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RESUMO

Sementes de ipé-amarelo sdo consideradas ortodexdspdem de
alguns mecanismos que auxiliam na tolerdncia aedasdo, a exemplo de
proteinas resistentes ao calor e a presenca denastde protecdo contra a
producéo de radicais livres. Para investigar defia secagem na qualidade das
sementes de ipé-amarelo coletadas com 28% teorgde atilizou-se dois
métodos: secagem lenta (30°C) e secagem rapida)(4&® atingirem teores de
agua iguais a 20%, 15%, 10% e 5%. A qualidade el stes foi avaliada por
meio dos testes de germinacdo, velocidade de gacAvn emergéncia,
velocidade de emergéncia, T50 e teor de agua. \Fdiada a expressdo das
proteinas resistente ao calor e das enzimas @t@lsT), esterase (EST) e
isocitrato liase. A expressao dos gerntdSRL7.5, CAT3 e ICL6 foi quantificada
por meio da técnica dBCR em tempo real. Tanto a secagem lenta quanto
rapida foram eficazes para a reducéo do teor de, &gmdo gasto menor tempo
na secagem rapida. Maiores valores de germinagagoe foram obtidos em
sementes com teor de 4gua de 20%, submetidas gesecdpida. Tanto na
secagem lenta quanto na rapida, houve a inducdexpieessdo de proteinas
resistentes ao calor. Ocorreu variagdo no padréwofgrético das enzimas
catalase, esterase e isocitrato liase em semeoteretidas aos diferentes
tratamentos. A expressdo de proteinas em semeatg®-damarelo varia em
funcdo dos métodos de secagem e teores de aguamaates. A secagem de
sementes de ipé-amarelo até os teores de agualéngel0% compromete a
gualidade fisiolégica das mesmas.

Palavras-chave: Isoenzimas. EnzinRiEqPCR Ipé-amarelo.



ABSTRACT

The yellow-ipe seeds are considered orthodox, amage hsome
mechanisms that assist in desiccation toleranke,Heat-resistant proteins and
the presence of protective systems against freealgatoduction. For investigate
the drying effect on the quality of yellow-ipe seecbllected with 28% water
content was used two methods: slow drying (30 @) fast drying (45 °C) until
water contents equal to 20%, 15%, 10% and 5%. §eality was assessed by
germination test, speed germination, emergencegdsgenergence, T50 and
water content. It was assessed the heat-resistateins expression and catalase
enzymes (CAT), esterase (EST) and isocitrate lyd$e expression genes
sHSP17.5, CAT3 and ICL6 were quantified by PCR néplre in real time. Both,
the slow and fast drying were effective for the evatontent reduction, and less
time spent in fast drying. Higher values of gerrtioraand vigor were obtained
in seeds with a water content of 20%, subjectdddbdrying. Both, the slow and
fast drying, there was induction of protein expr@ssesistant to heat. There was
variation in the electrophoretic pattern of theatade enzymes, esterase and
isocitrate lyase in seeds subjected to differexgtinents. The proteins expression
in yellow-ipe seeds varies depending on methoddryihg and water content of
seeds. The drying of yellow-ipe seeds until theewabntent between 15 and
10% compromises the physiological quality of them.

Keywords: Isoenzymes. Enzymes. RTgPCR. Yellow-ipe.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, Handroanthus serratifoliatem sido estudada por ser uma
espécie de alto valor econdmico, ornamental, maalice ambiental. A
propagacao ded. serratifolia € feita por sementes, que sdo produzidas em
grande quantidade, porém, sua exploracdo indigtahai tem levado a
diminuic@o de populacBes dessa espécie.

Nesse contexto, a producdo de sementes de ipélanzom alta
gualidade é importante para a formacdo de mudasa pefforestamento,
arborizagéo urbana, producdo de madeira, entrasoaplicacoes.

As sementes dél. serratifolia sdo consideradas ortodoxas, ou seja,
apresentam tolerdncia a dessecacdo, podendo sédfradatas para o
armazenamento, embora apresentem nessas condig@emcbes ha
porcentagem de germinacao.

A tolerdncia a dessecacdo tem sido atribuida a omjumto de
mecanismos que envolvem dentre varios fatorestessimle aclcares, presenca
de sistemas de protecdo contra a producdo de isadivees durante a
dessecacdo e a producao de proteinas resisterdalao

A resposta a desidratacdo de sementes ortodorflsenciada pela taxa
de secagem, assim como a toleréncia a dessecatégidis vegetativos. Maior
tolerancia a dessecacdo das sementes é observadsecagem lenta,
presumivelmente devido ao tempo concedido paradac@o e operacdo dos
mecanismos de protecdo. A secagem rapida impedeprosessos de
recuperacao, sendo necessario mais tempo parpassaa reidratacao.

A expressdo de proteinas resistentes ao calorwveesds classes tem
sido um dos mecanismos mais estudados na adaptixfmrganismos a
condi¢cdo de estresse. Essas proteinas sdo altaroestyvadas e participam de

varios processos celulares em diferentes tecidesgaglios de desenvolvimento,
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a exemplo do grupo de proteinas conhecidas ddB# (Late Embryogenesis
Abundant que sao codificadas por genes expressos durantéases de
maturacdo e secagem de sementes.

Estudos relacionados ao mecanismo de toleranci@saedacdo em
sementes florestais, em nivel molecular séo essa$Zm meio de técnicas
moleculares é possivel o entendimento de cardatagdioquimicas associadas
a tolerancia a dessecacéo e a qualidade de sementes

Dessa forma, o estudo da expressédo génica em tesmsaibmetidas a
diferentes métodos de secagem, € importante na llesqovas tecnologias,
visando a produc¢éo de sementes de alta qualidade.

Sendo assim, objetivou-se na presente pesquis@@araealqualidade
fisiologica e expressao de proteinas em sementékadedroanthus serratifolia

submetidas a secagem.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia e caracteristicas do ipé-amarelo

O ipé-amarelo, também conhecido como, pau-d’arcaralm pilva-
amarela, ipé- ovo-de-macuco, tamura-tuira, ipéaige-do-cerrado e opa, é
uma espécie arboérea pertencente a famitimoniaceaeDurante algum tempo,
os ipés foram classificados no géndrabebuia porém estudos de filogenia
molecular realizados por Olmstead e Grose (206€Miram essas espécies em
Handroanthussp, sendo agorélandroanthus serratifoliam nome cientifico para
o ipé-amarelo antes chamatabebuia serratifolia.

O ipé-amarelo possui interesse econdmico madeireimamental e
medicinal. A madeira € empregada em marcenariastemdes pesadas e
estruturas externas, tanto civis quanto navais. x@berancia durante o
florescimento faz com que essa espécie seja d@dize arborizacdo de ruas,
pracas, parques e avenidas (LORENZI, 2008).

Sendo o ipé-amarelo uma arvore do tipo caducifélies folnagem é
renovada anualmente; as folhas caem no invernoaee@m logo apds a
floracdo, que ocorre no periodo de julho a outu®.frutos amadurecem no
periodo de outubro a dezembro, produzindo grandmtimlade de sementes
leves e aladas, que séo dispersas rapidamente (MZDIRES92).

Varias espécies do génerabebuiacontém na casca e no cerne do caule
guantidades variaveis do lapachol, e outras sutisisimilares, dotadas de
forte atividade bactericida (PARK et al., 2005)ndicida (PORTILLO et al.,
2001), antiofidica (NUNEZ et al., 2004) e antitualdlCHENNA et al., 2001).

Ha dificuldades no processo de obtencéo das sesndatgé-amarelo,
Tabebuia serratifoligVahl.) Nich., em virtude das caracteristicas middicas,

pois trata-se de uma arvore que mede até cerca uled2 altura, tronco ereto e
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cilindrico, de 60-80 cm de diametro, frutos deiseencom sementes aladas,
ocorrendo anos de baixa ou nenhuma producgéo dens=m® curto periodo de

viabilidade das sementes e sua floracdo anuabsdtmém fatores que limitam a

manutencao de sementes, 0 que, consequentemanitiz diproducdo de mudas
em viveiros em diferentes épocas do ano (SOUZA ,e2@05).

2.2 Desenvolvimento e qualidade de sementes

O processo de desenvolvimento ou maturacdo de sesn@mrcontrolado
geneticamente e envolve uma sequéncia ordenadfiedacées morfolégicas,
fisicas, fisiol6gicas e bioguimicas que ocorrenaiipda fecundacgéo do 6vulo e
prosseguem até o momento em que as sementes igameidiologicamente da
planta, ou seja, quando atingem a maturidade digich (BELTRATI; PAOLI,
2003).

Em Tabebuia serratifoliaa maturidade fisiolégica das sementes é
alcancada aos 53 dias apds a antese, com teorude efig torno de 30%
coincidindo com o acimulo maximo de matéria seeammacao e indice de
velocidade de germinacéo, além de decréscimo nmodegolifendis e maior
expressdo de proteinas resistentes ao calor ei@o da abertura dos frutos
(CARVALHO et al., 2008).

