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RESUMO

A producdo de sementes de soja com alta qualidade fisioldgica €
importante para garantir a produtividade de populacGes de plantas melhoradas.
Sabe-se ainda que existe variabilidade genética para essa caracteristica entre as
cultivares de soja. Objetivou-se entdo selecionar genétipos de soja para a
caracteristica de qualidade fisiolégica de sementes, por meio de testes de
germinagdo e vigor, além de estudar a expressdo de genes por meio de
transcritos e de proteinas relacionadas a qualidade fisiol6gica de sementes. Em
um primeiro ensaio foram produzidas e avaliadas sementes de 12 cultivares de
soja para a selecdo de seis cultivares com niveis de qualidade fisiologica
contrastantes. Em nivel proteico foram estudados os sistemas isoenzimaticos
alcool desidrogenase (ADH), malato desidrogenase (MDH), fosfoglico
isomerase (PGl), sorbitol desidrogenase (SDH), Piruvato descaboxilase (PDC),
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), isocitrato liase (ICL), esterase
(EST), glutamato oxaloacetato transferase (GOT) e proteinas resistentes ao
calor. Para o estudo dos niveis de transcritos foi utilizada a técnica de PCR em
tempo real (QRT-PCR). O método utilizado foi o do CT comparativo, sendo
estudados os genes que codificam para as enzimas SOD, CAT, MDH, PGil, ICL
e PRX. Concluiu-se por meio de testes de germinacdo e vigor, que as sementes
das cultivares CD201, CA115 e MS8400 foram classificadas como de alta
qualidade, engquanto que as cultivares Syn1263, Syn1279 e CD202 foram
clasificadas como de baixa qualidade. Por meio das analises das enzimas
envolvidas no processo de respiragdo a exemplos do alcool desidrogenase,
fosfogluco- isomerase e piruvato descarboxilase, sdo marcadores promissores
para avaliacdo da qualidade fisiol6gica de sementes de soja. A maior expressao
da enzima Peroxiredoxina pode estar relacionada a baixa qualidade fisiolégica
de sementes de soja.

Palavras chave: Glycine max. Isoenzymes. Transcriptdmica. Protebmica.
Germinagéo. Vigor.



ABSTRACT

The production of soybean seeds with high physiological quality is
important to guarantee the productivity of improved plants. It’s is still known
that exists genetic variability for this characteristic between cultivar of soybeans.
The objective of this work was to select genotypes of soybeans for physiological
quality characteristic through germination and vigor tests, and to study the
expression of genes through transcripts and proteins related to the physiological
quality of seeds. Were evaluated a first experiment producing seeds from 12
cultivars: CD 201, CA115, MS8400, Syn1263, Syn1279, CD202, CD215,
BRS820, Conquista, Savana, UFLAL, and BMXpot. A second experiment, were
evaluated, chosen 6 cultivars with contrasting quality and new seed multiplied for
evaluation. Protein level were studied the isoenzymes systems like alcohol
dehydrogenase (ADH), malate dehydrogenase (MDH), phosphoglucose
isomerase (PGI), sorbitol dehydrogenase (SDH), piruvato decarboxylase,
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), isocitrate liase (ICL), esterase
(EST), glutamate oxaloacetato transferase (GOT), and proteins resistant to heat.
For the study of levels of transcripts were used the PCR in real time technique
(qRT-PCR). The method used was the comparative CT and the genes worked
were for the following enzymes: SOD, CAT, MDH, PGI, ICL and PRx. It can
be concluded through the results of germination and vigor tests, that seeds from
cultivars CD 201, CA115 and MS8400 were classified like high physiological
quality and the cultivars SYN1263, SYN1279 and CD202 were classified like
low physiological quality. The proteomic analysis with the enzymes involved in
the process of respiration like alcohol dehydrogenase, phosphoglucose
isomerase and pyruvate decarboxylase, it can be inferred that these are
promissory markers to the evaluation of physiological quality of soybeans seeds.
Higher expression of peroxiredoxins enzyme could be related to the low
physiological quality of soybeans seeds.

