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RESUMO

A producdo de sementes de soja com alta qualidsitdofica €
importante para a garantia de populacfes de plaetasnendadas para cada
cultivar. Sabe-se ainda que existe variabilidadeétiea para essa caracteristica
entre as cultivares de soja.Objetivou-se estudapeessdo de genes envolvidos
com a qualidade fisiolégica de sementes de soja,niMmis proteico e de
transcritos. Por meio de testes de germinacaocg,\ag sementes das cultivares
CD 206 e CD 201 foram classificadas como de aldidpade enquanto que as
cultivares Savana e Emgopa 316 foram classificada® baixa qualidade. As
analises fisioldgicas, enzimaticas e de transcfaoanm realizadas em sementes
de cada cultivar em duas épocas de colheita, R® & R5 dias.Em nivel
proteico foram estudados os sistemas isoenzimatidesol desidrogenase
(ADH), fosfoglico isomerase (PGI), superdxido disase (SOD), catalase
(CAT), malato desidrogenase (MDH) e fosfoglico isvase (ICL). Para o
estudo dos niveis de transcritos foi utilizada aitta de PCR em tempo real
(QRT-PCR). O método utilizado foi o do CT compamtconsiderando-se 0s
niveis de expressao relativos a cultivar de al@idade CD 201. Concluiu-se
gue ocorre maior expressdo das enzimas envolvidasespiracdo, alcool
desidrogenase (ADH), malato desidrogenase (MDHpsfoflico isomerase
(PGI), em sementes com alta qualidade fisiolégmamcipalmente quando a
colheita é retardada. Os perfis protedmico e triptémico relacionados aos
genes envolvidos nos sistemas removedores de imtlicas, em sementes de
soja variam entre cultivares e com a época de iteltie sementes.

Palavras-chave: Isoenzimas. Genes. Qualidadedigga. Sementes. Soja.



ABSTRACT

The production of soybean seeds with high physioldgquality is
important in guaranteeing plant populations recomued for each cultivar. It is
known that there is genetic variability for thisachcteristic among soybean
cultivars. In this context, we aimed at studying &xpression of genes involved
with the physiological quality of soybean seedsthat levels of protein and
transcripts. By means of the germination and vigsts, the seeds of the CD 206
and CD 201 cultivars were classified as high quahhile the Savana and
Emgopa 316 were classified as low quality. The fhygical, enzymatic and
transcript analyses were performed on seeds of edtkar at two harvesting
times, R8 and R8 + 15 days. At a protein level, stadied the alcohol
dehydrogenase (ADH), phosphoglucoisomerase (PG@Persxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), malate  dehydrogenase @ (MDH)nd a
phosphoglucoisomerase (ICL) isoenzymatic systenws. tRe study of the
transcript levels we used the PCR technique in tea¢ (qRT-PCR). The
method used was the CT comparative, consideringxpeession levels relative
to the CD 201 high quality cultivar. We concludattta larger expression of
enzymes involved in respiration, alcohol dehydregen (ADH), malate
dehydrogenase (MDH) and phosphoglucoisomerase (B&lyrs in seeds of
high physiological quality, especially with a labarvest. The proteomic and
transcriptomic profiles related to the genes inedhin the free radicle removing
systems in soybean seeds vary between cultivarswathdthe time of seed
harvesting.

Keywords: Isoenzymes. Genes. Physiological quatigeds. Soybean.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de cultivares de soja com calatitas
agrondmicas de interesse da indlstria sementalegedos tem aumentado de
forma significativa nos Ultimos anos, no Brasil.

Por meio de pesquisas tem sido observada diveesigadética entre
cultivares de soja, para a caracteristica de cddidfisiologica. Aprimorar
estudos nessa linha de pesquisa é importante eyadwaas condi¢des climaticas
no Brasil, durante o processo de producdo de sementincipalmente apés a
maturidade fisiolégica das sementes, as altas teypea e a umidade relativa
podem acelerar o processo de deterioracdo, 0 qde pausar reducdo da
gualidade fisioloégica de sementes.

No processo de deterioracdo em sementes estawielagoénzimas que
atuam nos processos respiratorios, como a alceadrdgenase (ADH), malato
desidrogenase (MDH) e fosfoglico-isomerase (PA@Bmadas relacionadas a
remocdo de radicais livres como a superéxido diassut(SOD) e catalase
(CAT) e ainda aquelas relacionadas a degradacaAmtigiais de reserva como a
isocitrato liase (ICL), dentre outras.

Sendo assim, nos programas de melhoramento tenssadp cada vez
mais, aprimorar tecnologias para a selecdo devards de soja com alta
gualidade fisiol6gica das sementes. De uma mageiral, tém sido utilizados
neste processo de sele¢éo testes de germinacasgede

Os conhecimentos em nivel molecular, principalmerde meio das
técnicas transcriptbmicas e protedmicas possitilitvancos na obtencdo de
cultivares com sementes de alta qualidade. A détagdo qualitativa e
quantitativa dos niveis de transcritos relacionaélogualidade fisioldgica de
sementes permite que genes, diferencialmente eqmespossam ser
identificados e a sua fungcdo metabdlica investiggdHiiN et al., 2001).
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Existem estudos moleculares envolvendo expressaTag&m soja,
relacionada a tolerancia a seca (POLIZEL et alL12GTOLF-MOREIRA et
al., 2010) e outros tipos de estresses abibtichsdtcos. Contudo estudos
envolvendo a expresséo de genes diretamente medacie com a qualidade de
sementes de soja, ainda sdo escassos na literatura.

Assim, estudos relacionados com a expressao dmanzam sementes
de soja, associadas a qualidade fisiologica dessasntes, sdo importantes nos
programas de controle de qualidade de sementesnidolse a etapa de selecédo
de cultivares com alta qualidade fisiologica. Glbfmt-se com essa pesquisa
estudar a expressdo de genes envolvidos com adagalifisioldgica de
sementes de soja, colhidas em diferentes épocasniesh proteico e de

transcritos pela técnica de PCR em tempo real.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Qualidade de sementes de soja

A soja apresenta-se no cenario mundial como um gié@es mais
consumidos. Sdo encontradas quantidades signifisatie proteinas nos graos e
também um percentual consideravel de 6leo, tendndgrimportancia para o
setor industrial, seja alimenticio, cosmético ouismeecentemente o de
biocombustiveis. Dessa forma, é cada vez maianaadda por sementes de
alta qualidade que garantam estandes adequadp®sgibilitem produtividades
elevadas. Para isso, nos programas de melhorardensmja tem-se buscado
aprimorar os conhecimentos relacionados aos nwuoasi de controle de
expressao génica de varias caracteristicas desstr inclusive a relacionada a
qualidade das sementes.

A semente de soja, para ser considerada de allalapey deve ter
caracteristicas fisiolégicas e sanitarias adeguadasn como garantias de
purezas fisica genética. Esses fatores respondiendesempenho da semente
no campo, culminando com o estabelecimento da agpalde plantas requerida
pela cultivar, aspecto fundamental que contribuiapgue sejam alcancados
niveis altos de produtividade (FRANCA-NETO et 2010).