O desenvolvimento das sementes ortodoxas é ger@rseparado em
trés estagios distintos, sendo o estadio | correfpue a histodiferenciacéo,
onde ocorre a formacao do eixo embrionario, caiibéd(s) e o endosperma
triploide. No estadio Il, ha expansao celular, dégfio de reservas nas células e
alteracdes nas membranas. O acumulo de matérigg¢datensificado a seguir,
inclusive com a produgdo de proteinas do ftifitA - Late Embryogenesis
Abundant até atingir o valor maximo, iniciando-se lentateea desidratagéao,

concomitante ao acumulo de reservas. O estadimitesponde a secagem até
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gue as sementes atinjam o ponto de equilibrio camidade relativa do ar. Em

espécies ortodoxas, essa etapa é caracterizadadgmtiratacdo maxima da
semente, paralelamente a reducao dos niveis de d@lzstisico e organizacéo do
sistema de membranas (MARCOS FILHO, 2005).

Em espécies florestais nativas € comum a ocorré&cisementes com
baixa longevidade natural, como foi observado pibvaSet al. (2011) em
sementes dd. serratifolia que quando armazenadas em condi¢cdo ambiental,
sujeitas as variacdes nos teores de agua e teomperabtiveram germinacao
nula aos nove meses. Sabe-se que a secagem quatiddas as peculiaridades
das espécies, pode aumentar o potencial de arnibilidede de sementes.
Ressalta-se que sementes de ipé séo classificanmsartodoxas, pois toleram

a dessecacéo.

2.3 Tolerancia de sementes a dessecacgéo

A toleréncia a dessecacgdo pode ser definida cornapacidade das
sementes de sobreviverem a remocdo de parte dacaguar sem provocar
danos irreversiveis, permitindo a sobrevivéncia @ndicBes extremas do
ambiente e a permanencia em um estado de anirmaggensa durante longos
periodos de tempo (LEPRINCE; BUITINK, 201@credita-se que a tolerancia
a dessecacdo ndo pode ser atribuida a um simplEmis®o de protecdo; ao
contrario, parece ser um fenbmeno multifatorial gne cada componente é
igualmente critico, agindo em sinergismo e contlmlapelo genoma
(LEPRINCE; HENDRY; McKERSIE1993).

De acordo com Roberts (1973), as sementes podersempar dois tipos
de comportamento distintos em relagdo a toler&dassecacaéds sementes
ortodoxas (anidrobiédticas) sdo aquelas que podemdessdratadas até o valor

final de cerca de 5% de dgua e armazenadas a -Hf€kstra, Golovina e
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Buitink (2001) designaram como anidrobibticas asesges que apresentam
elevado grau de sobrevivéncia em ambientes seesampya de agua.

As sementes recalcitrantes (ndo anidrobidticas), @mntraste as
ortodoxas, ndo passam por um periodo de secagenanteurseu
desenvolvimento, sendo dispersas com grau elevadonidade, uma vez que
sdo sensiveis a dessecacdo, tanto antes como dEpeesao e, portanto, tém
longevidade muito limitada. Além disso, muitas set@e recalcitrantes,
particularmente as de origem tropical, sdo tambémsigeis a baixas
temperaturas, ndo podendo ser armazenadas abaik6°Ge(PAMMENTER;
BERJAK, 1999).

Uma terceira categoria de sementes, denominadarrtietiaria” foi
proposta por Ellis, Hong e Roberts (1990). Taisesgrs se caracterizam pelo
comportamento intermediario pos-dispersdo, is&fé,relativamente tolerantes
a dessecacgdo, mas ndo suportam a remocado de Aiyedsddo baixos quanto as
sementes ortodoxas, podendo geralmente ser arndazemer periodos de
tempo intermediarios.

As sementes d&abebuia serratifoliando apresentam dorméncia e séo
consideradas ortodoxas, ou seja, toleram a deggeeabaixos teores de agua
(3% a 7%), sem danos a sua viabilidade, o que peoTgeu armazenamento em
camaras frias com temperaturas abaixo de zero (INEG&AI., 2001).

As sementes ortodoxas geralmente ndo sO tolerasssechcdo, mas
provavelmente, dependem dela para redirecionar@segsos metabdlicos do
desenvolvimento em direcdo a germinacdo. Essa®nas no comportamento
das sementes podem ser consideradas como resdttagmcesso de selecdo
natural, em concordancia com as condicbes do meiogee as espécies
evoluiram. O baixo teor de agua das sementes, masse além de limitar a
germinacgéo é fundamental para reduzir a deteriordgd mesmas (GEMAQUE

et al.,, 2005). A tolerancia a dessecacdo dessaengesnem relacdo as
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recalcitrantes € uma caracteristica vantajosa dgomhem empregada pelo
homem no armazenamento das sementes.

A habilidade das células de sementes ortodoxasewobrem a
dessecacdo e envolve a sintese de proteinas atethecmd.EA, produzidas
na embriogénese tardia, o acimulo de agUcarese®liEey a presenca de
antioxidantes, que permitem que o citoplasma atinghamado estado vitreo
(BERJAK, 2006).

Estresses abioticos geralmente causam disfuncdopenteinas e
enzimas. As chaperonas moleculares tém como fusg&iiar no dobramento
de cadeias polipeptidicas nascentes, no redobrardenproteinas desnaturadas
e prevenir a agregacao de partes proteicas, cupgsficies hidrofébicas estdo
expostas, o que prejudica o dobramento, contrilouagsim para a homeostase
celular em condi¢cdes de seca. Muitas chaperonaecoiates sdo proteinas
envolvidas na resposta a estresses e muitas defasn foriginalmente
identificadas comoHSPs (‘Heat-Shock Proteins) (LINDQUIST; CRAIG,
1988). As principais familias deHSPs/chaperonas reconhecidamente
conservadas sabtSP70, chaperonina$]SPI0, HSPLOO e ISP (“small” HSP).

As diferentes classes ddSPs/chaperonas cooperam na protecdo celular e
apresentam complementaridade e algumas vezes esigd@p de funcbes na
protecdo de proteinas contra o estresse (WANG; \UNR; ALTMAN, 2004).

O grupo de proteinas chamadd®A, como o proprio nome sugere sao
acumuladas em sementes durante a fase de matucpgiajo é requerida a
tolerancia a dessecacao (CLOSE, 1996). Diversasi@stém demonstrado que
as proteinafEA também se acumulam em tecidos vegetativos dupaniedos
de seca, o que reforca a funcdo dessas proteimastagdo contra a dessecacao
(PORCEL et al., 2005). Essas proteinas apresemanpastos como glicina e
outros aminoécidos hidrofilicos, capazes de peroaaneoliveis a elevadas

temperaturas, seu tamanho pode variar de 8 a 77 &O0mdem ou ndo
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apresentar carga. Quando em solucdo aquosa, s&msdoamente

desestruturadas, porém tém a habilidade de seréomnanais ordenadas e
estaveis ao longo do processo de desidratacdo (H&tN\&D., 2011). Durante a
desidratacdo celular, essas proteinas representamiraportante funcdo na
manutencdo estrutural de outras proteinas, vesjcaeladomembranas, e no
sequestro de ions, como o célcio, na retencdo de, & como chaperonas
moleculares (CLOSE, 1996).

Algumas proteinas EA tém a capacidade de estabilizar enzimas sob
condicbes de estresse, como a lactato desidrogemadato desidrogenase,
fumarase, redonase, catalase e citrato sintetddBPERTMARK; HINCHA,
2008).

O processo de dessecagdo induz a acumulagdo deessgé radicais
livres associadas a peroxidacdo de lipideos (NTétLal., 2011). De acordo
com Dat et al. (1998) o estresse causado por eatonula a geracdo de;®b
em plantas levando ao acimulo de EROs (Espécidt/&eao Oxigénio). Em
estudos recentes tem sido observado que a perdalniidade de sementes
durante a secagem é acompanhada por um aumengoaxadpcédo de lipideos e
acumulo de radicais livres, sendo necesséria uitiergk atividade da catalase.
A enzima CAT possui a funcao de eliminar glslproduzido na fotorrespiracéo
e nap-oxidacéo de acidos graxos. Durante o estressatdrodos peroxissomos
aumentam em quantidade e assim maior quantidade ficATdisponivel para
combater o aumento na producdo de EROs (MITTLEB2R0

Outro grupo importante na manutencdo da qualidadeseinentes,
segundo Aung e McDonald (1995), sdo as esterasse grande grupo de
enzimas hidroliticas libera acidos graxos dos ¢ip&] os quais sdo usadospra

oxidagdo, como fonte de energia para 0s eventosi mgtivos.
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Considerando que as sementes nem sempre séo aeletad teores de
agua compativeis com os exigidos para 0 seu armaEeTo, a secagem torna-
se uma operacao importante.

A suscetibilidade das sementes aos danos por secagencao das
condicBes de secagem, uma vez que as partes didaisixo embrionario
(radicula, hippocétilo e plumula) estdo situadab son tegumento pouco
espesso, que praticamente ndo lhe oferece prot@€RANCA NETO;
HENNING, 1984). Em funcdo desses fatores, as s&memespondem
diferentemente ao processo de secagem, ou sefmpefatura, ao tempo de
exposicao a ela e a velocidade de secagem (RO®8).20

O fluxo de ar é um fator importante a ser consii@rgarticularmente

l.t_l

na secagem com ar aquecido, fluxos inferiores & @im.t* podem prolongar

excessivamente o tempo de secagem, enquanto qua dei 20 mmin™.t?,
podem tornar o processo antieconémico (VILELA; PESR003; NEVES et
al., 2005).