Keywords: Glycine max. lIsoenzymes. Transcripts. Proteomic. Germination.
Vigor.
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1 INTRODUCAO

A soja é um cultivo de grdo oleaginoso mais importante para 0 consumo
humano e alimentacdo animal. A producdo e exporta¢6es de soja sdo dominadas
pelos Estados Unidos, Brasil e Argentina, bem como e cada vez mais importante
Paraguai, Bolivia e Uruguai, que compGem o bloco econémico de Mercosul. No
ambito global é o quarto produto entre os cereais e oleaginosos de consumo
humano mais importante em producdo e comercio mundial. Sendo utilizada para
consumo direto e insumo de indistrias agricola e quimica ou como combustivel.

A soja ou Glycine max, é uma leguminosa domesticada pelos chineses,
que se desenvolveu no leste da China, principalmente ao longo do Rio Amarelo,
na China. Sua evolugcdo comecou com o aparecimento de plantas oriundas,
derivadas do cruzamento natural com plantas nativas e outras variedades de
sojas selvagens existentes na regido, que foram domesticadas por cientistas da
antiga China. A sua importancia na dieta alimentar da antiga civilizagéo era tal,
gue a soja, juntamente com outras plantas nativas, era considerada gréo sagrado.

O Complexo Soja tem um papel importante no desenvolvimento da
economia brasileira. Em 2011, foram movimentados cerca de 24 bilhOes de
dolares apenas nas exportacdes de soja, farelo e 6leo. A sojicultura brasileira
gera 1,5 milhdo de empregos em 17 estados do Pais.

O crescimento dos setores envolvidos com a soja por meio de
investimentos em tecnologias, novas areas agricolas e indastrias de
processamento de grdos e refino de 6leos tem promovido resultados positivos,
ndo apenas em volumes operados, mas também na melhoria de vida da
populacéo.

A planta precisa de um grupo de estudos de maneira continua sobre o
conhecimento da espécie, bem como suas relagdes no ambiente onde esta

cultivada, dando assim um entendimento cada vez melhor sobre a espécie e suas
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particularidades e podendo assim melhorar cada vez mais sua produtividade e
adequando-a as adversidades naturais.

Sistemas de producdo de sementes sdo sustentados por meio do
desenvolvimento de cultivares com caracteristicas de interesse para 0s
agricultores, produtores de sementes e pela industria. Neste contexto a selecdo
de cultivares de soja com potencial genético de sementes de alta qualidade
fisioldgica em programa de melhoramento é importante para garantir o vigor das
sementes no campo, inclusive sob condi¢fes climaticas desfavoraveis.

O desenvolvimento de cultivares com potencial genético para prover
sementes de alta qualidade, tem se tornado muito importante no Brasil, em
funcdo da diversidade climéatica em que a soja é cultivada. De modo geral, a
selecdo para esta caracteristica, nem sempre tem sido priorizada em programas
de melhoramento de soja no Brasil. Assim, nos programas de melhoramento de
soja, a selecdo de cultivares associada a avaliacdo da qualidade fisiol6gica de
sementes é importante para garantir a sustentabilidade dos sistemas de produgdo
de sementes e gréos.

A avaliacdo da qualidade fisiologica de sementes tem sido realizada
preferencialmente por meio de testes de germinacdo e de vigor. No entanto, tem
se buscado por meio de pesquisas na area de biologia molecular, a obtencdo de
marcadores moleculares associados a qualidade fisioldgica das sementes.
Estudar a expressao de genes relacionados aa qualidade fisioldgica de sementes
tem sido um desafio, principalmente em funcdo da complexidade do controle
genético.

Diante disso, objetivou-se no presente trabalho identificar genétipos de
soja para caracteristicas de qualidade fisiolégica por meio de testes de
germinac&o e vigor, e, estudar a expressdo de genes por meio de transcritos e de

proteinas relacionadas a qualidade fisioldgica de sementes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Qualidade de sementes da soja

A soja é um dos grdos mais consumidos no mundo, e a sua demanda
cresce a cada dia, exigindo-se a producdo de sementes com alta qualidade
fisioldgica. A qualidade fisioldgica de sementes é importante para garantir o
estabelecimento da populacdo de plantas, caracteristica importante que contribui
para atingir niveis altos de produtividade. Sabe-se que a qualidade fisiol6gica de
sementes de soja € maxima em sua maturidade. A partir deste momento sdo
iniciados diferentes processos degenerativos de natureza fisica, fisiologica e
bioguimica, acarretando a deterioracdo das sementes. (FRANCA NETO et al.,
2010)