Sabe-se que a qualidade fisiolégica das sementési@na por ocasido
da maturidade fisioldgica. A partir desse momeptocessos degenerativos de
natureza fisica, fisiolégica ou bioquimica comegamcorrer, caracterizando a
deterioracdo. Assim a época de colheita tambémggatiele importancia para a
obtencdo de sementes com elevada qualidade. @ atasolheita compromete
0 poder germinativo, porém, a reducdo observadsaresracteristica varia com
a cultivar (SEDIYAMA et al., 1972). Silva, Mesquita Pereira (1979), ao

analisarem quatro épocas diferentes de colheitaataentes de soja ‘Bossier’ e
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‘Davis’, verificaram que a época mais favoravelgpassa operacao variou com
a cultivar e dependeu do grau de umidade das sesygtr ocasido da colheita.

De acordo com Braccini et al. (2000), ha considdrdliferenca de
comportamento entre as cultivares de soja quamddeencia ao retardamento
da colheita. Além disso, ha elevada correlacdoeentrreducdo do poder
germinativo promovida pelo retardamento da colheiteaumento na incidéncia
de sementes infectadas por fungos e bactérias.imAss retardamento da
colheita propicia a deterioracdo de sementes ceitogfsignificativos sobre a
qualidade de sementes.

A deterioracdo é considerada toda e qualquer maddagenerativa,
apds a semente ter atingido sua maxima qualidaudosgue 0os mecanismos
responsaveis por essas modificacdes ainda ndo fmtimente elucidados.
Segundo Moraes (2000), a rapidez com que ocorrerdapda qualidade das
sementes ap6s a maturidade fisiolégica é funcdesgacie, da cultivar e das
condi¢cBes impostas a sementes no campo, aposaitae@tdurante as operacdes
de beneficiamento e armazenamento. A sensibilidadesementes ao processo
de deterioracdo, em determinado ambiente, tem daidlouida a constituicao
genética. Além disso, as condicBes de temperatwmidade relativa do ar,
durante o armazenamento, sdo de grande importamziaevolucdo da
deterioracdo, a qual ndo pode ser evitada, mas pedeminimizada no
armazenamento sob condi¢cdes adequadas.

A deterioragdo, em muitos casos € imperceptivelfase inicial,
manisfesta-se no decorrer do tempo, provocandexef| negativos no vigor
(GARCIA et al., 2004). A deterioracdo € um procegse envolve complexas
alteragdes que interferem no potencial fisiolégieosemente. E um processo
gue inicia-se desde a fertilizagdo do 6vulo cujdocidade é determinada
principalmente pela interacdo entre o gendtipeear tle d4gua da semente e a
temperatura do ambiente (DELOUCHE, 2002).
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Muitos dos processos deletérios, sofridos pelastgdasubmetidas a
condi¢Bes adversas, sdo mediados por espéciegasedt oxigénio (ERQ’S),
geradas em diferentes compartimentos celulares cameequéncia do mal
funcionamento de vias metabdlicas com reflexospnosessos fisioldgicos em
sementes.

O efeito sinalizador ou destrutivo de ERO’s deperdi suas
concentragdes, locais de producéo e interagdo cmonpastos relacionados a
outros estresses na planta, assim como do est&diesgnvolvimento da mesma
(GECHEV et al., 2006). Existem diversas situa¢cOeiantais capazes de
produzir estresse oxidativo, portanto, a produ@g&lOS pode ser considerada
como uma caracteristica universal do estresse (JARR VALE, 2005). O
efeito destrutivo das ERO’s pode ser minimizado,entanto, por compostos

antioxidantes.

2.2 Compostos antioxidantes

Antioxidantes sdo substancias que atuam em bab@sentracdes em
substratos  oxidaveis inibindo ou retardando sigaifvamente a
lipoperoxidacdo (HALLIWELL, 1995). As sementes, guaral sdo ricas em
acidos graxos essenciais, fibras e compostos &sdlgue exercem atividade
antioxidante.

A destruicdo do maior numero de radicais livresiddades de espécie
de oxigénio ocorre por meio de oxidacdo e de aid@mtes enddgenos,
principalmente reduzindo moléculas (LORENZI; MATO3)02). Os niveis
metabodlicos normais de espécies reativas de oxig8&b mantidos pela
atividade antioxidante de diversas enzimas ou coemtes celulares (LEAL et
al., 2005). Porém o desequilibrio entre a formagém remocdo dos radicais

livres no organismo, decorrente da diminuicdo dd®aidantes endégenos ou
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do aumento de espécies oxidantes, gera um estadmpidante, que favorece a
ocorréncia de lesdes oxidativas em macromoléculassteuturas celulares
(AQUINO et al., 2005).

2.2.1 Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)

Uma vez que tenha havido a formacédo das espéaiidgaede oxigénio,
as mesmas vao atuar nos tecidos vegetais causands, dantos fisioldgicos
como bioquimicos. As espécies reativas de oxigémmo superoxido (- 02),
peréxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila @H), séo produzidas
constantemente como subprodutos de varias viasbdlietss localizadas em
diferentes compartimentos celulares (APEL; HIRT040 Em células de
plantas, as ERO'’s, principalmente o H202, sdo gerad citosol, cloroplastos,
mitocdndrias, peroxissomas e espaco apoplasticd MER, 2002; NAVROT
et al., 2007). As espécies reativas de oxigéniorrego normalmente no
metabolismo celular, porém, quando acumuladas ros® toxicas (QUAN et
al., 2008).

Algumas ERO'’s séo classificadas como radicaisdiyr@r apresentarem
elétrons desemparelhados na sua estrutura, fazendgue reajam avidamente
com moléculas bioldgicas, como DNA, proteinas édéps, podendo alterar
suas funcdes. O efeito final gerado depende ndw stbmpartimento que esta
sendo afetado, mas do tipo de ERO que esta rea(iiRIOGE, 2002).

As ERO’s séo formadas em etapas de reducdo unigalerpartir do
oxigénio molecular. O primeiro passo na reducad@@eroduz radicais de vida
relativamente curta, os superdxidos. Esses radiaisxigénio ndo conseguem
atravessar membranas bioldgicas, ficando confinadosompartimento onde
foram gerados. Os superoxidos formam hidroxipesidom duplas ligacdes

(enos) ou duplas ligacbes alternadas (dienos), @énoxidar aminoacidos
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especificos, como metionina, histidina e triptofa@osuperéxido também pode
causar peroxidacao de lipideos no ambiente cetuteas membranas celulares.
Posteriormente, a reducdo do oxigénio gera perddildidrogénio (H202),
que, apesar de ndo ser um radical livre, atravesdiomembranas e se distribui
a partir do local de sua producédo (BREUSEGEM e801). A dltima e mais
reativa espécie a ser formada nessa reacdo € aalrdudiroxil (OH.). Esse
radical é formado pela reducdo do H202 por iongdlines (Fe2+ e Cu2+) na
reacdo de Fenton e tem grande afinidade por makdiblégicas em seu sitio
de produc¢do. O hidroxil apresenta uma meia-vidaaraiirta, pois reage muito
rapidamente com moléculas bioldgicas, sequestratetoriamente um atomo
de hidrogénio (BREUSEGEM et al., 2001; NORDBERG;MER, 2001).