Embora a secagem lenta em estagio apropriado paes@tuar a
capacidade germinativa, existem outros fatores mpaeriam inibi-la, como
baixos potenciais hidricos, altas concentracdesBhe tecidos que circundam o
embrido, impossibilitando, assim, a avaliacdo derdocia a dessecacao pela
capacidade germinativa (LEPRINCE; HENDRY; McKERS1B93).

Sementes secadas lentamente, por varios diaspeamtia metabolizar
e desenvolver-se até que um nivel critico de tepragua seja alcancado,
consequentemente, a tolerancia a dessecacdo podatau durante esse lento
processo de secagem e sua avaliagdo ndo corresponde estadio de
desenvolvimento em que se encontrava a semente dmtimicio da secagem.
Embora a secagem lenta seja utilizada como um mépata simular a

dessecacdo tal qual ocorre na maturacdo, a secdgeda é a forma mais
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adequada para avaliar o grau de tolerancia a dessecem um estégio
especifico do desenvolvimento (PAMMENTER et al. 199

Por meio de estudos de expressdo de genes reldagoaa processo de
tolerancia a dessecacéo é possivel avaliar métele®cagem e associa-los a
gualidade fisioloégica de sementes.

2.4 Estudos de expressao génica

O rapido desenvolvimento das tecnologias de gergreém gerado
expectativas sobre o conhecimento de vias regidatérgenes que controlam a
tolerancia a dessecacéo. Por meio da compreenséesdmecanismos espera-se
beneficios como a producdo de culturas mais tdiesam estresses abibticos e
ferramentas para melhor preservar a biodiversidadéticaex situ

Os projetos Genoma estédo tendo um papel essendiainmecimento da
estrutura do genoma de varias espécies, entretarsonples informacao de
todas as sequéncias de bases que compde um ge&omarante a revelacido da
funcé@o e dos mecanismos de controle da expresstmoe os genes presentes
no organismo.

A variacéo da regulacédo génica mostra-se um meuarilaportante em
sementes, em funcdo da complexidade dos fatoregntpréerem na qualidade
das mesmas.

Muitos eventos relacionados ao crescimento, debémemto de
plantas ou até mesmo em resposta a varios estisado®sultantes da alteracéo
na expressao génica. A determinacdo qualitativaiamtijativa dos niveis de
transcritos de células vegetais permite que getifsrencialmente expressos
possam ser identificados, e consequentementeusgdd metabdlica pode ser
investigada (KUHN et al., 2001).
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Uma importante aplicacdo desses estudos relaendfidacdo de genes
de estresses induzidos que podem revelar fun¢céesaais ou importantes com
um efeito na tolerdncia ou nas reacdes de defestwaca perda de agua
(TALAME et al., 2007).

Os mecanismos moleculares de resposta a dessegag@gam com a
percepcdo do sinal de estresse (XIONG; SCHUMAKERUZ 2002). Os
modelos de percepcéo estabelecidos para vegefgs®es sugerem algumas
hip6teses para o inicio da sinalizacdo em niveleouthr. Alterag6es na
conformacdo de membranas celulares devido a perd@ardor provocariam
mudancas em canais de transporte ativados porapressodificacbes na
conformacdo ou na justaposicdo de proteinas saissorembebidas nas
membranas celulares, ou alteracdes na continuiglatle a parede celular e a
membrana plasmatica (NEPOMUCENO et al., 2001).

Devido & perda de pressdo da parede, complexos&@itas ativados
pelas alteracdes mencionadas, iniciariam uma shrieeventos moleculares
levando a inducdo da expressdo de varias categigiagenes (SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). Os produtos dos genesvelvidos na
resposta ao estresse funcionam como osmoprotettessificantes celulares,
proteinas de sinalizacdo de estresse e de regulmgéscricional, sendo
classificados em dois grupos: o primeiro grupouinas proteinas funcionais, ou
seja, que protegem diretamente contra a dessecagQam proteinad EA,
osmoprotetores e o segundo grupo estaria envolwiok mecanismos de
sinalizacdo e de regulacdo da expressdo génica rneih representado por
fatores de transcricdo (BRAY, 2004).

Os organismos, quando submetidos a temperaturadaleveagem a
esse estresse, induzindo a expressao de geneasa gu@ maioria interrompem

ou atenuam a sua expressao. Um grupo especifigerdss, chamaddS genes
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(heat shock € rapidamente induzido em niveis elevados solilicdes de
estresse (GURLEY, 2000).

Os mecanismos de defesa envolvidos no processoldeiricia a
dessecacdo parecem ser muito similares em todo veipetal, o que indica a
ocorréncia de etapas comuns nas rotas de sinaizag&cular (KASUGA et
al., 2004; LAN et al., 2005). Portanto, estudos g&m sendo desenvolvidos em
espécies modelos, comeabidopsise tabaco, na tolerancia & dessecag¢éo ou em
outros tipos de estresses, podem auxiliar na fi=géo de genes com funcao-
chave nos mecanismos de defesa em varias espécies.

De acordo com Santos (2010) o método utilizado pasdizar a
secagem pode influenciar a expressdo de genesiakscao processo
oxidativo, a exemplo de genes que codificam a emziatalase.

O desenvolvimento de técnicas comB@R quantitativo em tempo real
(RT-gPCR, permite a quantificacdo dos niveisRIAM de genes de interesse
em diferentes condi¢des (BUSTIN, 2002).

O gPCRddifere daPCR convencional pela mensuracédo do produto da
PCR amplificado em cada ciclo da reacdo. Na pratioea camera de video
grava a luz emitida por sondas fluorogénicas owagentes intercalantes de fitas
duplas deDNA, como 0SYBRGreen que é incorporado dentro dos novos
produtos amplificados. Assim, @QPCR permite que a amplificacdo seja
acompanhada em tempo real, durante a fase expahecicorrida, fazendo
com que a quantidade de material inicial seja detexda precisamente.
Comparado com outras técnicas, essa permite acédetate um dado acido
nucleico alvo de maneira rapida, especifica e msiasivel (GACHON;
SAINDRENAN, 2004).

A quantificagdo é a caracteristica mais importadte qPCR A
guantificagdo absoluta é calculada com auxilio dea ucurva padrdo. A

guantificagcéo relativa pode ser deduzida considieradiferencas d€t (cicle
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treshold entre as amostras e padrbes de expresséo civast{RIUSTIN, 2000).
Comparada com ®CR classico, uma das principais vantagensgB€R é a
rapidez em fornecer dados confiaveis. E altamesisigel na deteccio @NA

ou RNAdevido a combinacéo de amplificacéo realizada patso déPCRe o
sistema de deteccdo. Em qualquer caso a espemificido processo pode ser
checada depois da completa corridaPd&R por gel de eletroforese, curva de
dissociacgéo e dados de sequenciamento. E umadéunito conveniente para
estudos com limitada quantidade de material iniminpara avaliar a expressao
de um grande nimero de genes com quantidades raidieRNA (FREEMAN;
WALKER; VRANA, 1999).

Nas reaces d&®T-qgPCR para andlise de quantificacdo relativa é
necessario utilizar um gene normalizador, que d&veum gene constitutivo e
nao variar diante das condi¢cBes experimentais, qoonexemplornal8s,b-
actina, tubulinae gapdh que serve para normalizar os dados da reacéo
(WALL; EDWARDS, 2002).

A expressao relativa do gene em estudo é determipadcomparacao
com a expressao de um ou mais genes constitutucsgja, genes necessarios a
manutencdo da célula, cuja expressdo génica naoceradewariar
significativamente nem entre células de diferetgeisios nem com as condicfes
experimentais. No entanto, estudos demonstram ge&peessdo dos genes
constitutivos pode, de fato, variar em parte porgadem desempenhar na
célula outras funcdes para além das relacionadas aanetabolismo basal
(JAIN et al., 2006).

Na pesquisa basica, gPCR tem sido amplamente empregado na
guantificagdo de transcritos especificd8T{qPCR, na andlise de familias
multigénicas. Diante do exposto a técnicaRieR em tempo real pode ser
utilizada para se estudar a expressao de genasaaksna qualidade fisiolégica

das sementes, a exemplo dos envolvidos na toleradeissecacao
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e materiais

A pesquisa foi realizada no viveiro de espéciesrefimis do
Departamento de Ciéncias Florestais e no Labooat@entral de Sementes do
Departamento de Agricultura da Universidade Feddéealavras (UFLA), em
Lavras, MG. Essa regido apresenta clima tipo Cwblagsificagcdo de Koppen.
A temperatura média anual é de 19,4°C e a pludadsidse distribui,
principalmente de outubro a abril, com valores a&nda 1529,7 mm.

Os frutos de ipé-amarelo foram coletados de 13résvimcalizadas no
campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA), apdsidmnitn a
deiscéncia. A coleta foi realizada com auxilio da podao e os frutos
amparados sobre lona plastica, de forma a ndoomiato com o solo. As
sementes foram removidas manualmente pela seccdtuldinal e ligeira
torcdo dos frutos e homogeneizadas em saco deeamidgrmando um lote
dnico.

Apbés extracdo das sementes, o teor de agua imatiavaliado pelo
método de estufa 05+3°C por 17 horas (BRASIL, 2009).

As sementes foram secadas em secadores experinaeilados a
30°C, secagem lenta e 45°C, secagem rapida. Cealdoseonstitui-se de uma
base, quatro gavetas empilhaveis dotadas de emcespEciais e um tampo.
Cada base, de 61 x 61 x 61 cm, abriga um conjuatoesisténcias elétricas,
fonte de calor, com capacidade de 3400kW, cuja ¢eatpra € controlada por
um termostato industrial microprocessado, marcanizig, modelo BTC-9090.
Do lado externo da base, existe um ventilador ffagtr, ligado a um motor de
0,25kW, 115V, capaz de elevar 196 litros/segundgsacm de pressao estatica.

