo, a germinagao acontega utilizando apenas
mRNA residual.

Ao quinto dia de embebicao a baixa atividade da enzima pode estar
atrelada aos resultados de expressao obtidos para a enzima alcool desidrogenase, que esta
presente nessa fase da germinacdo, e ¢ responsavel pela respiracdo anaerdbica, indicando
que a atividade da malato desidrogenase (responsdvel pela respiragdo aerdbica) nesse
momento ndo ¢ necessaria. Conforme ja mencionado, YU et al. (2014) afirmaram que a
energia fornecida no inicio do processo de germinagdo se da principalmente pela
respiragdo anaerobica. Botha et al. (1992) citaram que a atividade da enzima malato
desidrogenase ¢ caracterizada por aumentar apos a embebicdo seguida de declinio varias
horas depois, indicando um possivel papel dessa enzima durante a germinagao.

A partir dos 10 dias de embebi¢do hd aumento da atividade de

malato desidrogenase que continua até os 15 dias, onde se observa novamente alta
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expressdo da enzima, provavelmente pela intensa respiracao, ja que a fase culmina com o
pico da germinagdo (74%), e o processo de respiracdo e transcricdo de RNA continuam

ocorrendo apos a germinacao (Fase I1I), segundo Bewley et al. (2013).
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Figura 10. Expressdao relativa do gene malato desidrogenase no embrido de sementes
de Solanum Ilycocarpum durante o processo de germinagdo. Valores

significativos estdao indicados com um asterisco (*).

Resultados semelhantes foram encontrados por Yu et al. (2014),
que durante a germinacdo de sementes de trigo, observaram aumento progressivo da
expressao da enzima malato desidrogenase. Segundo os autores, esse gene, que esta
relacionado com o metabolismo energético, foi expresso no inicio do processo,
germinativo indicando a ativacdo das atividades respiratorias nas mitocondrias e liberacao
de ATP.

Kim e Smith (1994) explanaram que a expressdo do gene MDH
aumentaram nos cotilédones de pepino imediatamente apds embebicdo das sementes,
seguido de um declinio no nivel de mRNAs, que posteriormente, aumentaram novamente.
Os autores explicaram que o primeiro pico corresponde ao tempo em que a atividade do

ciclo glioxilato ¢ alta, e as reservas lipidicas de sementes estdo sendo mobilizadas. O
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segundo pico corresponde ao periodo em que a fotossintese e fotorrespiragdo estdo
ocorrendo.

Albuquerque et al. (2009) verificaram aumento na atividade da
enzima malato desidrogenase durante a germinacdo de um dos lotes de sementes de
sucupira-preta. Segundo os autores, esse comportamento pode estar atrelado a recuperagdo
de mitocondrias com a indugdo dos reparos durante a germinacao.

Em andlise dos padrdes enzimaticos de sementes e plantulas de
cevada, Tunes et al. (2011) observaram maior expressao da enzima malato desidrogenase,
nas sementes. Sua atividade foi mais intensa nos primeiros estadios do processo de
germinacdo, em que a sintese de novos tecidos da semente requer mais energia para o
crescimento. Nas plantulas, a enzima MDH apresentou-se com menor nimero e
intensidade de bandas, indicando menor atividade respiratoria nessa condicao.

Malone et al. (2007), estudando o sistema isoenzimatico da enzima
malato desidrogenase em sementes de arroz durante a germinacdo, observaram 4 alelos,
sendo que MDH 1, MDH 2 e MDH 4 foram apenas expressos em sementes secas em todos
os ecoOtipos analisados. O alelo que apresentou maior diferencial de expressao foi o alelo
MDH 3, sendo expresso aos 0, 3, 6 e 15 dias. Os autores citam que esses resultados
concordam com a hipdtese de que a maior expressdo da enzima MDH esta associada com a
sintese de novos tecidos nos estadios iniciais do desenvolvimento.