2.2.2 Enzimas envolvidas com a qualidade fisiologic

Em relacdo aos estudos de genes envolvidos coralidaye fisiologica
de sementes tem-se que, algumas enzimas estdandirge envolvidas no
processo de deterioracdo tais como a malato dgsidage (MDH), que
desempenha papel significativo no ciclo de Krebwawez que catalisa a
conversao de malato a oxaloacetato produzindo NABUt € um produto
fundamental na producdo de ATP e de compostosriet#éarios essenciais ao
funcionamento das células (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Ja a alcool desidrogenase (ADH) é uma enzima qiderekacionada
com a respiracdo anaerodbica, promovendo reducdacdtaldeido a etanol
(BUCHANAM; GRUISSEM; JONES, 2005). O acetaldeidoelaca a
deterioracdo das sementes (ZHANG; KIRKHAM, 1994yrtgnto, com o
aumento da atividade da ADH, as sementes ficam pnaiegidas contra a agcéo

deletéria desse composto.



20

Enzimas removedoras de radicais livres também dzsdmam papel
importante na qualidade de sementes. A superoxigmutase (SOD) é a
primeira enzima do grupo a trabalhar atuando rfelote defesa contra formas
reativas de oxigénio, uma vez que essa enzima aragao dos superoxidos 02,
catalisando reacdes de transferéncia de 2 eléfrars produzir peroxido de
hidrogénio (H202) (MCDONALD, 1999).

Outra enzima relacionada a qualidade de semerdesaéalase (CAT),
uma enzima intracelular, encontrada no glioxisson@s vegetais, com
capacidade de transformar formas reativas de adgigém formas inofensivas,
bem como a decomposi¢éo do peroxido de hidrogéEBININGER, 2006).

Albuquerque et al. (2009) relataram diferencastivadade enzimatica
da catalase quando sementes de sucupira preta $ofametidas a embebicéo,
onde foi observada maior atividade enzimatica palate B, sendo a mesma
reduzida, a medida que as sementes avangavam cespoode germinacdo. Nas
sementes do lote A, observaram-se comportamentersovda atividade
enzimatica, sugerindo-se uma recuperacdo da swa@laae ao longo da
germinacao.

De acordo com Jeng e Sung (1994), quando a seréeseelhecida,
ocorre maior peroxidacdo dos lipidios e reducdoatieidade das enzimas
removedoras de peréxidos, sugerindo que a diferebgarvada entre os lotes
esta relacionada com o nivel de deterioracao casrges.

Em sementes de soja, a isocitrato liase é considenaa enzima chave
na regulacéo do ciclo do glioxilato e esta envawuitd metabolismo de lipidios
armazenados nas sementes oleaginosas, e no degeentd das atividades no
glioxissomos. A atividade dessa enzima aumentantiira germinacdo das
sementes, obtendo-se valores maximos quando czamné@ximo da propor¢ao
de lipidios degradados e na sintese de sacaros&/(B¥E; BLACK, 1994).

Nesse ciclo, os lipidios insollveis das sementesasesformam em acglcares
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sollveis (sacarose), os quais sdo facilmente defdscpara os meristemas
radiculares e apicais (CIONI; PINZAUTI; VANNI, 1981

O estudo de expressédo de enzimas relacionadadidageafisioldgica
de sementes é importante no processo de selec&@altd@ares com melhor
gualidade de sementes e resistentes a danos caupaddntempéries, no
periodo de maturacdo (VIEIRA, 2000). Tem-se vaiic que algumas
cultivares de soja, apesar de altamente produtaaigesentam problemas de
gualidade de sementes, dificultando, assim, a rendetdo das mesmas
(SILVA et al., 1970).

Sabe-se que a qualidade fisiolégica de sementssjdgode variar em
funcdo do gendétipo (GRIS et al., 2010; MENEZES let2809), sendo essa
caracteristica importante durante o processo @g&elrealizado nos programas
de melhoramento. Dessa forma, ha necessidade dmndecer o controle
genético, para essa caracteristica, assim coma@iassts caracteristicas do
tegumento de sementes com a qualidade fisiol6gisarbsmas.

Menezes (2008) avaliou a variabilidade genéticaa par qualidade
fisiolégica de sementes entre diferentes cultivaieesoja por meio de testes de
germinacdo e vigor. Em outra etapa, a partir de seltivares, previamente
selecionadas, sendo trés de alta qualidade fistal@trés de baixa, compondo
um dialelo parcial 3 x 3, mais as cultivares pasntfoi estudado o controle
genético para a qualidade fisioldgica de semeries. relacdo ao controle
genético, os efeitos da capacidade geral e esgecdié combinacdo, bem como
os efeitos reciprocos, foram significativos parajualidade fisiolégica das
sementes. Foi verificada a predominéncia do efeitfproco, indicando que a
qualidade fisioldgica de sementes de soja podeesplicada pelo efeito
materno.

A maioria dos caracteres dos organismos superiiresntrolada por

genes nucleares que segregam, de acordo com o dampoto dos
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cromossomos na meiose. Entretanto, existe outnpogde caracteres herdado
em funcdo dos genes ou produtos génicos presentegoplasma, no qual o

gameta feminino contribui com quase a totalidade citoplasma para o

descendente (RAMALHO; SANTOS; PINTO, 2004).

2.2.3 Expresséo Génica

Muitos eventos relacionados ao crescimento, debemento de
plantas ou até mesmo em resposta a varios estisado®sultantes da alteracédo
na expressao génica. A determinacdo qualitativaiamtijativa dos niveis de
transcritos de células vegetais permite que getiarencialmente expressos
possam ser identificados, e consequentementeusgdd metabdlica possa ser
investigada (KUHN, 2001). A expressdo génica poele estudada em nivel
protéico ou de transcritos das células. A eletafferbidimensional (2D), que
fornece um mapa com todas as proteinas presentescéialas naquele
momento, auxiliado pela espectrometria de massa, germitido separar,
guantificar e identificar grupos de proteinas asslas a situacdes especificas
(SILVA, 2002).

A maximizacdo da sensibilidade dos métodos de dicagio tem
levado ao desenvolvimento de técnicas cada vez enaiplexas, dentre elas o
PCR Quantitativo em Tempo Real (QPCR), que ja daiba bastante tempo na
area médica, mas apenas recentemente tem sidadnilcomo ferramenta nos
estudos de expressdo génica e quantificacdo detrsg@gs especificas em
plantas (GACHON; SAINDRENAN, 2004). De modo gemalinvestigacao da
expressao génica em plantas, tem facilitado o camieato e o entendimento de
genes e vias metabdlicas.

O gPCR difere do PCR classico pela mensuracéo attufwr de PCR

amplificado em cada ciclo da reacdo da PCR. Nacpr&ima camera de video
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grava a luz emitida por um fluoréforo, que é incogulo dentro dos novos
produtos amplificados. Assim, o gqPCR permite quearaplificacdo seja
acompanhada em tempo real, durante a fase expahecicorrida, fazendo
com que a quantidade de material inicial seja detexda precisamente.
Comparado com outras técnicas de avaliacdo exstemssa permite uma
deteccao de um dado acido nucleico alvo de marggiida, especifica e muito
sensivel (GACHON; SAINDRENAN, 2004).