Cada gaveta possui dimensédo de 61 x 61 x 15,2asua base € constituida de
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uma malha de ferro que permite a livre passagear de secagem. O fluxo de
ar de aproximadamente 15°.min™.t*, foi ajustado por meio de uma porta
graduada deslizavel e fixada na entrada. Os tefmegua foram monitorados
pela equacadmf = mi(100-tai)/(100-taf) ondemf é a massa final das sementes
necessaria para alcancar o teor de agua finalaskpéaf). A massa inicial e o
teor de agua inicial antes da secagem s&o repaéssntpormi e tai,
respectivamente. Durante o processo de secageamastes foram revolvidas e
a secagem foi interrompida quando as sementesratin@s teores de 4gua de
20%; 15 %; 10% e 5%. Como testemunha foi utilizeglmentes sem secagem,
com teor de agua 28%. O teor de agua das sememnteslas as amostras foi
confirmado pelo método estufad@5+3°C por 17 horas (BRASIL, 2009).

A qualidade das sementes submetidas aos diferentdaedos de
secagem foi avaliada por meio de testes de ger&wvnagigor e teor de agua.
Foi avaliado ainda o padrao eletroforético de pnaieresistentes ao calor e das
enzimas catalase (CAT), esterase e isocitrato.liiaembém foi avaliada a
expressdo dos genebBlSP17.5, isocitrato liase (ICL6), catalase (CAT3) por
meio dePCRem tempo real.

Para a avaliacdo da expressao dos genes foi eetirad amostra antes
do processo de secagem que constitui a testemunliaaate o processo de
secagem, foram retiradas amostras quando as semraditigiam 20%, 15%,
10% e 5% de teor de agua sob secagens lenta ev.rdmdsementes foram
armazenadas emdéep freezéra -86°C, até a realizacdo das andlises de

proteinas e isoenzimaticas.

3.2 Teste de germinacgéo

Realizou-se o teste de germinacdo com oito reetic@ 25 sementes

por tratamento distribuidas uniformemente, tendoacgubstrato papel do tipo
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germitest, na forma de rolo, umedecido com agutlatdes na proporcédo de 2,5
vezes seu peso. Os rolos foram mantidos em geroiing@n temperatura
regulada para 25°C. As contagens foram efetuadased® (Germinagdo aos sete
dias) e 14 dias apdés a semeadura, sendo efetusdaaleactes da protrusédo
radicular (emissao de radicula).

3.3 indice de velocidade de germinacdo

O indice de velocidade de germinacgdo foi avaliaddamente com o
teste de germinacao, sendo as avaliages realidadaem 3 dias a partir do dia
em que surgiram as primeiras plantulas normaiseste de germinagédo. O
indice de velocidade de germinacéo foi calculadpirsdo a expressao proposta
por Edmond & Drapala (1958).

3.4 Teste de emergéncia de plantulas

Para a avaliacdo da emergéncia de plantula fordimadas quatro
repeticbes de 50 sementes distribuidas em banctajgsndo areia esterilizada.
As bandejas foram mantidas em sala de crescimeB® & e as avaliacdes
foram diariamente a partir do inicio da emergédeigplantulas, computando-se
0 numero de plantulas emersas até a estabilizaghcestinde. Foram
consideradas emersas as plantulas com as folhdedontires acima do solo.
Para o calculo ddéndice de velocidade de emergénaiélizou-se a formula

proposta por Edmond & Drapala (1958):
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_ (N E)+(NE))+...+(N,E))
E+E, +. .+ E,

VE

Em que:

VE = velocidade de emergéncia (em dias);

Ei, B, E, = nimero de plantas normais emergidas na prinegunda e Ultima
contagem;

Ni, N2, N, = nimero de dias da primeira, segunda e Ultiméagem, em relacdo

a semeadura.

Também foi realizada a avaliagdo da emergéncia ldetyas em
condicbes ambientais, utilizando-se quatro repeticdde 50 sementes
distribuidas em canteiros, sendo realizadas ag&sadiarias a partir do inicio

da emergéncia de plantulas até a estabilizacéo.

3.5 Tempo médio para ocorréncia de 50% de germinag&® emergéncia

O T50 foi realizado juntamente com as testes demigagdo e

emergéncia, de acordo com a formula adotada pen&ées (2000):

Tso=[(C-Q) 1/ G-G]+T

Em que:

Tso = tempo para a ocorréncia de 50% da germinacéo;

G = metade do valor maximo de germinagao;

G; = valor de germinacéo igual ou imediatamente iofex G;
G, = valor de germinagé&o imediatamente superior a G;

| = intervalo entre as contagens;

T = tempo para a ocorréncia de G
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3.6 Andlise estatistica

Para a andlise dos resultados das avaliacGes tidagieafisiologica foi
utilizado o delineamento inteiramente casualisadoesquema fatorial [( 2x4) +
controle] sendo, dois métodos de secagem (secageia, I30°C e secagem
rapida 45°C), quatro teores de agua de sementés 6 , 10% e 5%) e 0
controle (Adicional) com 28% de teor de agua. khili-se osoftware Assistat
Versao 7.5 Beta (FERREIRA, 2000) e as médias faamparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Por meio do mesofiware,utilizou-se o
teste deDunnanttpara a comparacdo das médias da interacdo ewulaefatar

com a média das testemunhas também a 5% de pidhébil

3.7 Avaliacdo de proteinas resistente ao calor

As sementes foram pesadas (100mg) com as asasceanss sem asas
em almofariz, com nitrogénio liquido, colocadas minrotubos de 2 mL com
1800 uL de tampéo de extracdo (50 mM tris-HCI-7,5; 500 M&ICI, 5 mM
MgCl, , 1 mM PMSF) e agitadas em Vortex. O homogeneifaideentrifugado
a 14 000 rpm por 20 minutos a 4° C e o sobrenadlaciibado em banho-maria
a 80°C, por 10 minutos e novamente centrifugadso@enadante foi vertido
em microtubos e @ellet descartado. Para confec¢cdo do gel de eletroforese
foram aplicados G poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% (gel separaddtye
(gel concentrador). Antes da aplicacdo no gel,nioaalicionados aos tubos de
amostra contendo 100 de extrato mais 5@L de solucdo tampé&o da amostra
(2,5mL de glicerol, 0,46g de SDS, 20mg de azul mfemol e completado o
volume para 20 mL de tamp&o de extracdo) e emdagolocados em banho-
maria com dgua em ebulicdo por 5 minutos. A coeld&oforética foi realizada

a 150V, por cerca de 6 horas. ApOs a migracaoofbeética, os géis foram
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corados emcoomassie bluea 0,05%, conforme descrito por Alfenas et al.

(1991), durante 18 horas e descorados em solucdcidteacético 10%.

3.8 Avaliacéo da expressao das enzimas catalaseéersse e isocitrato liase

Para andlise eletroforética das enzimas catalaterase e isocitrato
liase as sementes foram trituradas na presenc&/Ee=Ritrogénio liquido em
cadinho de porcelana sobre gelo e posteriormentearasstras foram
armazenadas a temperatura de -86°C.

Para a extragdo das enzimas, foi utilizado o tanip&oHCL 0,2M pH
8,0 + (0,1% de mercaptoetanol), na propor¢cdo deul258or 100mg de
sementes. O material foi homogeneizado em vortexastido overnight em
geladeira, seguido de centrifugacédo a 14.000 rpm3@oninutos, a 4°C.

A corrida eletroforética foi realizada em sistem& déis de
poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gmicentrador). O sistema
gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9.0/am aplicados 6QL do
sobrenadante das amostras no gel e a corridafetétioa efetuada a 120 V por
5 horas.

Terminada a corrida, os géis foram revelados pamenaimas catalase,

esterase e isocitrato liase, conforme Alfenas.€2@D6), com modificagfes.

3.9 Analise da expressao de proteinas por meio d&chica degRT-PCR

A expressado de proteinas por meio da técnicgRIe PCRfoi dividida
em quatro etapas: Extracdo e PurificacdoRid Transcricdo reversa para
sintese do BNA, PCR em tempo real, e analise dos resultados dos genes
SHSPL7.5, ISO6 e CAT3.
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3.10 Extracao e purificacdo ddRNA

Para a extracdo dB@NA das sementes sem secagem (28%) e secas a
30°C e 45°C e com teores de agua de 20%, 15%, B¥% toram maceradas na
presenca de nitrogénio liquido e com a adicdo dgemtePure Link RNA
Plant® (Invitrogen), seguindo as especificacdes do manual do falbeican

A integridade e pureza d®NAforam avaliadas em todas as etapas com
a utilizacdo da eletroforese em gel de agaroseatlgsmte (corados com
SYBR® Green I, Applied Biosystemise em espectrofotdmetrdN&noVug.
Foram separadas aliquotas para evitar o descorgmiandiario doRNA
estoque, evitando a sua degradacéo e contaminacao.

Apés as extracdes dos acidos nucleicos, as amdésteas tratadas com
DNAseFree para evitar qualquer contaminacdo dolA. Para isso foi utilizado
o Kit DNAse TurboFre€® AMBIOM de acordo com protocolo recomendado
pelo fabricante.