A expressao de actina no embrido de sementes de lobeira foi 1,6 €
1,2 vezes menor que no tratamento controle aos 5 e 10 dias de embebigdo,
respectivamente, nao diferindo estatisticamente do mesmo. Aos 15 dias de embebigdo a
expressdo foi 2,6 vezes menor, diferindo do tratamento controle (Figura 11). E possivel
inferir que a expressao deste gene segue um perfil constante até os 10 dias de embebicao, e
diminui aos 15 dias, conforme a protrusao acontece.

McDowell et al. (1996), estudando a expressdao do gene ACT7 em
Arabidopsis, explicaram que houve relacdo entre a expressdo deste gene e a expansio
celular, assim como Seagull et al. (1987), os quais sugeriram que mudancas dindmicas na
actina foram responséaveis pela expansdo das células em plantas.

Segundo Brunner et al. (2004), pesquisas na literatura revelam que
genes como actina, tubulina, entre outros, sdo bastante utilizados como genes de referéncia
em estudos de expressdo génica em plantas utilizando ensaios de PCR em tempo real, fato

este que pode estar relacionado a expressdo constante nos tecidos avaliados. Além disso,
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durante o processo germinativo, o inicio das fases II e III da germina¢do ndo implica na
paralisacdo das anteriores, de modo que a semente pode apresentar simultaneamente as trés
fases (MARCOS FILHO, 2005). Os resultados obtidos neste trabalho indicam que ha
expansao das células durante todos os tempos avaliados, precedendo a divisdo celular para
que haja a protrusdo da radicula, justificando a expressdo constante de actina durante a
embebigao.

Li et al. (2005) verificaram a expressdo de actina em tecidos
vegetais de algodao, com os genes GhACTI, GhACT2, GhACT4, GhACTS5 e GhACTII,
sendo predominantes nas células das fibras, sendo que o gene GhACTI foi expresso
especialmente na fase de alongamento dessas células. COSTA (2009), utilizando a técnica
de PCR identificou a expressdo do gene ACT2, que esta envolvido no processo de
germinacdo das sementes de pinhdo manso, em todas as sementes embebidas em agua
durante 24, 48, 72 e 96 horas. McDowell et al. (1996) ndo verificaram a expressdao do gene
ACT7 durante o desenvolvimento de embrides de Arabidopsis, porém, foi detectada alta
expressao apos a secagem no final da maturagdo, que persistiu durante a embebigao.

Entretanto, José et al. (2009) observaram aumento da expressao do
gene ACT2 em sementes de Magnolia ovata durante a embebigdo. Farias et al. (2014)
analisaram a expressao de actina no embrido das sementes de café¢ e verificaram que a
expressao nao aumentou significativamente nos trés primeiros dias quando embebidas em
agua, o que, todavia, ocorreu aos seis dias, seguido de uma reducdo da quantificacdao
relativa aos nove dias de embebicao. An et al. (1996), ao avaliarem a expressao conservada
de actina em plantas de Arabidopsis, verificaram variagdes na expressao dos genes ACTI-
GUS e ACT3-GUS, sendo que a expressao foi observada preferencialmente no polen, tubos
polinicos e em todos primérdios de 6rgaos, incluindo raizes, brotos, e inflorescéncia.

Segundo Gilliland et al. (2003), o gene ACT7 participa da divisdo e
expansao celular, afetando a protusdo da radicula e o crescimento de plantulas. Por esse
motivo, uma deficiéncia em actina pode dificultar o afrouxamento dos tecidos de cobertura
da semente e impedir expansdo adequada da radicula, prejudicando a protrusdo. Os
mesmos autores sugeriram ainda que, provavelmente, AC77 é o principal gene de actina
envolvido no controle do crescimento da ponta da radicula e divisdo celular.

E provavel que a queda na expressio aos 15 dias de germinacio
tenha ocorrido, pois, conforme descrito na metodologia, foram isolados embrides de

sementes ndo germinadas. Dessa forma, presume-se que as sementes ndo germinadas nesse



36

periodo fossem aquelas com metabolismo lento, justificando a lenta expansdo celular.
Além disso, vale enfatizar que as sementes de Solanum lycocarpum possuem dorméncia

(PINTO et al., 2007), acentuando ainda mais essa questao.
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Figura 11. Expressdo relativa do gene actina no embrido de sementes de Solanum
lycocarpum durante o processo de germinacdo. Valores significativos estdo

indicados com um asterisco (*).