A quantificacdo € a caracteristica mais importadte qPCR. A
guantificagdo absoluta é calculada com auxilio dea ucurva padrdo. A
guantificagdo relativa pode ser deduzida considkraliferencas de Ct, entre as
amostras e padrdes de expressao constitutiva (BUZDO0). Comparada com
0 PCR cléassico, uma das principais vantagens d&Rcf & rapidez em fornecer
dados confiaveis. E altamente sensivel na detedgddNA ou RNA devido &
combinacdo de amplificacdo realizada pelo passdPdR e o sistema de
deteccdo. Em qualquer caso, a especificidade doegso pode ser checada
depois da completa corrida de PCR, por gel deoftetrse, curva de dissociacao
e dados de sequenciamento. E uma técnica muiteo@mie para estudos com
limitada quantidade de material inicial ou paraasaliar a expressdo de um
grande numero de genes com quantidades minimasNde (RREEMAN;
WALKER; VRANA, 1999).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo das sementes

O trabalho foi realizado na area experimental d.aimoratério Central
de Analise de Sementes do Departamento de Agniaultia Universidade
Federal de Lavras. A cidade de Lavras encontraaseegido Sul do estado de
Minas Gerais que, segundo classificacdo de Kopgenesenta clima tipo Cwa
(OMETO, 1981). Esta situada em altitute de 918,144 de latitude sul e
45°00 de longitude oeste.

Os dados relativos a temperatura, umidade relaivarecipitacao
pluviométrica, registrados na Estacéo Climatolé@idacipal de Lavras (MG),
durante o periodo de producdo das sementes saxeatados nos Gréficos 1,
2e3.

Temperatura °C

30
= A\A/ﬁ\ﬂ\a\
20

15

10

dez/10 jan/11 fev/11  mar/l1 abr/11  mai/ll

Gréfico 1 Variagdo mensal da temperatura médiarddeadezembro de 2010 a
maio de 2011
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Sementes das cultivares Savana, Engopa 316, CtmduiS 8400, CD
201, CD 206, CD 202 e CD 21&ram produzidas em area com solo classificado
como Latossolo Roxo distroférrico, realizando-seseameadura em sistema
convencional.

De acordo com a andlise de solo foi feita a adubalgh semeadura
conforme recomendacfes de Ribeiro, Guimardes e n¥ic€1999). No
tratamento das sementes foi utilizado o fungicid@awix Thiram 200 SC na
dosagem de 250 ml/100kg de sementes. Em segusdaeraentes foram
inoculadas com produto comercial turfoso, objefilmaae garantir uma
populacdo minima de 1200000 bactérias/semente.

A multiplicacdo das sementes foi realizada no éalimento de blocos
casualizados com trés repeticdes, realizando-samaaglura em dezembro de
2010. As unidades experimentais constaram de 4adirde 5m cada, sendo
consideradas apenas as 2 linhas centrais comaitiiréa desbaste foi realizado
mantendo-se uma populacdo de 16 plantas por nirediar |

A colheita manual foi realizada quando as planeasrgontravam nos
estadios fenoldgicos de acordo com Fehr e Cavi(le¥s7). A secagem foi
realizada a sombra, até as sementes atingirem &3¥gua.

Foram utilizadas as sementes retidas em peneiragvidecircular entre
5,55mm e 6,35 mm para uniformizacdo do tamanhaelaentes para posterior

realizacdo das avaliacdes.

3.2 Testes de germinacao e vigor

Para a realiza¢@o dos testes de germinagéo e eoweénto acelerado,
as sementes foram tratadas com fungicida Vitavaraih200SC, na dosagem
de 250ml/kg de sementes.Utilizaram-se em amboggsst 300 sementes por

cultivar. No teste de germinacdo, as sementes femmeadas entre papel tipo
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Germitest umedecido com 4gua destilada na propated®5 vezes o peso do
papel, visando umedecimento adequado e uniformizdgéeste. As sementes
permaneceram no germinador regulado paral®s As avaliagbes foram
realizadas aos cinco dias (primeira contagem) e dias (contagem final),

computando-se a porcentagem de plantulas normagyndo os critérios

estabelecidos nas Regras para Analise de SemBRAS(L, 2009).

Para o teste de envelhecimento acelerado, o méiddmdo foi o de
minicamaras do tipo “gerbox”, em que 42g de sensdioteam distribuidas sobre
uma tela suspensa no interior da caixa, contendul4@le agua e submetidas a
temperatura de 42°C durante 72 horas. Em seguwdagdlizado o teste de
germinacgéo segundo Vieira e Carvalho (1994), caapéticGes de 50 sementes
para cada cultivar.

Para a realizacdo do teste de condutividade eléfaam utilizadas
quatro repeticbes de 50 sementes para cada cukiparentemente intactas e
pesadas. Em seguida, foram colocadas em coposasiicps com capacidade
de 200 ml, contendo 75 mL de agua deionizada drir2hthoras a temperatura
de 25C. Por meio de um condutivimetro de massa, marGINIED, modelo
CD 21A, foi efetuada a leitura da condutividadesdaicdo de embebicdo das
sementes de cada cultivar e os resultados expressps/cm/g de sementes
(VIEIRA; CARVALHO, 1994).

A andlise estatistica foi realizada, utilizandoeseprograma Sisvar
(FERREIRA, 2003) e os dados foram interpretados mero da andlise de
variancia em esquema fatorial 8 X 2, sendo 8 akés e 2 épocas de colheita
(estadios R8 e R8 + 15 dias). Foi empregado o @stScott-Knott para a

comparacédo das médias.
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3.3 Andlise da expresséo génica

Ap6bs a colheita, parte das sementes foi imediat@namondicionada em
nitrogénio liquido e armazenada a -80°C, paragpioses analises da expressao
de genes relacionados com a qualidade fisiologcaainentes. Utilizou-se a
técnica de PCR em tempo real (QPCR) para a amitmnscritos e a técnica de

eletroforese para analise de proteinas.

3.3.1 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Todos os materiais utilizados foram previamentenmillos a HO
tratada com DEPC 0,1% (dietilpirocarbonato), paibii a acdo das enzimas
RNAses. O RNA total foi extraido em duas repeticbedogicas para cada
amostra, utilizando o reagente PureLink Plant RWV(TROGEN) segundo
recomendacdes do fabricante e, para 0,1 g da $end0 pL de PureLink
Plant RNA e agitado em vértex por 20 seg. e margigiorepouso na posicao
horizontal por 5 min., para melhor homogeinizac@ardhterial. Em seguida, o
material foi centrifugado a 14.000 xg a 4°C, dward min. Apdés a
centrifugacéo, o sobrenadante foi transferido pakeo microtubo adicionando-
se 300 pL de cloroférmio, 100 pL de cloreto de gsita (5M) seguido de
agitacdo. Novamente foi realizada a centrifugacf4.@00 xg a 4 °C, durante 10
min. O sobrenadante foi transferido para novo midr@ adicionando-se o
mesmo volume de alcool isopropilico e o microtuborhantido em repouso,
durante 10 min. Posteriormente, o material foi ifeigiado a 14.000 xg, a 4 °C,
por 10 min. Em seguida, foi descartado o sobreradaadicionou-se 1 ml de
etanol 70% centrifugando-se a 14.000 xg em temp@rambiente, durante 1
min. O sobrenadante foi removido e o pellet seqaolo 10 min, o qual foi
ressuspendido em 20 pL de dgua com DEPC 0,1% eamnado a -80°C.
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A quantificacdo do RNA total extraido foi feita exapectrofotbmetro,
medindo-se a absorbancia a 260 e 280nm, obsensanaitio de comprimento
de onda 260/280 cujos valores se encontraram xedai 1,8 a 2,0, o que indica
extracdo de alta qualidade. A integridade do RNw#bim foi analisada por
eletroforese em gel de agarose (1,5%), contendpdamMBE 1x e corado com

solucédo de brometo de etideo. A corrida aconte@yvadurante 30 min.