Para comprovar a eficiéncia do tratamento &i¥se foi realizada uma
reacdo dé’CRconvencional. Como controle positivo foi utilizadma amostra
de DNA gendmico de ipé. rimer utilizado foi o correspondente ao gene
constitutivo 18sFoi preparadaum gel de agarose 1,5% e corado com brometo

de etideo para visualizacéo das possiveis amgiffesa

3.10.1 Transcri¢do reversa para sintese d®blA

Apbs o processo de extracdo e purificacAoRNgm foram utilizados
como molde para a sintese deNA Foi utilizadokit High CapacitycDNA
Reverse TranscriptiorcDNA® da Applied Biosystemssegundo protocolo
recomendado pelo fabricante. A eficiéncia da séntes ©NA foi comprovada

por meio dePCR convencional. Como controle positivo foi utilizadena
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amostra dddNA genbmico de ipé, e utilizadoprimer correspondente ao gene
constitutivo 18s. Foi preparadmn gel de agarose 1,5% corado com brometo de

etideo para visualizacdo das amplificacdes.

3.10.2 Desenho dgxrimers

Os genes-alvo foram baseados em diferentes prstedsaolhidos por
sua importancia conhecida no processo de germireg&sagem em sementes,
apos revisao bibliografica.

As sequéncias dos genes-alvo escolhidos foram #radas por meio de
busca no banco de dados @@nBank Com base nessas sequéncias foram
desenhados oprimers utilizando-se osoftware Primer Expres8.0 @Applied
Biosystems As sequéncias dgwimersestao representadas na Tabela 1. Foram
utilizados como controle endégeno os genes da BB&RDH (gliceraldeido-3-

fosfato desidrogenase).

Tabela IPrimersutilizados na analise dgRT-PCR

Gene Sequéncia 5'---------- 3

Small heat shock AGGGCTGAAGAAAGAGAAAGTCAGG
proteins(sHSPL17.5) TTTTCCATCGCTGCCTTCACG

Pyl

Isocitrato liase (ISO6) F GGGCATGAGCCGTGAAGA
R CAATGATGGGCTTCAAGTAATCAA

Catalase (CAT3) F TGACTGCCACACGATCATCTTC
R CGGGAGGCAGTGGGAAA

18s F TGACGGAGAATTAGGGTTCG
R CCTCCAATGGATCCTCGTTA

Gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase R
(GAPDH) TTTCAACTGGTGGCTGCTAC

T

ATGATGATGTGAAAGCAGCG

(F) sequéncia do priméwarde (R) sequéncia darimer reverse
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3.10.3PCR em tempo real

A gRT-PCRfoi realizada em aparelho deal-time PCR Sisten7500
(Applied Biosystemsutilizando o SYBR®Green PCR Master MiXxApplied
Biosystemse as amostras ddbIA sintetizadas a partir dBNA extraido. As
condi¢Bes térmicas da reacdo foram 2 minutos a,500Cminutos a 95°C,
seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C entitona 60°C, e finalizadas
com 15 segundos a 95°C. Os dados foram coletadoaazenados no programa
7500Fast SoftwargVersado 2.1). Para cada reacao, foram utilizadosll de
cDNA, 0,2 uL de cadaprimer e 5,0uL de Master MixSYBR greenUDG com
ROX (Invitroger) para um volume final 10,0L/amostra. Controles negativos,
compostos por 4gua, e controles enddgenos foralmidns em todas as
andlises. Todas as reacdes foram realizadas ditatidp

A coleta de dados foi realizada por meiosdftwarev. 2.0.1, do sistema
7500 dePCR em tempo realApplied BiosystemsFoi utilizado o método {C
comparativo para quantificacdo relativa, onde ¢&s (Ciclo threshold das
amostras foram normalizados usando s Gos controles enddgenos. Para isso,
previamente foi realizado um experimento de valida@ fim de verificar que
as eficiéncias de amplificacdo dos genes-alvo eégambs sdo similares e
préximas de 100%. As curvas padrdo, para o testficiéncia, para os genes
em estudo foram geradas a partir das seguintaésddii 1:5, 1:25, 1:125, 1:625
e 1:3125. Esse procedimento também permitiu aidéabérda melhor diluicéo do

cDNA para ser utilizada em cada reacéo, que foi de 1:5.

3.10.4 Analise dos resultados

As amostras correspondentes as sementes ndo idmnatisecagem

foram consideradas como sendo amostras calibrad®aas a quantificacdo da
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expressao génica pela técnica FIER em tempo real, os valores obtidos
correspondentes aos niveis deRNA’s das amostras foram comparados
relativamente aos valores dos niveisd®NA’sdos controles. Os dados brutos
foram analisados por meio do programa 7S0@wareSDS (Versao 2.0.1). Para
calcular o nivel de expressdo dos genes de ingefesam considerados:tC
(aumento exponencial do produto de PCR) do gene-av controle
enddgenoACt = O (amostra) — € (controle enddgeno) e AACt = ACt
(amostra) -ACt (calibrador). Em seguida o nivel de expressadacétculado

pela formula: RQ = 24",
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliacao dos testes fisicos e fisioldégicos

O teor de 4gua das sementes no final do processecdgem e o tempo
gasto nessa operacdo sao representados na TabBlara2.0s métodos de
secagem lenta e rgpida, a secagem das sementeslipada até alcancarem
teores de agua de 20%, 15%, 10% e 5%.

Tabela 2 Teor de 4gua e tempo de secagem finaledasntes del. serratifolia
de acordo com o0 método de secagem
Método de secagem

Teor de agua final LefgarC) Rapida (45°C)
20% 1h 13 min 53 min
15% 2h 53 min 1h 25 min
10% 3h 53 min 2h 10 min
5% 6h 15 min 3h 16 min

Menor tempo de secagem foi observado na secagerfiC)(45
independentemente do teor de 4gua final das sesn&teesalta-se que o tempo
gasto para a reducdo do teor de 4gua até 5% fabwm cha secagem lenta
(30°C), quando comparada a secagem rapida. Zdditd)2o secar sementes de
Pinhdo Manso também observou reducdo no tempocdges® com 0 aumento
da temperatura. Resultados semelhantes foram eadosatpor Ulimann (2010).

Em relagdo aos resultados dos testes de germinac&wor foi
observado efeito significativo para o indice degilade de germinacéo (IVG),
indice de velocidade de emergéncia (IVE), porcamagle emergéncia de
plantulas, estande inicial de plantulas, tempo méhli emergéncia (T50) e

emergéncia de plantulas em campo (Tabela 1A).
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Os maiores valores de germinacdo foram observamioseenentes de
ipé- amarelo submetidos a secagem rapida indepemdente do teor de agua

das sementes (Tabela 3).

Tabela 3 Germinacdo de sementesidserratifoliasubmetidas a secagem lenta
(30°C) e rapida (45°C)

Secagem Germinacao
Lenta 87b
Rapida 94 a
CV(%) 5,38

Médias seguidas da mesma letra mailscula na limhm@&scula na coluna ndo diferem
entre si, pelo teste dxott-Knotta 5% de probabilidade

Em algumas espécies tem sido relatada maior geg&onauando
utilizado um processo de secagem rapido, a exedgdaesultados obtidos por
Zonta (2011) para sementes de pinhdo manso. Amngesrgecadas lentamente,
provavelmente pelo fato de permanecerem por unegerhais longo com alto
teor de 4gua, apresentam processo de deterioreghoaalo, levando a perda da
capacidade germinativa. Resultados semelhantes femaontrados por (NERY,
2005), em sementes de ipém 80% de umidade que apresentaram 20% de
germinacdo. De acordo com Gemaque (1999), issoesgge a perda no teor de
agua é um pré-requisito para a sintese de novama@ne proteinas, as quais
podem participar no processo metabdlico ou nosegsms que permitam o
crescimento dessa espécie.

Avelar (2011) afirma que a temperatura maxima pasgcagem segura
de sementes depende da espécie, mas geralmertele@b a 45°C, sendo que,
para sementes parcialmente secas, essa tempepaigaser mais elevada.
Barbedo et al. (1998) submeteram sementé&3agsalpinia echinatgpau-brasil)

a secagem em estufas reguladas a 40 e 50° C,nddueor de agua até 8%, e
ndo constataram efeito da temperatura de secagbme sogerminacdo das

sementes.
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Segundo Aguiar (1995), para reduzir o teor de @@sasementes de ipé
em niveis adequados ao seu armazenamento, geralmeemtsido efetuada a
secagem em estufa, com temperatura variando de 4® °€ (CARNEIRO;
AGUIAR, 1993). Entretanto, Miyasaki e Candido (1p#3 Pinto, Sader e
Barbosa (1986) verificaram que as sementes deiip&ensiveis a secagem em
estufa, principalmente quando o periodo de secag@molongado, resultando
em rapida perda da capacidade germinativa e do.vigo

Quanto ao efeito da secagem sobre o vigor das sesnererificou-se
gue dentre os métodos de secagem utilizados, gesaceapida promoveu a
maior porcentagem de germinacdo na primeira comtg@d %), independente
do grau de umidade da semente (Tabela 4), assino a@smresultados da

germinacgéo (Tabela 3).