A deterioracdo € um processo que envolve complexas alteragdes, que
interferem no potencial fisiolégico da semente. A velocidade do processo de
deterioracdo é determinada principalmente, pela interagdo entre o gendtipo, o
teor de 4gua da semente e a temperatura do ambiente. (DELOUCHE, 2002)
Antes da morte da semente, como decorréncia da deterioracdo, ocorrem Varias
alteracbes fisiologicas, bioquimicas e genéticas, tais como: danificagdo
cromossdmica (ROBERTS, 1973), perda de enzimas (WOODSTOCK, 1973),
degradacdo do sistema respiratorio (ABDUL-BAKI; ANDERSON, 1972),
diminuicdo da producdo de ATP (ANDERSON, 1977) e desorganizacdo das
membranas celulares (BASAVARAJAPPA; SHETTY; PRAKASH, 1991).

Além da perda da compartimentalizacdo celular, a desintegracdo do
sistema de membranas promove descontrole do metabolismo, e das trocas de
agua e solutos entre as células e o meio exterior, determinando a queda da
viabilidade da semente (MARCOS FILHO; KRZYZANOWSKI, 1999D).
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De acordo com Moraes (2000), a rapidez com que ocorre a perda de
qualidade das sementes ap0s a sua maturidade fisiologica é funcdo da espécie,
da cultivar e das condicBGes de campo em que sdo submetidas apds a colheita e
durante o processo de producdo, colheita e operacBes de beneficiamento e
armazenamento.

Em algumas pesquisas, tem sido observado que o0 processo de
deterioracdo de sementes de soja, em determinado ambiente é atribuida ao
gendtipo. Por este motivo é fundamental o melhoramento para selecdo de
gendtipos de soja. com alta qualidade fisioldgica de sementes (LIMA, 2007).

Segundo Carvalho et al. (2014a) e Gris (2009), cultivares de soja de alta
e baixa qualidade apresentaram resultados diferentes, independentes do teor de
lignina nos tegumentos dessas sementes. Reiterando a observagéo da relagdo da
qualidade fisiol6gica das sementes com fatores inerentes a cada genotipo e ndo
somente relacionados ao teor de lignina no tegumento das sementes.

No Brasil tem sido verificado que algumas cultivares de soja, apesar de
altamente produtivas, apresentam baixa qualidade de sementes, dificultando
assim sua permanéncia no mercado. Assim, a avaliagdo da qualidade fisiol6gica
de sementes de cultivares de soja, anteriormente ao langamento no mercado,
confere mais seguranga aos diferentes setores envolvidos nos sistemas de
producdo de sementes e de gréo, para atender as demandas destes mercados. O
uso de sementes de boa qualidade é um requisito essencial para 0 sucesso no
estabelecimento dos cultivos e na obtengdo de elevados rendimentos no campo.
Sabe-se que o gendtipo influencia a qualidade fisiolégica de sementes, desta
forma, em programas de melhoramento deve ser considerado a selecéo para esta
caracteristica.

A maneira oficial de se avaliar a qualidade fisioldgica das sementes é
pelo teste de germinacdo, que conduzido sob condi¢cBes 6timas de ambiente

fornece o potencial de germinagédo do lote apds a sua semeadura. Entretanto, em
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razdo de suas limitagcdes, principalmente quanto & menor sensibilidade para a
diferenciacdo da qualidade e a frequente discrepancia dos resultados, com a
emergéncia das plantulas em campo recomenda-se também a avaliacdo da
qualidade fisiologica de sementes por médio de testes de vigor (OLSON, 2010).