A expressao da enzima ciclina foi 0,43 vezes maior que o
tratamento controle aos cinco dias de embebicao, 1,17 vezes aos 10 dias ¢ 0,16 aos 15 dias
de embebicdo e nao diferiram do tratamento controle em nenhum dos tempos avaliados
(Figura 12). Embora ndo significativo, pode-se dizer que o perfil de expressdao da ciclina
para sementes de lobeira apresenta um pico de expressdao aos 10 dias de embebigdo, que
coincide com o momento da protrusdo da radicula.

As Cdks (quinases dependentes de ciclinas) sdo ativadas e
inativadas ao longo do ciclo celular, promovendo, em consequéncia, padrdes ciclicos de
fosforilagdao de proteinas que desencadeiam ou regulam os principais eventos do ciclo. A
atividade das Cdks oscila em resposta a associagdo com proteinas regulatorias
denominadas ciclinas, que apresentam padrao ciclico de acimulo e degrada¢do durante o

ciclo, sendo periodicamente sintetizadas ao longo de todo o periodo interfisico e
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degradadas rapidamente no final da mitose (JUNQUEIRA ¢ CARNEIRO, 2013). De um
modo geral, a sintese de ciclinas e a consequente ativagdo de Cdk sempre resultam na
fosforilagdo de proteinas especificas que promovem a progressdo do ciclo celular
(CARVALHO e RECCO-PIMENTEL, 2007).

A expressdo ndo significativa aos cinco dias de embebicao pode ser
explicada, pois, nesse momento, que precede a protrusdo, nao ha intensa divisdo celular,
conforme indicam os resultados da expressdo de actina, o crescimento nesse momento ¢é
marcado pela expansdo celular. Segundo Bewley et al. (2013), ha ampla evidéncia de que
em muitas espécies a conclusdo da germinagdo ocorre na auséncia da mitose, a qual ocorre
mais tarde, durante o subsequente crescimento da radicula.

Os resultados de expressdo aos 10 dias aliados aos resultados de
germinacao dao a ideia de que, a tendéncia de aumento observada estd ligada ao momento
da protrusdao da radicula, onde ha intensa divisdo celular. De acordo com Bewley et al.
(2013), a protrusao da radicula se da pelo alongamento celular e ¢ seguida quase que
imediatamente por seu crescimento, devido a divisdo celular e alongamento das células
recém-formadas. Assim, a divisdo celular ¢ um fendmeno pds-germinacao, contribuindo
para o crescimento do eixo e estabelecimento das plantulas.

Nurse e Bisset (1981), trabalhando com mutantes da levedura
Schizosaccharomyces pombe, verificaram que o gene CDC?2 participa do controle do ciclo
celular, e atua em dois pontos independentes: ¢ necessario na fase G1 para a divisao celular
e em G2, para o controle da mitose. Em arroz transgénico com a superexpressao de uma
proteina que inibe a atividade da Cdk, foi verificada inibicdo do enchimento de graos e,
portanto, da produgdo de sementes, indicando que a inibi¢ao de Cdk diminui a produgdo de
células, por inibir a progressdo do ciclo celular (BARROCO et al., 2006).

Fukuhara et al. (1999) analisaram a expressdo de transcritos
relacionados ao gene CDC2 durante a germinacdo precoce e tardia de sementes de
Mesembryanthemum crystallinum e observaram aumento de transcritos apos a absor¢ao de
dgua em sementes germinando precocemente e auséncia em sementes de germinacao
tardia. Gendreau et al. (2008) estudaram a expressdo de quinases dependentes de ciclina e
ciclinas durante a germinagdo no embrido de sementes de cevada e concluiram que a
hidratacdo dos embrides resultou na indu¢ao do ciclo celular. Além disso, foi verificado
aumento progressivo de CDKBI e CDKD1 durante a embebicdo. O aumento na expressao

das ciclinas CYCA3 e CYCBI foi observado apds seis e 12 horas de embebicio
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respectivamente, sendo que a protrusdo da radicula ocorreu ap6s 12 horas de embebigao.
Os mesmos autores concluiram que a progressio do ciclo celular ¢ regulada pela

associacdo de quinases e ciclinas.
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Figura 12. Expressdo relativa do gene ciclina no embrido de sementes de Solanum

lycocarpum durante o processo de germinagao.