Tabela 4 Primeira contagem na germinacdo de semeletél. serratifolia
submetidas a secagem lenta, rapida

Secagem Primeira contagem
Lenta 70b

Rapida 8la

CV(%) 10,22

Médias seguidas da mesma letra mailscula na limha@&scula na coluna ndo diferem
entre si, pelo teste d&cott-Knott a 5% de probabilidade

O teste de primeira contagem de germinacdo, gemédmé utilizado
como um teste de vigor, devido a sua simplicidadeoe ser conduzido
juntamente com o teste de germinacdo. A velocidedgerminacdo pode ser
utilizada para identificar variages entre lotesementes, com diferentes niveis
de qualidade, com emergéncia mais rapida em campoem estufa,
minimizando assim as condi¢cdes adversas que ocalueamte a germinagao e
estabelecimento de plantulas (STEINER et al., 2009)

Pela analise da primeira contagem na germinacacotim observa-se

nas sementes submetidas & secagem, independemeétddo, que houve
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reducdo da porcentagem de germinagcdo em sememe$08 de teor de dgua
(Tabela 5). Essa diferenca pode ser atribuida asdprovocados pela secagem,
gue leva as sementes a sofrerem mudancas fisroascpdas por mudanca de
temperatura e umidade, que ocasionam expancaaacaote alteracbes na
densidade e porosidade.

Tabela 5 Primeira contagem na germinacédo de sesdaté. serratifoliacom
diferentes teores de agua

Teor de 4gua Primeira contagem
20 79a
15 79a
10 68 b
5 76 a
CV (%) 10,22

Médias seguidas da mesma letra mailscula na limh@&scula na coluna ndo diferem
entre si, pelo teste dxott-Knotta 5% de probabilidade

Observa-se ainda que tanto na secagem lenta quamépida, o indice
de velocidade de germinacgdo foi semelhante em toddsores de &gua, nédo
diferindo do controle, exceto nas sementes comdedgua de 10% na secagem
lenta (Tabela 6). Novamente a secagem das senwBtd©% de teor de agua
demostra-se prejudicial, propiciando o aumento dmero de dias para a
germinacao.

Tabela 6 indice de velocidade de germinacdo (IV@®) sementes dé.
serratifolia submetidas a secagem lenta, rapida e tratamentimien

SECAGEM Teor de agua das sementes (%)
20 15 10 5
Lenta 7a 7a 8 7a
Rapida 6a 7a 7a 7a
Controle 6a
CV(%) 5,68

[0 Médias diferem da testemunha, no nivel de 5% dadbahilidade, pelo teste de
Dunnett
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A rapidez e uniformidade da germinacdo sdo caiatiters desejaveis,
pois quanto mais tempo a plantula permanece no&diest iniciais de
desenvolvimento mais fica sujeita as condic6esradsedo ambiente, inclusive
suscetiveis ao ataque de fungos, frequentemengernies em sementes de ipé
(BOTELHO; MORAES; MENTEN, 2008).

Os menores periodos para a emergéncia de plantataseram em
sementes ndo submetidas a secagem (controle cory B&% diferindo dos

tratamentos com teor de agua igual a 20% e 15%azyem rapida (Tabela 7).

Tabela 7 indice de velocidade de emergéncia deyién(IVE) oriundas de
sementes dbl. serratifolia submetidas a secagem lenta, rapida e sem
secagem (Controle)

SECAGEM Teor de agua das sementes (%)
20 15 10 5
Lenta 7 bATI 7 bA T 7 bAT] 7 bA T
Rapida 6 aA 6 aA 7 bB 7bBL
Controle 6
CV(%) 5,52

Médias seguidas da mesma letra mailscula na limhm@&scula na coluna nao diferem
entre si, pelo teste d8cott-Knott a 5% de probabilidade.] Médias diferem da
testemunha, no nivel de 5% de probabilidade, psie tdeDunnett

As sementes com teores de agua mais elevado temdgmminar mais
rapido porque demanda menos tempo no processo loiebar@o, o que reflete
no indice de velocidade de emergéncia.

Foi observada a reducdo da porcentagem de emeagéasiplantulas
guando as sementes foram submetidas a secagera capidgrau de umidade
de 15% (Tabela 8). Esse comportamento foi simitaem@contrado por Gentil
(1999) que ao realizar secagem de sementes deacédéperatura de 30° C,
observou inferioridade no desempenho das semeotesl6% de umidade em

relacéo as que apresentavam 10% e 34%.
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Tabela 8 Estimativa dos valores de porcentagemnuErgé€ncia de plantulas
oriundas de sementes He serratifolia submetidas a secagem lenta,
rapida e sem secagem (Controle)

SECAGEM Teor de agua das sementes (%)
20 15 10 5
Lenta 96 bA 99 aA 100 aA 97 aA
Rapida 100 aA 95 bB 98 aA 98 aA
Controle 96
CV(%) 2,56

Médias seguidas da mesma letra mailscula na limh@&scula na coluna ndo diferem
entre si, pelo teste d&cott-Knott a 5% de probabilidade

Nos testes de vigor, estande inicial (Tabela 9)5@ {Tabela 10),
observou-se o0s maiores valores de vigor em semariies submetidas a

secagem.

Tabela 9 Teste estande inicial em bandeja de péé@ntwiundas de sementes de
H. serratifolia submetidas a secagem lenta, rapida e sem secagem

(Controle)
SECAGEM Teor de agua das sementes (%)
20 15 10 5
Lenta 8] 7] 100 8]
Réapida 11 2007 170 1107
Controle 48
CV(%) 12,04

Médias diferem da testemunha, no nivel de 5% deagmitdade, pelo teste deunnett

()

O fato das plantulas emergirem de forma rapidae mmt interpretado
como uma estratégia da espécie de se estabele@nlriente 0 mais rapido
possivel, aproveitando as condi¢c@sbientais favoraveis ao desenvolvimento
do novo individuo (BORGHETTI; FERREIRA, 2004).

As sementes do tratamento controle com 28% do teoragua
germinaram em menor tempo, 9 dias (Tabela 10).eDmsglo, uma emergéncia
mais rapida pode beneficiar, ndo s6 o vigor datplancomo a formacédo da

muda.
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De acordo com Abreu e Garcia (2005), o tempo médiemergéncia é
um indice que avalia a rapidez de ocupacéo de sp#&ie em seu ambiente.

As sementes de ipé-amarelo, mesmo sendo consiger@tibdoxas,
sofrem influencia negativa da secagem, independbmtaétodo de secagem,
interferindo na qualidade fisiologica das mesmas.

Tabela 10 Tempo médio de emergéncia (T50) de p#ntwiundas de sementes
deH. serratifolia submetidas a secagem lenta, rapida e sem secagem

(Controle)
SECAGEM Umidade das sementes (%)
20 15 10 5
Lenta 1207 110 1100 120
Rapida 1107 110 1007 110
Controle 9
CV(%) 4,48

Médias diferem da testemunha, no nivel de 5% deabiidade, pelo teste deunnett
(t).

Ao contrério dos resultados obtidos n@sstes conduzidos em
condi¢bes favoraveis de germinacdo e emergéncimresaporcentagens de
emergéncia de plantulas em campo, em relagdo dmiggrforam observadas
nas sementes com 15 e 10% de teor de agua indepenidesecagem e a 5% de

teor de agua secagem lenta (Tabela 11).
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Tabela 11 Teste de emergéncia de plantulas emircadéeplantulas oriundas de
sementes dEl. serratifoliasubmetidas a secagem lenta, rapida e sem
secagem (Controle)

SECAGEM Umidade das sementes (%)
20 15 10 5
Lenta 86 937 950 930
Rapida 84 94 9217 86
Controle 78
CV(%) 9,02

Médias diferem da testemunha, no nivel de 5% dbeahitidade, pelo teste deunnett

().
Esses resultados podem ser atribuidos as condichessas impostas
pelo meio. As sementes com teor de agua mais elestéo propicias a acdo de
micro organismos presente no solo, o que pode raietgerminacdo e
consequentemente a emergéncia.
Vale ressaltar que nesse teste ocorreram irrigagi@rias com intuito de

aproximar as condicdes de producdo de mudas erinovive

4.2 Andlise de proteinas resistentes ao calor

Os padrbes eletroforéticos das proteinas resisteate calor das
sementes submetidas a secagem lenta (30°C) e (4pR2) estdo representados

na Figura 1.



41

Figura 1 Padrao eletroforético de Proteinas Resgeteao Calor em sementes de
ipé- amarelo submetidas a secagem lenta (30°Chagies T1-20%,
T2-15%, T3-10%,T4-5%; secagem rapida (45°C), un@gdadA-20%,
TB-15%, TC-10%,TD-5% e sem secagem, umidade TO-28Rb-
Marcador de peso molecular de proteina. UFLA, L2813

Observa-se presenca de bandas caracteristicaot@énprresistente ao
calor em sementes submetidas aos diferentes tnatasnedemonstrando
tolerancia & dessecacao, independentemente doordosecagem utilizado. E
possivel que algumd<£A proteinas tenham duplo papel durante o ciclo da vi
vegetal, e funcionem como uma proteina de armazemamdurante a
germinacgédo, e também na tolerancia a dessecacaotelur desenvolvimento da
semente (MANFRE et al., 2009). Entre as secagenmia le rapida, maior
expressdo de proteinas resistentes ao calor foérnwma em sementes
submetidas a secagem rapida (TA, TB, TC e TD). dsgere que a temperatura
de 45% C pode ter induzido a expressdo dessasna@®iEm sementes de ipé.