3.3.2 Tratamento com DNAse

Posteriormente, as amostras extraidas de RNA fdratadas com
DNase (AMBION), conforme instrucdes do fabricanBara a obtencdo do
cDNA foi utiizado o kit Hight-Capacity cDNA ReveeTranscription
(APPLIED BIOSYSTEMS).

3.3.3 Desenho de primers

Os primers utilizados foram desenhados por meiprdgrama Primer
Express 3 (Applied Biosystems). Os genes GAPDH @Zfbram selecionados
como controles endégenos por apresentarem expresséiitutiva, em todos os

tratamentos.
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Tabela 1 Primers utilizados na andlise de qRT-PCR

Gene Sequéncia do Primer
GAPDH F B TCCAAGGGGACCTAACGGAGA 3
GAPDHR BTGGGTCAAGAGCTGGATGGTG 3
CYP2F 5" CGGGACCAGTGTGCTTCTTCA 3’
CYP2R 5' CCCCTCCACTACAAAGGCTCG 3
SOD F 5' GTTGAAAAGCCA GGGGACA 3’
SOD R 5" TCTTACCCCTTGA GCGTGG 3’

ADH F 5' TCCTGACTATTATTTCCGCATCAC 3
ADH R 5 TTATCACACATGCGCTTGAATTT 3’
CATF 5 TGTTGCTGCAGTTGCGTACA 3
CATR 5" CGGAAAACCAAGTCTCATCAACTA 3
PGIF 5" AACAACGGCACTGACAGTTACG 3
PGIR 5" GAGCACCACCCTGTTTGGTT 3
MDH F 5" GGCACCCTGTTTGGTGGGACA 3’
MDH R 5" GTTGAAAAGCCA GGGGACA 3

ICLF 5 TGGGTCAAGAGCTGGATGGTG 3
ICLR 5" CGGGACCAGTGTGCTTCTTCA 3

(F) sequéncia do primer foward. (R) sequéncia dogrreverse

3.3.4 PCR em tempo real

As reacBes foram preparadas em triplicatas para cath das duas
repeticdes bioldgicas e realizadas no termociclaA@PRISM 7500 Real Time
PCR (APPLIED BIOSYSTEMS) utilizando-se SYBR Gree@RP Master Mix
(APPLIED BIOSYSTEMS). A expressdo quantitativa tieka foi determinada
pelo método 2*“*, considerando como calibrador sementes da cul@a01,
considerada de alta qualidade.

As condicdes das reacdes foram 50 ° C duranten2 96i ° C durante
10 min, 45 ciclos de 95 ° C durante 2 min, 62 °utadte 30 s e 72 ° C durante
30 s. ApOs terem sido realizadas as devidas padigdes, as reacfes de
amplificacdo foram conduzidas em um volume final rdacdo de 20 pL
contendo: 10 pL de SYBR Green PCR Master Mix (AFELBIOSYSTEMS),
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2 uL de cDNA (250 ng), 0,4 pL de cada um dos pmnfieward e reverse e 7,2
uL de agua ultrapura autoclavada.

Apés a amplificacdo por PCR em tempo real, cadadyteo da
amplificacdo foi analisado por uma curva de dissgw certificando que, para
cada gene e tratamento, o produto amplificado nAmesantou bandas
inespecificas e/ou formacao de dimeros de primer.

A analise dos dados foi realizada por meio do @mgr 7500 Software SDS
(Versdo 2.0.1) (APPLIED BIOSYSTEMS).

3.3.5 Analise de isoenzimas

Para a andlise das enzimas, duas repeticbes denthtes de cada
tratamento foram maceradas em mortar contendo géitio liquido e
antioxidante PVP (Polivinil Pirrolidone). Para aalse das isoenzimas ICL e
MDH, a extracdo do material vegetal foi realizada 2 dias ap0s a semeadura
(durante o processo de germinac&@ram retiradas subamostras de 100 mg nas
guais foram adicionadas 300 ul de éter etilic®8 @ de agua para retirada do
Oleo. As amostras foram centrifugadas por 20 mew&ol4000 rpm, 4° C,
realizando-se esse processo duas vezes. Paragdexttas enzimas, 250 ul do
tampéo de extracéo (Tris HCI 0,2 M pH 8 + 0,1% dtabmercaptoetanol) foi
utilizado. Em seguida, as amostras foram agitadasdamente em vortex
permanecendo durante a noite em geladeira. Na nmsggudinte, as amostras
foram centrifugadas a 4° C a 14000 rpm, por 30 togdoram aplicados 50 pL
do sobrenadante no gel de corrida (gel separagmliacrilamida 7,5% e gel
concentrador — poliacrilamida 4,5%). O sistema &ngel/eletrodo utilizado
foi a Trisglicina pH 8,9. As corridas foram efetaadh 150 V, por 5 horas. Ap4s

a eletroforese, procedeu-se a revelacdo das enzmmgerdxido dismutase
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(SOD), alcool desidrogenase (ADH), catalase (CATpsfogluco-isomerase
(PGI), malato desidrogenase (MDH) e isocitratoelil€L) (ALFENAS, 2006).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Andlises fisiolégicas

Por meio da andlise de variancia, houve diferemgafisativa para a
qualidade fisiologica das sementes de soja enttiwares e épocas de colheita
avaliada pelos testes de germinacao e vigor.

De acordo com os resultados observados nos testegemninacéo,
condutividade elétrica e envelhecimento aceleratimbéla 1), foi possivel
diferenciar as cultivares utilizadas nesse estgdanto a qualidade fisiologica
de sementes quando a colheita foi realizada 15agias o estadio R8.

Jé& pelo teste de condutividade elétrica, houvedtifea também de vigor

entre as cultivares, quando a colheita foi reatizanl estadio R8.

Tabela 1 Médias de germinacdo, envelhecimento racklee condutividade
elétrica de sementes de cultivares de soja, s@i@e/21

Testes Germinagao Env. Acelerado Condut. Elétrica
Epoca R8 R8 + R8 R8 + R8 R8 +
Cultivares

CD 206 86 Aa 83Aa 82Aa 66 Ab 5416 Aa 7241Ab
CD 201 86 Aa 84Aa T6Aa 66 Aa 7566Ba 8575BDb
MS 8400 87Aa 76Bb 83Aa 68 Ab 8058Aa 88,08Ba
CONQUISTA 90Aa 70Cb 78Aa 52Bb 7425Ba 90558Bb
CD 202 84 Aa 86Aa T72Aa 73Aa 7458Ba 78,08Aa
SAVANA 88 Aa 68Chb 68Aa 44Bb 87,75Ca 108,08Ch
ENGOPA 316 88Aa 67Cb 80Aa 27Chb 69,66Ba 110,66Ch
CD 215 87Aa 76Bb 68Aa 51Bb 7891Aa 9483Bb
CV % 8,05 17,68 12,6

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linmhasena letra mailscula na coluna
nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knot&ad® significancia
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A classificagdo das cultivares em diferentes niveés qualidade
fisioldgica variou com a época de colheita. Em sga®edas cultivares CD 206,
CD 201 e CD 202 colhidas no estadio R8 +15 diaanfonbservados os maiores
valores de germinacdo. O retardamento de colhaitenaimente afeta a
qualidade das sementes, pois as mesmas podemegptasstas a condi¢des
adversas (GRIS et al., 2010).