Farias et al. (2014) analisaram a expressao do gene de quinase
dependente de ciclina durante a germinagdo de sementes de café e verificaram uma
estabilidade de expressao até o sexto dia de embebigdo, seguido de um aumento expressivo
aos nove dias, momento da protrusdo da radicula. Os autores explicaram que durante a
embebicdo, a fase II ¢ alcancada pelas sementes de café quando a atividade das ciclinas ¢
inibida por quase toda fase G1, devido a mecanismos celulares que inibem sua reativagao.
Superada esta inibigdo, a enzima em estudo reativa seus mecanismos celulares, ocorrendo
divisdes e diferenciacao celular (fase III).

Outros autores comprovam ainda, a relacdo das ciclinas com o
controle da divisao celular através de indu¢des de estresse, com o intuito de verificar se ha
a paralisa¢do da atividade mitotica e, portanto, menor expressao de ciclinas. Schuppler et

al. (1998) propuseram que o estresse hidrico sinaliza a agdo do gene CDC?2 pelo aumento
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da fosforilacdo de tirosina, mudando para a forma inibida e retardando a producdo de
células, relacionando a atividade mitotica a regulacao do gene CDC2.

Em sementes de Magnolia ovata houve redugdo nos niveis de
mRNAs de CDC2 quando as sementes foram submetidas a secagem a baixa quantidade de
agua. Entretanto, quando as mesmas foram embebidas, os niveis de transcritos
aumentaram, mesmo em sementes que foram secadas, as quais tinham baixa viabilidade
(JOSE et al., 2009). Reichheld et al. (1999), analisando o efeito do estresse oxidativo em
plantulas de tabaco, sugeriram que esse tipo de estresse inibe a divisdo celular no
meristema radicular via paralisacdo especifica nas fases G1 e G2, fazendo com que as
células permanecam nessas duas fases, sem avancar. Os autores verificaram ainda que
concomitantemente com essa paralisacdo houve inibicdo de genes relacionados ao ciclo
celular, como as ciclinas.

A queda na expressdo de ciclina aos 15 dias, assim como ocorrido
para a expressao do gene de actina, pode estar relacionada as questdes da metodologia do
trabalho, onde foram isoladas apenas as sementes nao germinadas as quais, presume-se que
possuiam metabolismo lento, acentuada pela dorméncia conforme ja& mencionado, dai a
menor expressao de ciclina.

A expressao do gene sHSPs 17.6 teve um decréscimo nao
significativo de 1,47 vezes aos cinco dias de embebicdo seguido de um decréscimo
significativo a partir dos 10 dias de embebigdo, permanecendo baixa até os 15 dias, com
valores de expressao 4,25 e 5,71 vezes menor que o tratamento controle aos 10 e 15 dias,
respectivamente (Figura 13). Dessa forma, o perfil encontrado para o gene sHSP 17.6 foi
de expressao constante até os cinco dias de embebicdo e queda na expressao a partir dos 10
dias, coincidindo com o momento da protrusdo da radicula.