As proteinas resistentes ao calor tém sido reladas como um dos
mecanismos desenvolvidos pelas sementes para g@rategeparar estruturas
celulares expostas a dessecacao e posterior eribeBiggundo Boucher et al.
(2010) uma caracteristica importante da sobrevigémo estado seco é a
capacidade de proteger as membranas em fase d&d@nmpedindo a perda
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da integridade. Esse papel tem sido atribuido aeipias resistentes ao calor,
como asheat shocksdeidrinas e proteindsEA Essa capacidade de protecdo é
possivel devido a sua caracteristica altamenteffiida que parece estar ligada
a sua ocorréncia em estruturas celulares espec{MACHEREL et al., 2007).

4.3 Andlise de enzimas

4.3.1 Expressao da enzima catalase

As sementes com maior teor de 4gua (TO) e as quirégin submetidas
a secagem nado apresentaram atividade da catalagea(R). Nas sementes
Umidas, os mecanismos de reparo, que incluem amamzemovedoras de
radicais livres, como a catalase, ndo sdo acionadgse foi comprovado pela
falta de atividade dessa enzima nas sementes qudorgm submetidas a
secagem (Figura 2). Esses resultados sdo semallz@stencontrados por Veiga
(2010) em sementes de café.

A medida que essas sementes foram secadas notarsenta da
atividade da catalase, demonstrando que a secamen dfeta a qualidade
dessas sementes. Segundo Leprince et al. (2000gnses ortodoxas passam
por uma baixa regulacdo do metabolismo durante rimsepos estagios de
dessecacdo, o que pode limitar a formacédo de ERD8eperminados periodos

de tempo, mas ndo evita-la totalmente.
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TO T1 T2 T3 T4 TA B TC TD

Figura 2 Expresséo da catalase (CAT) em sementipg-danarelo submetidas a
secagem lenta (30°C), umidades T1-20%, T2-15%, OP3;14-5%;
secagem rapida (45°C), umidades: TA-20%, TB-15%,10%, TD-5%

e sem secagem, umidade T0-28%. UFLA, Lavras, 2013

Maior atividade da enzima catalase foi observada smentes
submetidas a secagem lenta (T2, T3 e T4). Nesasn@ntos, as sementes
permaneceram por periodo maior em niveis de highat@ue permitem a
ocorréncia de reacdes deteriorativas, inclusiveragocadas por radicais livres,
podendo causar danos oxidativos (PAMMENTER £t1898). Esse fato pode
ser comprovado por meio do tempo gasto para atingiteores de agua
desejados descritos na Tabela 2.

Esses resultados podem ser comparados aos obsermadteste de
germinacgéo (Tabela 3), e no teste de primeira gentade germinacgéo (Tabela
4), nos quais foram observados valores inferiores abservados nos
tratamentos cujas sementes foram submetidas aesecéagida.

Danos provocados pela dessecagdo tém sido reldo®mnaom a

formacdo de espécies reativas ao oxigénio (EROS8)ocaom resultado do
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metabolismo desequilibrado. As ERO’S reagem conromaaléculas celulares,
por exemplo, proteinas e lipideos, causando dapesterbacdes da funcao das
células. Na deterioracdo das sementes, ha aumameroxidacdo de lipideos, a
gual resulta em danos a membrana e geracdo de odubps tOxicos
(SCHWEMBER; BRADFORD, 2010).

Provavelmente, o aumento na atividade da catalbservada nas
sementes com teor de 4gua de 15% submetidas aesecapida (Figura 2),
deve-se a um dano provocado pela dessecac¢do. Eemtesnsubmetidas a esse
tratamento foi observada menor porcentagem de émeeg de plantulas
(Tabela 8).

O estresse oxidativo causado é combatido por unplexm sistema de
defesa antioxidante, relacionado ao aumento daupé&md e ativacdo de
metaloenzimas, dentre as quais encontra-se a s@atd@AT), um tipo de
peroxidase bastante ativa que remove peréxido ideogénio (HO,),
extremamente toxico a celula, através da sua ceiweem agua (@)+O
(FAGAGNA, 2008; SCANDALIOS, 2005 ). Durante o prsse de deterioracédo
das sementes, ocorre decréscimo na atividade drgsaa, pela sua inativacdo
progressiva ou reducdo e paralisacdo de sua siiM&dReCOS FILHO, 2005).
Segundo Demirkaya, Dietz e Sivritepe (2010), a wingi&o geral na atividade
da CAT na semente diminui a capacidade respirat@ifzindo o fornecimento

de energia (ATP) e assimilados, para a germinag&echente.
4.3.2 Expressao da enzima esterase
Bandas caracteristicas da enzima esterase (Figurmo@em ser

observadas em todos os tratamentos. Foi observadar ratividade dessa

enzima em sementes submetidas a secagem lentdaecaitne esses tratamentos
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é possivel observar o surgimento de isoformas diggedciam as sementes
secadas até os teores de agua de 15% e 10%.

O padréo enzimatico da esterase observado em snuentpé-amarelo
submetidos a secagem € similar ao encontrado puosSé€2010) em sementes
de café, qua trabalhou com diferentes tipos degsetee teores de agua nas
sementes, nas quais também é possivel observaerdifena intensidade das

bandas entre os tratamentos.

Figura 3 Expressao da esterase (EST) em semenigd-dmarelo submetidas a
secagem lenta (30°C), umidades T1-20%, T2-15%, OP3;14-5%;
secagem rapida (45°C), umidades: TA-20%, TB-15%;10%, TD-
5% e sem secagem, umidade T0-28%. UFLA, Lavras3 201

Quando a agua é removida das sementes duranteespoode secagem
podem ocorrer processos degradativos, mediados rpdicais livres,
provavelmente consequentes de uma desorganizagabdlea em contetdos
intermediarios de agua, o que leva a perda darideste estrutural das
membranas, jA que a agua estd associada as seperfiacromoleculares,
mantendo sua integridade (PAMMENTER; BERJAK, 1999).
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As alteracdes no padréo dessa enzima podem estaicas a eventos
deteriorativos. Assim como descrito anteriormergeaa catalase has mesmas
condicbes, a permanéncia dessas sementes no pratessecagem por um
periodo mais longo pode ter provocado danos as naeah

De acordo com Silva et a{2001) possivelmente a esterase é uma
enzima bastante sensivel, sendo o perfil eletridoré muito alterado,
principalmente por interferéncia de fatores exteriitssa enzima esta envolvida
na hidrélise de ésteres e também no metabolismdipddeos, sendo a
peroxidacdo de lipideos um evento associado a ddeosnembranas das
sementes, podendo levar a reducdo na germinacdo sEasentes
(BASAVARAJAPPA; SHETTY; PRAKASH, 1991). Esses reasgdos
corroboram com o0s observados no teste de germiragéoteste de primeira
contagem de germinacdo, nos quais foram observadw®res valores de
germinagdo em sementes submetidas a secagemTabhtdy 3 e 5).

Ainda relacionando a expressdo da esterase aass tésiologicos
observa-se menor velocidade de germinacdo em sesnamrimetidas a secagem
lenta com 10% de teor de agua, coincidindo com maividade da enzima em
sementes submetidas a esse tratamento. Poréma marergéncia em campo
maiores valores foram observados em sementes sdbmet secagem lenta,
com teor de agua de 10%. Essa divergéncia de adsaltpara um mesmo
tratamento, considerando diferentes testes, padexpcada pela dupla funcéo
gue a esterase pode desempenhar, dependendo Hdentleterioracdo, sendo
acumulada antes do processo de deterioracdo pavmipra acdo de radicais
livres, mas também pode apresentar altos niveisstadios mais avancados de
deterioracao.

Na secagem rapida é possivel observar maiodatiei dessa enzima

em sementes com teores de agua de 20% e 10%.



47

4.3.3 Expressao da enzima isocitrato liase

Com relacdo a expressdo da enzima isocitrato fiaseneio da técnica
de eletroforese foi possivel identificar apenasdharde baixo peso molecular
(Figura 4).

No tratamento controle que consiste de sementesseeagem nao foi
possivel detectar atividade dessa enzima. Nostesiims submetidos a secagem
lenta nota-se maior expressdo da isocitrato liasesementes com teor de 4gua
igual a 20%, seguida da de 10%.

J& para a secagem rpida maior expressao foi alosenas sementes
com teor de agua igual a 15%, resultado que pdde redacionado ao vigor das
sementes, uma vez que em sementes nessa condig@o/oobse valores
significativos para indice de velocidade de emeargéfiTabela 7) e estande
inicial em bandeja (Tabela 9). Resultados semeatisafioram obtidos por Pereira
et al. (2012) para sementes de pimenta habanerdifenentes estadios de

desenvolvimento.
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TO wMeE T2 T3 T4 TA B TC TD

Figura 4 Expressdo da isocitrato liase (ISO) emeseds de ipé-amarelo
submetidas a secagem lenta (30°C), umidades T1-PR9%5%, T3-
10%,T4-5%; secagem rapida (45°C), umidades: TA-20B615%,
TC-10%,TD-5% e sem secagem, umidade T0-28%. UFla\rds,
2013

4.4 Expressao génica avaliada pela técnica B& qPCR

A extracdo com o reagerfaireLink PlantRNAgerouRNA's totais com
alta qualidade, integros e livres de impurezas.