Para o teste de envelhecimento acelerado ndo fuii@venca de vigor
das sementes entre as cultivares, quando a colf@itealizada no estadio R8.
No entanto, quando a colheita foi realizada 15 di@ss o estadio R8, menores
valores de vigor foram observados em sementes didisaces Conquista,
Savana, Engopa 316, MS 8400 e CD 215.

Pelo teste de condutividade elétrica, houve dif@ensignificativas
guanto ao vigor entre as cultivares e os estadiosotheita. De acordo com
Vieira e Krzyzanowski (1999), os valores padrBescdedutividade a serem
considerados devem ser de 7@8(m/g, indicando de alta para média a
gualidade de sementes de soja. Os valores de oaddde elétrica em
sementes colhidas no estadio R8, estiveram no aelrd referencial, com
excecdo dos observados em sementes da cultivan&dsm sementes colhidas
no estddio R8 + 15 dias, considerando o padrdo eferéncia, apenas as
cultivares CD 206 e CD 202 foram classificadas cdealto vigor. Em valores
absolutos, os maiores valores de condutividaderfaiservados em sementes
das cultivares Savana e Engopa 316.

Deve-se ressaltar que, pelos resultados observaabdestes para a
avaliacdo da qualidade fisiolégica de sementesofie Bouve maior distingdo
das cultivares quando as sementes foram colhidadiat5apo6s o estadio R8.
Com excecdo dos resultados observados no tesendatividade elétrica, ndo
foi possivel distinguir as cultivares quanto a wlaale fisioldgica quando a

colheita foi realizada no estadio R8. Provavelmeésde tenha acontecido em
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func@o das condi¢Bes climaticas favoraveis durarpeocesso de maturagdo e
apos o ponto de maturidade fisioldgica das sementes

As temperaturas médias entre os meses de marcmdaran amenas.
A precipitacdo pluviométrica a partir de marco feduzida, com valores
baixos entre abril e maio, com reflexos diretosumaidade relativa do ar.
(Gréficosl, 2 e 3).

Foi observado ainda, por meio dos testes de gecldna
envelhecimento acelerado e condutividade elétparm a cultivar CD 202, alta
gualidade fisiolégica das sementes, mesmo comaodaanento da colheita das
sementes. Menores valores de germinacdo e vig@mfoobservados em
sementes das cultivares Engopa 316 e Savana,gafimeginte quando houve o
retardamento de colheita das sementes. Ressatiaesesses resultados sao
comparaveis, uma vez que as sementes das oitwacedt foram produzidas sob
as mesmas condicdes edafoclimaticas. Assim forarsideradas com sementes
de baixa qualidade, as cultivares Engopa 316 en@agacom alta qualidade as
cultivares CD 201 e CD 206.

4.2 Andlise da expressao génica

Em relagéo a atividade das enzimas, para a entamal desidrogenase
(ADH), observou-se a maior atividade em sementesdiivares CD 201 e CD
206, classificadas como alta qualidade fisiolégiemy ambas as épocas de
colheita, com maior expressdo dessa enzima em sesnéa cultivar CD 206
(Figura 1). Tal enzima esta relacionada a respirag@erobica, promovendo a
reducdo do acetaldeido a etanol (BUCHANAN; GRUISSHEINES, 2005). A
atividade da ADH foi mais intensa em sementes dhiva@res de alta qualidade,
aos 15 dias apos o estadio R8. Provavelmente adesa enzima tenha sido

mais efetiva em sementes nessa condi¢do, uma eezgusementes colhidas



36

15 dias apds o estadio R8 foi observada menordaddi fisiologica. A ADH
esta envolvida no processo respiratorio e tem céungdo a remocgdo do
acetaldeido em sementes.

Aos 15 dias ap6s o estddio R8, as sementes enuesdramais
vulneraveis a deterioracdo e consequentemente caior nproducdo de
acetaldeido que é considerado mais toxico as semequiando comparado ao
etanol (ZHANG; KIRKHAM, 1994). Padréo semelhant&ra a atividade da
ADH foi encontrado por Vidigal et al. (2009), enmmntes de pimenta, com alta
qualidade fisiol6gica nas quais foi observada anwstividade da enzima ADH.

Eng. Saw. CD 201 CD 206 Eng. Fav. CD 201 CD 206

repeticies repeticies
1T 2 12 1 2 1 2 1 2 12 1 2 1 2

R8 + 15 dias RS

Figura 1 Padrdes isoenzimaticos de sementes ddesaijita (CD 201 e CD 206) e
baixa qualidade fisiolégica (Engopa 316 e Savahapgnte as épocas de
colheita R8 e R8 + 15 dias, revelados para a en&ibia

A atividade da enzima fosfoglico isomerase (PGHeser observada na
Figura 2. A expresséo dessa enzima foi maior eneses de alta qualidade e
colhidas 15 dias ap6s o estadio R8. A PGI atuareagbes de glicélise
(LEHNINGER, 2006) e desempenha funcédo vital astpka

A maior expressdo desta enzima em sementes dasdt com alta
qualidade reflete a efetividade da enzima no pemede fosforilacdo de
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acucares na glicolise, importante para a produgdoexergia, durante a
respiracao.

R8 PGl RS + 15 dias

A A

/ repeticies \ / repetigbes \

CD206  CD201  Sav. Eiig. CD206  CD 201 Sav. Efig,

Figura 2 Padrdes isoenzimaticos de sementes deeajlia (CD 201 e CD 206)
e baixa qualidade fisiolégica (Engopa 316 e Sayahaante as épocas
de colheita R8 e R8 + 15 dias, revelados paraiana2Gl

Em outros trabalhos de pesquisa nos quais foramelacionados a
respiracdo em sementes e as atividades de enzimak/idas na respiracao,
verificou-se maior expressao destas enzimas emrgesneom alta qualidade
fisiolégica. Castro 2011, ao estudar a respiragisetnentes de milho por meio
do teste de Pettenkofer, observou maior respiratz sementes com alta
qualidade e maior expressao nessas sementes daaektidH. Por meio de
célculos estequiométrico se obtém a quantidadeQieliBerado pela respiracédo
das sementes. Em consequéncia do processo deodet@o das sementes,
ocorre um comprometimento da atividade respiratdgasas. Sendo assim,
sementes de qualidade fisioldgica inferior deveriapnesentar bandas com

menor intensidade.
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Além das enzimas envolvidas na respiracdo, aquelasionadas a
remocdo de radicais livres em sementes também m@ortantes como
marcadores moleculares para a qualidade de semélgsts pesquisa, para a
enzima SOD, observou-se que, em sementes colhadastadio R8, ha maior
atividade em sementes classificadas como de bailidgde, Savana e Engopa
316.

Ja em sementes colhidas 15 dias apds o estadioolf¥®rvou-se
alteracdo nos padrdes da enzima SOD em sementésdde as cultivares
avaliadas. Em sementes da cultivar CD 201, CD ZBfgopa 316, colhidas no
estadio R8 + 15 dias, houve maior expressao denalgisoformas que também
se expressaram em sementes colhidas no estadim Rparecimento de outras
isoformas a exemplos daquelas numeradas na Figuwan® 1, 2, 3 e 4. Em
sementes das cultivares Savana e Engopa 316fickdas com baixa qualidade
fisiolégica houve menor expressdo de algumas iswser dessa enzima, a
exemplo das numeradas como 5 e 6. Nas sementess drdtivares houve
reducdo significativa da qualidade fisiol6gica damentes avaliadas pelo teste
de germinacéao e vigor, avaliada quando a colheiteefardada 15 dias ap6s o
estadio R8.