A tolerancia a dessecacdo em sementes ortodoxas € adquirida
durante o desenvolvimento e perdida durante a embebig¢do/germinacdo (FARIA et al.,
2005). As proteinas sHSPs desempenham sua funcdo durante o estresse térmico por manter
ou restaurar a estrutura de proteinas e prevenir sua irreversivel desnatura¢dao, podendo
exercer fun¢do similar no momento da aquisi¢do de tolerdncia a dessecacdo. O papel
especifico que elas desempenham durante a tolerncia a dessecacdo ainda nao € totalmente
conhecido, porém sugere-se que elas fagam parte de um grupo de grandes e pequenas
moléculas que interagem com as células no sentido de assegurar que nao haja danos no

momento em que a dgua ¢ retirada da semente (BEWLEY et al., 2013).
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Figura 13. Expressao relativa do gene heat shock protein 17.6 no embrido de sementes de
Solanum lycocarpum durante o processo de germinagao. Valores significativos

estao indicados com um asterisco (*).

Quando as sementes sdo colocadas em ambiente propicio para a
germinacdo, tem inicio a hidratacdo; as células embrionarias mantém a capacidade de
tolerancia a desidratacdo durante a primeira etapa da embebi¢do, mas a reducdo do
suprimento de agua ou a sua paralisacdo provocam prejuizos crescentes € proporcionais a
evolucdo da atividade metabdlica das sementes (MARCOS FILHO, 2005). Segundo
Bewley et al. (2013), dentre os genes que aumentam a sua expressao durante a maturagao e
a secagem, podem ser citadas as proteinas de choque térmico, as quais tém sua sintese
aumentada antes da perda de agua no final da maturacdo. O aumento dos transcritos no
momento da perda de 4gua provavelmente acontece para que seus produtos sejam
traduzidos no inicio da germinagao.

Levando em conta as informagdes descritas sobre o processo de
germinacdo e a tolerancia a dessecac¢do aliadas ao fato de que, sementes de Solanum
lycocarpum sdo dispersas em ambiente de cerrado, onde condigdes estressantes,
principalmente em relagdo a falta de dgua, sdo observadas em determinadas épocas do ano
(ELIAS et al., 2003), a expressdo do gene sHSP 17.6 aos um e cinco dias de embebicao,

indica que ele pode estar envolvido em uma das estratégias que, atuando em conjunto com
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outros fatores, permitem que as sementes germinem sob situagdes de estresse encontradas
em seu ambiente de dispersdo durante o inicio da germinagao.

Resultados semelhantes foram encontrados por José et al. (2009),
que estudando a expressdo de genes durante a secagem e embebigdo, concluiram que o
padrdo de expressdo do gene sHSP 17.5 sugere a participagdo deste gene em mecanismos
de prote¢ao durante a embebigdo de sementes de Magnolia ovata. Assim como Hoekstra et
al. (2001), que relatam que sHSPs podem atuar como chaperonas moleculares durante a
desidratacdo de sementes e nos primeiros dias de reidratagcdo. Além disso, Marques (2012),
trabalhando com Physalis angulata L., espécie quem também pertence a familia das
Solanéceas, obteve valores de expressdao proximo a 1,0 para os genes de sHSP 17.6 e 18.7
em sementes embebidas em agua por 24 horas. O mesmo autor verificou que ambas as
proteinas tiveram a expressdo induzida quando germinadas em situacdo de estresse
osmotico.

Os resultados de expressao de sHSP 17.6 obtidos neste trabalho, se
comparados aos de germinacao, permitem inferir que a queda na expressao a partir do
momento da protrusdo da radicula reforca a ideia ja mencionada de que as proteinas de
choque térmico estdo ligadas a protecao das sementes sob condi¢des adversas durante a
embebicdo, e que a menor atuagdo dessas proteinas coincide com o momento em que as
sementes perdem mecanismos de tolerancia a dessecagdo. Além disso, verificou-se
aumento de divisdes celulares, mostrada pelo aumento nos valores de expressao de ciclina,
ao mesmo tempo em que a expressao de sHSP /7.6 diminui e, segundo Marcos Filho
(2005), a fase intolerante se acentua com o aumento das divisdes celulares que
caracterizam a retomada do crescimento embrionario.