Apés amplificagdo utilizando oprimers do gene constitutivo foi
observada alta viabilidade doBNA's construidos. Ressalta-se ainda que nao
foram observadas bandas inespecificas ou dimenqmsnderspor meio da curva
de dissociacao realizada para cada tratamento.

Por meio dos resultados obtidos pela expressageatss, poPCRem
tempo real, associados a codificacdo da protesisteate ao calotkSPL7.5 e
das enzimas catalase (CAT) e isocitrato liase (K&h)sementes de ipé-amarelo
nota-se, de maneira geral, variacdo na expresssgesigenes em todos os

tratamentos, independente do método de secagem.
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Maior expressdo do geneHSPL7.5 foi observada em sementes
submetidas a secagem répida em relacdo a obsemmdaementes nao
submetidas a secagem com 28% de teor de agua.

Para secagem lenta a expressao desse gene foimaaisementes com
teores de agua mais altos (20 e 15%), quando cawfgmras sementes nao
submetidas a secagem com teor de agua de 28%.

Em sementes submetidas a secagem lenta e com teoigua mais
baixos (10 e 5%), a expressao desse gene foi neenaelacdo a testemunha

(28%), utilizada como calibrador.
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Grafico 1 Perfil da expressdo quantitativa relatd@a gene HSPL7.5 em
sementes de ipé-amarelo com teor de agua de 28%niienha) e

Y

sementes submetidas a secagem lenta e rapida,econié agua
igual a 20%, 15%, 10% e 5%

Os valores de expressdo do geH&RL7.5 obtidos pela quantificacdo
relativa nas sementes submetidas a secagem rasdesatamentos com teor de
agua de 20 e 5%, onde se tem as maximas expresddemaiores que 0S
observados na secagem lenta. E menor expressad ghss foi observada na
secagem lenta a 5%.

Possivelmente, a secagem rapida induziu a expressgene ISPL7.5
como pode ser observado nos valores da quantificagativa comparado aos
valores obtidos para a testemunha, sem secagemclisgportamento também

pode ser observado no padréo eletroforético decipiat resistentes ao calor
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(Figura 1), que apresentou maior expressdo noantemttos TA (secagem
rapida, 20% teor de 4gua) e TD (secagem rapidagbeede agua).

As proteinas de choque térmico séo divididas enefiras de baixo
peso molecular de aproximadamente 15-28 kB&SEs) e proteinas de elevado
peso molecular de mais de 30 kDa (HMAESFs); $HHSPs foram descobertas
como produtos de genes cuja expresséao € induZidzger e outras formas de
estresse abidtico (JOSE et al., 2005).

Em sementes deMagnolia ovata, José et al. (2009) encontraram
resultado distinto ao encontrado nas sementegédanarelo para a expressao
do gene dSPL17.5, que apresentaram 0 mesmo comportamento s&EIRgem
a contelidos de agua diferentes, ndo mostrandapmrtgualquer relagcdo com a
secagem.

E importante ressaltar que outros fatores, alénpdzateinas resistentes
ao calor também podem influenciar na toleranciaeasecacéo. Os efeitos
negativos da dessecacdo na sobrevivéncia das séhilaecidos estédo
correlacionados a varios fatores, dentre eles ardago do citoesqueleto e
falhas na operacdo de sistemas eliminadores de caiadi livres
(GARNCZARSKA; BEDNARSKI; JANCELEWICZ, 2009).

Para o gene CAT3 (Gréfico 2), associado a codiicaga enzima
catalase, a expresséo quantitativa relativa emrsesde ipé-amarelo foi maior
gque a da testemunha em todos os tratamentos,nargecagem lenta quanto na

rapida.
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Gréfico 2 Perfil da expressdo quantitativa relatieagene catalase (CAT3) em
sementes de ipé-amarelo com teor de 4gua de 28¥enfienha) e
sementes submetidas & secagem lenta e rapidagopaetagua igual
a 20%, 15%, 10% e 5%

Nas secagens lenta e rapida observa-se aumentpssio do gene
CAT3 a medida que o teor de agua das sementesi&dedara 20, 15 e 10%.
J& em sementes secas até 5% de teor de 4gua ssarpiesse gene € reduzida.

Assim como observado para o gehtSBL7.5, a secagem rapida parece
ter induzido a expressédo do gene CAT3, embora eabat sido observada
diferenca na expressao desse gene em sementestidabndesecagem lenta e
rapida com teores de agua de 20, 15 e 10%.

Provavelmente, o aumento na expressdo desse gana dorma de
protecdo das sementes para responderem mais r&pitdanao estresse
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provocado pela secagem. No entanto, quando oatgdio na producdo desses
transcritos, como observado no teor de agua 5%g-pedazer relacdo ao gasto
desnecessario de energia metabdlica. Esses resufpadem ajudar a entender
porque nao ocorreu atividade da isoenzima catal@sdratamentos a 28% sem
secagem e 5% de teor de agua, secagem rapidaa Rigur

Os resultados dBRCR tempo real para o gene CAT3 seguem o0 padrao
encontrado nas analises isoenzimaticas, no en@pi@senca do transcrito ndo
implica que o respectivo produto polipeptidico jesgendo traduzido na mesma
propor¢cdo e mesmo que esteja sendo traduzido miopalmente.

No Grafico 3 sao representados o0s resultados dddises de
quantificacdo relativa para o gene isocitrato lid€46) em sementes de ipé-
amarelo. Considerando os valores absolutos, a ssquedesse gene aumenta
com a secagem em relacdo ao controle quando astesnfigram secadas até os
teores de Agua igual a 20, 15 e 10%, com reduc@Exmi@ssao em sementes

secas até 5% de teor de agua.
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Gréfico 3 Perfil da expressao quantitativa relatieagene isocitrato liase (ICL6)
em sementes de ipé-amarelo com teor de agua d€t@88munha) e
sementes submetidas a secagem lenta e rpidagooaetigua igual
a 20%, 15%, 10% e 5%

Nota-se que o padrdo de expressdo do gene ICL&éllmnte ao do
gene CAT3, em valores absolutos. Provavelmete esgena pode ter sido
ativada para atuar na quebra de lipideos durasua peroxidagdo, consequéncia
do estresse provocado pela secagem.

Comparando-se todos os tratamentos avaliados @bserexpressao
significativa do gene ICL6 em sementes submetidsescagem lenta e com 10%
de teor de agua (Gréfico 3).

A expressédo do gene que codifica a proteina istaitiase foi estudada
em sementes de cafeeiro frescas e durante a seazgmando-se a técnidaT-
PCR com oligonucleotideos especificos (SELMAR et 2001). Esses autores
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observaram uma quantidade maior de transcritos emersges de cafeeiro
durante o processo de secagem e baixos niveis glessfio em sementes
frescas.

A isocitrato-liase é uma enzima-chave na reguladao ciclo do
glioxilato e envolvida no metabolismo de lipidiasnazenados nas sementes
oleaginosas, e no desenvolvimento das atividadegioxissomos. A atividade
dessa enzima aumenta durante a germinacdo dastespmtendo-se valores
maximos quando ocorre 0 maximo da propor¢do deidipidegradados e na
sintese de sacarose (BEWLEY; BLACK, 1994). Nessdocios lipidios
insoliveis das sementes se transformam em acUsah@geis (sacarose), 0s
quais sdo facilmente deslocados para os meristeadisulares e apicais
(CIONI; PINZAUTI; VANNI, 1981).

Os lipideos sdo materiais de reserva que fornecemgia ao processo
germinativo através da conversdo em sacarose, @elo do glioxilato
(MARTINS et al., 2000).

Em analise da constituicdo quimica das sementesp@amarelo
realizada por Freitas et al. (1979) observou-se eongposicdo média de 8,36%
de carboidratos, 7,0% de proteinas e 28,68% de 6leo

Diante do exposto ao comparar os resultados dessdqo do gene ICL6
e dos resultados observados nos testes fisiolégicosementes submetidas a
secagem lenta e com 10% de teor de agua, infegeresgpode ter ocorrido a
oxidacao de lipideos em sementes submetidas aawsdigdes.
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5 CONCLUSOES

A expressdo de proteinas em sementes de ipé-amvar@oem funcao
dos métodos de secagem e teores de agua de sementes
A secagem de sementes de ipé-amarelo nos teoresagda

intermediarios (15 e 10%) compromete a qualidagielfigica das mesmas.
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ANEXOS

Tabela 1A Resumo da andlise de variancia de semeatde ipé-amarelo
submetidas a secagem lenta, rapida e tratamentimieon

FV Grau de Emergéncia Estande IVE
liberdade em bandeja inicial bandeja bandeja

Secagem 1 0,500 338,000* 1,125*

Umidade 3 8,83% 129,000  0,458*

Secagem X 3 26,833* 135,000° 0,458*

umidade

(Secagem X 1 9,388° 4.672.222* 1,125*

Umidade) X

Temperatura

Erro 27 6,222 647,000 0,138

CVv - 2,56 12,04 5,52

Tabela 2A Resumo da andlise de varidncia de semeaide ipé-amarelo
submetidas a secagem lenta, rapida e tratamentimieon

FV Emergéncia em Germinagdo 12 contagem de
campo rolo germinacao

Secagem 50,000 392,000* 861,125*

Umidade 128,33%° 37,833% 220,791*

Secagem x umidade 20,353 14,000 98,791

(Secagem x Umidade)  555,555* 40,500° 136,128"

X Temperatura

Erro 63,814 23,666 60,296

Cv 9,02 5,38 10,22