A SOD é considerada uma enzima removedora de radicees e €
considerada uma das primeiras a atuarem na dedesa @spécies reativas de
oxigénio (ERO’s). A baixa qualidade fisiologica esamentes das cultivares
Savana e Engopa 316, colhidas no estadio R8, pstde a@ssociada a maior
atividade da SOD, sendo possivel que tal comportaomesteja relacionado a
eliminacdo de ERO’s que foram produzidos em seraesidssas cultivares. O
perdxido de hidrogénio, formado como produto da S@pesar de menos
reativo que o acetaldeido, em altas concentragifes-se toxico, pois pode
reagir formando radicais hidroxila (BOWLER; MONTAGINZE, 1992), que

causam peroxidacgao de lipidios.
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RS SOD RS + 15 dias

/ repeticies \ / repeticdes \

CODZ06  CD 207 Sav. Eng. CD 206 CD 201 Sav.  Eng.

Figura 3 Padrdes isoenzimaticos de sementes déeajta (CD 201 e CD 206)
e baixa qualidade fisiolégica (Engopa 316 e Sayahapnte as épocas
de colheita R8 e R8 + 15 dias, revelados paraisnen20D

Outra enzima envolvida na remoc¢éao de peroxido dedénio, formado
a partir da atividade da SOD é a catalase (CATktdN@esquisa, ndo foi
observada diferenca na expressédo da enzima enti@amentos dentro de cada
época de colheita. No entanto, comparando-se as élacas de colheita, a
expressao dessa enzima foi maior em sementes aslhml estadio R8 (Figura
4). Em sementes colhidas 15 dias apés o estaditaiRBém foi observada
menor qualidade fisiolégica das sementes, em mlagdas colhidas no estadio
R8. Em sementes deterioradas, tem sido observadernaividade dessa
enzima com menor eficiéncia dos sistemas removeddee radicais livres.
Segundo Jeng e Sung (1994), quando a semente Hemida, ocorre maior
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peroxidagdo dos lipidios e reducdo na atividade etiémas removedoras de
peréxidos como a CAT.

+ .
RS CA.T R8 + 15 dias

repetices \

repeticies

4 i

CD 206 CD 2 Sav. Eng. CD 206 CD2m Sav. Eng.

Figura 4 Padrbes isoenzimaticos de sementes ddesajsa (CD 201 e CD 206) e
baixa qualidade fisiolégica (Engopa 316 e Savahaante as épocas de
colheita R8 e R8 + 15 dias, revelados para a enCiffia

Em relacdo a enzima MDH (Figura 5), observou-sag&d da atividade
desta em sementes colhidas 15 dias apés o estdjie®rR sementes das
cultivares CD 206, CD 201 e Savana. N&o foi obskrva atividade dessa
enzima em sementes da cultivar Engopa 316, naségoass de colheita. Como
ja mencionado, em sementes com baixa qualidad#dfigta espera-se menor
atividade respiratéria. A enzima Malato Deshidragen (MDH) tem sido
associada com a biossintese de oxalacetato (OA#3 imterconversdo do
malato para oxalacetato, durante o ciclo dos acidoarboxilicos (Ciclo de
Krebs) em plantas (WEEDEN; WENDEL, 1990). Assimsaegnzima assume
uma funcao importante em uma ampla variedade d@e&sdbiossintéticas, tais
como sintese de aminoacidos, gluconeogénese, maaatdos potenciais redox
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e intercAmbio de metabdlitos entre o citoplasma eorganelas (LIN et al.,
2003). Contudo, espera-se que a atividade de M@edisensa nos primeiros
estadios do processo de germinacdo em que a sittes®mvos tecidos da

semente requer mais energia para o crescimento.

MDH

R3S RS + 15 dias

A A

chZ06 CDZ01  Savw.  Enag. chZ06 CD201  Saw. Eng.

Figura 5 Padrdes isoenzimaticos de sementes deaajlia (CD 201 e CD 206)
e baixa qualidade fisiologica (Engopa 316 e Savahaante as épocas
de colheita R8 e R8 + 15 dias, revelados paraimeriDH

Foi verificada menor expressao da enzima ICL (Ridi); em sementes
colhidas no estadio R8 em relacdo as colhidas 45 ap6s o estadio R8. No
entanto, em sementes da cultivar Engopa 316 f@reada reducéo da atividade
dessa enzima, com o retardamento da colheita. Mdarét al. (2000),
pesquisando a atividade da ICL em sementes dedsognte a germinacao,
observaram que frente a condi¢des de estressee hmuaumento da atividade
enzimatica. Esses dados corroboram com a maiddadie observada da ICL
durante a época R8 + 15 dias, quando as semerifis msis sujeitas a

deterioracdo. Em sementes colhidas no estadio R8ehmais atividade da
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enzima ICL em sementes da cultivar CD 206. Em s&merplhidas com 15
dias apds o estadio R8, houve menor atividade desdma em sementes da
cultivar Engopa 316, em relacdo as demais, nessmnaepoca. Carvalho
(2013) constatou maior atividade da ICL em cultégadle sementes de soja com
melhor qualidade fisiolégica.

Em sementes mais deterioradas tem sido observadar nagividade
dessa enzima, com menor eficiéncia dos sistemasvegtares de radicais livres.
Em sementes de soja, a isocitrato liase é condi@denma enzima chave na
regulacdo do ciclo do glioxilato e esta envolvida metabolismo de lipidios
armazenados nas sementes oleaginosas, e no degapntb das atividades no
glioxissomos.

ICL
Estadio R8 Estadio R8 + 15 dias

A A

FAN

cbh206 CD201 Sav. Eng. Cch206 CD201  Sav.  Eng.

Figura 6 Padrdes isoenzimaticos de sementes deeajlia (CD 201 e CD 206)
e baixa qualidade fisiolégica (Engopa 316 e Savahaante as épocas
de colheita R8 e R8 + 15 dias, revelados paraiaarZL
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Em relagéo ao estudo de expressao génica de itasspela técnica de
RTg-PCR, em sementes das quatro cultivares sebtéas anteriormente e
colhidas em duas épocas, considerou-se a expredafiva a cultivar CD 201
gue foi classificada com sementes de alta qualifiad®dgica. No Grafico 4
observa-se a expressdo dos genes alcool desidsegéA®H), superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e fosfoglico is@mse (PGIl), em sementes
das cultivares de baixa e alta qualidade, durargstédio R8. A expressao do
gene SOD foi maior em sementes das cultivares BaearEngopa 316,
consideradas de baixa qualidade fisiologica. Jaseasntes colhidas 15 dias
apos o estadio R8, (Grafico 5), maior expressatedgene foi observada em
sementes da cultivar CD 206 e menor expressadof@roada em sementes da
cultivar Engopa 316, sendo essa Ultima classificaao de baixa qualidade de
sementes. A SOD ¢ a primeira enzima que atua ha tie defesa contra formas
reativas de oxigénio, uma vez que essa enzima aragao dos superdxidos 02,
catalisando reacdes de transferéncia de 2 eléprars produzir peroxido de
hidrogénio (H202) (MCDONALD, 1999).