Wehmeyer et al. (1996) verificaram que sHSP 17.6 sdo expressas
durante o desenvolvimento da semente de Arabidopsis em um padrao semelhante ao
observado em outras espécies: sdo detectadas pela primeira vez em meados de maturacao,
se tornando mais abundantes em sementes secas e declinam durante a germinagao.
Wehmeyer e Vierling (2000) sugerem que as sHSPs tem papel geral de prote¢do para as
sementes € que ha reducdo nas sHSPs conforme as sementes perdem a tolerancia a
dessecacdo, indicando ainda que a expressdo do gene sHSP 7.4 pode prevenir a agregacao
irreversivel de proteinas durante a dessecag@o e/ou auxiliar no reenrolamento de proteinas
desnaturadas durante a embebi¢do. Resultados semelhantes foram encontrados por Soeda

et al. (2005), os quais observaram queda na expressdo do gene sHSP [7.6 durante a
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germinagdo em sementes de Brassica oleraceae. Kotak et al. (2007) analisaram a
expressdao dos genes HSP [7.4 e HSP 17.7 durante o desenvolvimento e a embebicao de
sementes de Arabidopsis ¢ concluiram que os niveis de transcritos de HSP foram bastante
afetados pela embebicao. O padrio de expressdo encontrado pelos autores foi de aumento
durante o desenvolvimento, com pico de expressdo em sementes secas € queda com o
avanco do processo de embebigao.

A expressdo do gene glutationa-S-transferase foi 4,7, 8,6, e 20,4
vezes menor que o tratamento controle aos cinco, 10 e 15 dias respectivamente, diferindo
significativamente do mesmo em todos os tempos avaliados (Figura 14). Sendo assim, ¢
possivel inferir que a expressao desse gene € baixa durante a germinacao de sementes de
lobeira e decresce conforme ela progride.

Segundo Marrs (1996), dentre as fungdes exercidas pela enzima
glutationa-S-tranferase, pode ser citada sua acdo em resposta ao estresse, incluindo o
oxidativo. Como essa enzima estd envolvida com o estresse, ¢ provavel que a maior
expressao no inicio da embebicdo tenha sido remanescente de transcritos acumulados
durante o desenvolvimento para auxiliar na protecdo de algum estresse causado pela
secagem no final do desenvolvimento da semente.

Conforme descrito por Weitbrecht et al. (2011), muitos transcritos
abundantes em sementes secas refletem a transcricdo durante a maturagao da semente.
Durante as fases de absor¢cdo de agua I e II grandes alteragdes metabdlicas ocorrem em
sementes, o metabolismo ¢ reativado com enzimas que foram armazenadas na semente
durante a maturagdao. De acordo com Barbedo e Marcos Filho (1998), enzimas associadas
exclusivamente a processos pos-germinativos t€ém sua producdo induzida pela secagem da
semente durante seu processo de desenvolvimento/maturagao. Marcos Filho (2005),
explica que a retomada do crescimento ¢ controlada via porgdes ativas do genoma, de
modo que o RNAm sintetizado no fim da maturagao ¢ responsavel pelo fluxo inicial de
informacdes genéticas, em seguida novos RNAm sdo sintetizados. Bewley et al. (2000)
também explicaram que a retomada metabodlica se utiliza da estrutura e dos componentes
enzimaticos pré-existentes nas sementes, que foram conservados durante o periodo de
quiescéncia.

Em muitos casos os transcritos mais abundantes em sementes secas
sdo rapidamente degradados apds a embebicdo (WEITBRECHT et al., 2011). Além disso,

as enzimas e metabdlitos exibem suas fun¢des somente apds a hidratacdo do meio em que
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estdo (VOET e VOET, 2004 apud GUIMARAES et al., 2008). Sendo assim, é provavel
que a queda na expressdo apos a embebicdo tenha ocorrido por esse motivo, ja que as
sementes germinaram em condicdes em que ndo ha estresse, assim, as enzimas nao
precisaram atuar. Yildirim et al. (2011) avaliaram a tolerdncia ao estresse salino na
germinagdo e emergéncia de Physalis peruviana e concluiram que a espécie, que também
pertence a familia das Solanaceas ¢ tolerante ao estresse salino durante a germinagdo, mas

torna-se sensivel na emergéncia e estadios iniciais das plantulas.
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Figura 14. Expressao relativa do gene glutationa-S-transferase no embrido de sementes de
Solanum lycocarpum durante o processo de germinagdo. Valores significativos

estao indicados com um asterisco (*).