Para o gene CAT, também envolvido no sistema degé&mde radicais
livres, foi observada maior expressdo em sememtesiitivar CD 206 e menor
expressao em sementes das cultivares Savana e&E8ippde baixa qualidade,
colhidas no estadio R8. Quando a colheita foi deida, R8 + 15 dias, a
expressdo desse gene apresentou-se maior em serdentiltivar Savana,
classificada como de baixa qualidade.

Com relacdo aos resultados dos genes envolvidosperoessos
respiratorios, o gene ADH foi mais expresso em séesedas cultivares de alta
qualidade, quando colhidas no estadio R8. Em termaméricos maior
expressdo foi observada em sementes colhidas ¥5agliés o estadio R8.

Ressalta-se que a expressdo da enzima ADH, avapetta técnica de
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eletroforese, também foi maior em cultivares comesges classificadas como
de alta qualidade fisiol6gica.

Quando a colheita foi retardada (R8 + 15 dias)pmaipressédo do gene
ADH foi observada em sementes das cultivares CDe2B6gopa 316 e menor
expressdo em sementes das cultivares CD 201 e&a\ssim para esse gene,
considerando o retardamento da colheita ndo fosipels estabelecer uma
relacdo entre a qualidade fisiolégica de sement@expressdo do gene ADH
avaliado nesta pesquisa.

A expressdo do gene PGI foi maior em sementes ltigacuCD 201,
considerando o estadio R8 e menor em sementedtidarc8avana, sendo que a
expressdo do gene nessa Ultima ndo se diferen@queth observada em
sementes da cultivar CD 206. A expressdo desse gemesementes das
cultivares de baixa qualidade diminui na época abeita R8 +15 dias em
relacdo as colhidas no estadio R8. Para a cul@liZaR06 colhidas 15 dias apos
o0 estadio R8, a expressao foi maior em relacadssreadas em sementes das
demais cultivares. Maior expressédo desse gendgareada também na cultivar
CD 201, em relacdo a observada em sementes dammdtSavana e Engopa
316. Quando foi avaliada a expressdo da enzimapPGmeio da técnica de
eletroforese, também foi observada maior atividdelta enzima, em sementes
de alta qualidade, corroborando também com ostaefas observados nos testes

de germinacéo e vigor.
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Estadio R8

1,400
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qualidade qualidade

Cultivares

Gréfico 4 Perfil da expressao quantitativa relatlea genes SOD, ADH, CAT e
PGI, durante o estadio de desenvolvimento R8, sesies de soja de
alta e baixa qualidade fisiolégica. Barras refergrao desvio padrao
das triplicatas.

Estadio R8 +
2,500
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£ 2,000
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0,000 = el —
CD 201 alta 206 alta Savana baixa Engopa 316
qualidade qualidade qualidade baixa

qualidade

cultivares

Gréfico 5 Perfil da expressédo quantitativa relatlea genes SOD, ADH, CAT e
PGI durante a época de colheita R8 +15 dias, derseside soja de
alta e baixa qualidade fisiologica. Barras refarsrdgo desvio padrao
das triplicatas.
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Maior expressdo do gene MDH foi observada em searsedas
cultivares Savana e Engopa 316, quando as senferaes colhidas no estadio
R8 (Gréfico 6). No entanto, quando a colheita fmlizada 15 dias apés o
estadio R8 (Grafico 7), a maior expressao desse fpeobservada em sementes
da cultivar CD 201. Nessa condicdo de colheita, h@ave diferenca na
expressao desse gene entre as sementes das esl@2206, Savana e Engopa
316.

Em relagdo a expressao do gene ICL, associadaradgisocitrato liase
foram observadas diferencgas significativas entr&aiamentos. Na sequéncia,
em ordem decrescente, foi observada maior expregsgene em sementes das
cultivares CD 206, Engopa 316, Savana e CD 20Indpaolhidas no estadio
R8 (Gréfico 6). No entanto, sementes colhidas &5 dpds o estadio R8, maior
expressao do gene foi observada em sementes dercdD 201, seguida das
sementes das cultivares CD 206 e Engopa 316, wajoses de expressao do
gene, nessas duas Ultimas, nao diferenciaram snivienor valor de expressao
deste gene foi observada em sementes da cultivan&alassificada como de
baixa qualidade fisiolégica de sementes (Gréfico 7)
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Estadio R8
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Gréfico 6 Perfil da expresséo quantitativa relatisa genes ICL e MDH durante
o estadio de desenvolvimento R8, de sementes dalsajlta e baixa
qualidade fisiolégica. Barras referentes ao despmdrdo das

triplicatas
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Gréfico 7 Perfil da expresséo quantitativa relatioa genes ICL e MDH durante
a época de colheita R8 +15 dias, de sementes dalsdjlta e baixa
gualidade fisiologica. Barras referentes ao despmdrdo das
triplicatas
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Ao avaliar conjuntamente os dados de expressaocadsctitos, os de
expressao de enzimas avaliada pela técnica defelese e os resultados dos
testes de germinacdo e vigor, verificam-se algusitaacfes que explicam a
complexidade dos fatores que interferem na quadifiatblogica de sementes de
soja. Segundo Carrington e Ambron (2003), a presde¢cRNAmM nédo significa
necessariamente a presenca do produto protéicaugaegistem diferentes
mecanismos de regulagdo da expressdo génica, gieanpser utilizados de
acordo com a necessidade da célula..

Outro aspecto que deve ser considerado é que ooleogenético da
gualidade fisiol6gica de sementes de soja € compém fungcdo de muitos
genes estarem envolvidos. Nessa situacdo, estuli@slas para a expressao
desses genes por meio de transcritos podem samadmsi uma vez que
isoenzimas importantes nos processos de determregspiracdo, germinagao,
sdo codificadas por diferentes genes. Estudar ura de efeito maior requer
estudos mais complexos, nem sempre viaveis paiegie dos mesmos, devido
ao maior nimero de genes, de efeitos menores,iadssca caracteristica de
gualidade fisioldgica.

Assim, quando se avalia a expressdo de uma isoanzim meio da
técnica de eletroforese,varias enzimas codificadagenes diferentes, mas que
possuem afinidade pelo mesmo substrato, podempsessar. Dessa forma, os
transcritos selecionados, nesse tipo de estudogenpakr mais restritos em
detrimento da analise proteémica. Um exemplo é eHM@ue se expressa no
citoplasma, mitocondria e peroxissomo, e é codifigaor diferentes genes.

Além dos aspectos acima mencionados deve-se comsid®da que
caracteristicas ligadas ao tegumento de sementegjalea exemplo de lignina,
podem também influenciar na qualidade fisiolégieasds sementes. Com base
nos resultados observados nesta pesquisa, verfeque a expressao ou ndo de

genes relacionados a qualidade fisiolégica de sEmeh mais importante em
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situa¢des nas quais ocorre alguma condicdo desssiresta pesquisa isto foi
possivel com o retardamento da colheita em 15 di@ss o0 estaddio RS.

Considera-se ainda que, a selecdo de enzimasoreddeis a caracteristica de
gualidade fisiolégica, codificadas por poucos gesefam importantes em

estudos desta natureza.
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5 CONCLUSOES

Ocorre maior expressao das enzimas envolvidas smraedo, alcool
desidrogenase (ADH), malato desidrogenase (MDHpsfoflico isomerase
(PGI), em sementes de soja com alta qualidaiibéoiigca.

Os perfis protebmico e transcriptdmico relacionadass genes
envolvidos nos sistemas removedores de radicaissliem sementes de soja

variam entre cultivares e com a época de colheitsedhentes.
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