Os resultados disponiveis na literatura reforcam a ideia de que a
expressao do gene GST estd ligada a condigdes estressantes e, muitas vezes, ¢ induzida
nessas situacdes. Roxas et al. (2000) observaram que tratamentos de estresse térmico e
salino aumentaram a peroxidacao lipidica e inibiram o crescimento de plantulas selvagens,
ao passo que a superexpressdo do gene GST em plantas de tabaco transgénicas tiveram
danos oxidativos reduzidos.

Souza (2009) estudou a expressdo do gene GST em sementes de

Physalis peruviana e nao verificou influéncia de tratamentos de condicionamento
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fisiologico, sendo que a expressdo foi maior em sementes secas. Quando foi avaliada a
expressdo na parte aérea e raizes de plantulas com 10 dias oriundas de sementes
osmocondicionadas ¢ ndo osmocondicionadas, foi verificada a indugdo da expressdo do
gene naquelas submetidas as solugdes salinas. O autor afirma que € possivel que o
osmocondicionamento tenha favorecido a expressdo do gene GST e que o aumento da
expressdo provavelmente contribuiu para a sintese de enzimas antioxidantes, que
protegeram as plantulas do efeito da salinidade e danos oxidativos.

Jha et al. (2011) estudaram os perfis de expressao do gene ShGST
em plantas de tabaco sob diferentes condi¢Oes abioticas de estresse e verificaram que a
superexpressao do gene coincidiu com a alta germinagdo das sementes transgénicas e
sobrevivéncia maior em relacdo ao tipo selvagem, indicando que a expressdo desse gene
foi induzida por diferentes estresses € que o mesmo desempenhou uma funcdo vital na
tolerancia a esses estresses. Sendo assim, os autores concluiram que a superexpressao de
GST provavelmente esta ligada a melhoria no crescimento de plantas, especialmente
quando essas sdo expostas a condi¢des estressantes.

Segundo Bewley et al. (2013), a elevada taxa respiratoria em
tecidos intolerantes a dessecacdo, pode resultar em aumento da geracdo de espécies
reativas de oxigénio e subsequente lesdo oxidativa. Embora as sementes estivessem
respirando durante o processo de embebi¢cdo, momento onde os tecidos perdem a tolerancia
a dessecacdo, os resultados obtidos excluem a participacdo da enzima glutationa-S-

transferase nesse sentido, indicando a atuacdo de outro mecanismo de reparo nesse caso.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os perfis de expressdo génica nos embrides de
sementes de Solanum lycocarpum St. Hill obtidos durante a germinacdo foi possivel
verificar que, as sementes de lobeira ativam o metabolismo para a respiragdo, divisdao e
expansdo celular durante o crescimento do embrido e que, além disso, atuam nas sementes

mecanismos de protecao a estresses que podem ocorrer durante o processo de germinagao.
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8. CONCLUSAO

Durante a germinagdo de sementes de lobeira a expressao de genes
relacionados a respiracdo anaerobica e tolerancia a dessecagdo como o ADH e HSP 17.5
respectivamente, ¢ constante durante a embebi¢do e diminui apos a protrusao da radicula.
Ja a expressao do gene ACT7, responsavel pela expansao celular, ¢ constante durante todo
o processo de embebigao.

A expressao de ciclina (CDC2) aumenta durante a embebigao, com
pico que coincide com a protrusao da radicula, momento de intensa divisdo celular.

O gene GST tem expressao reduzida apos o inicio da embebicao,
fase em que ha perda da tolerancia a dessecagdo, decrescendo conforme o processo
germinativo acontece.

O gene MDH, envolvido com a respiragdo aerObica, apresenta
queda apos o inicio da embebicdo, porém, tem sua expressdo aumentada conforme a

germinagao progride.
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