Os testes de vigor sdo desenvolvidos com o objetivo de identificar
diferencas no potencial fisiologico dos lotes de sementes, principalmente
dagueles que apresentam resultados semelhantes no teste de germinacdo
(MARCOS FILHO; KRZYZANOWSKI, 1999a). Desta forma, espera-se que 0s
testes de vigor permitam distinguir, com seguranga, lotes de alto e de baixo
vigor (MARCOS FILHO, 2005). O nivel de vigor das sementes pode afetar o
potencial de armazenamento do lote e persistir no campo, influenciando o
desenvolvimento da planta, a uniformidade da lavoura e 0 seu rendimento
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Dentre os varios testes de vigor, o teste de envelhecimento acelerado é
um dos mais utilizados para a avaliagdo do potencial fisiolégico de diversas
espécies (HAMPTON; TEKRONY, 1995). Este teste tem como principio, 0
aumento consideravel na taxa de deterioracdo das sementes, quanto a sua
exposicdo em niveis elevados de temperatura e umidade relativa do ar,
considerados os fatores ambientais preponderantes na intensidade e velocidade
de deterioracdo. Assim, sementes de baixa qualidade deterioram-se mais
rapidamente do que as mais vigorosas, apresentando redugdo acentuada de sua
viabilidade (ASSOCIATION OF OFFICIAL SEED ANALYSTS - AOSA, 1983
citado por OLSON, 2010).

A deterioragdo controlada é um teste de vigor semelhante ao de
envelhecimento acelerado, porém com o controle do teor de agua das sementes
durante o periodo de envelhecimento (HAMPTON; TEKRONY, 1995). O teor
de 4gua inicial das sementes de todos os lotes é uniformizado antes da exposi¢do

a deterioracdo (MATTHEWS, 1980) e este, permanece constante durante o
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periodo de deterioracdo, fato ndo verificado no teste de envelhecimento
acelerado (SILVEIRA, 2006).

Embora outros testes sejam utilizados para a avaliacdo da qualidade
fisioldgica de sementes de soja, o teste de envelhecimento acelerado tem sido
utilizado com frequéncia para a identificacdo de genotipos com alta qualidade
fisioldgica de sementes desta espécie.

Além dos testes fisioldgicos, em pesquisas mais recentes e avancadas
tem se buscado marcadores moleculares para a sele¢do de cultivares de soja de
alta qualidade fisiolégica, por meio da expressdo de transcritos e de proteinas.
No entanto, varios genes parecem estar envolvidos no controle da qualidade
fisioldgica de sementes de soja (BALDONI, 2013).

Existem genes envolvidos com o sistema oxidativo, estes,codificam para
enzimas onde atuam quando é iniciado o estresse oxidativo produzido pelas
espécies reativas de oxigénio (ERO’s), moléculas formadas a partir da
degradagdo natural do oxigénio. Estas sdo produzidas constantemente como
subprodutos de varias vias metabdlicas localizadas em  diferentes
compartimentos celulares (APEL; HIRT, 2004). Existem diversas situagoes
ambientais capazes de produzir estresse oxidativo, portanto, a producdo de
ERRO’s pode ser considerada como uma caracteristica universal de estresse
(CARRILLO; VALLE, 2005). O estresse oxidativo provocado por estas espécies
reativas de oxigénio podem causar deterioragdo, gerando inibicdo enzimaética,
degradacdo de clorofilas, fragmentagdo do DNA e peroxidacdo dos lipideos,
processos que afetam diretamente a qualidade fisiolégica das sementes. Por esta
razdo o estudo de genes que codificam para enzimas que combatem o estresse
oxidativo e de suma importancia para estabelecer marcadores que permitam

identificar a qualidade fisioldgica de sementes.
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2.2 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Espécies reativas de oxigénio (EROSs) estdo diretamente relacionadas ao
processo de deterioracdo de sementes. Muitos dos processos deletérios impostos
pelas plantas submetidas a condi¢cBes adversas, sdo mediados por espécies
reativas de oxigénio (ERO’s) geradas em diferentes compartimentos celulares,
como consequéncia tanto do mau funcionamento de vias metabdlicas como dos
processos fisiolégicos normais. O efeito sinalizador ou destrutivo das ERO’s
depende de suas concentragdes, locais de producdo e interagdo com compostos
relacionados a outros tipos de estresse na planta, assim como do estadio de
desenvolvimento da mesma (GECHEYV et al., 2006).

Existem diversas situagdes ambientais capazes de produzir estresse
oxidativo, portanto, a produgdo de ERO’s pode ser considerada como uma
caracteristica universal de estresse (CARRILLO; VALLE, 2005).

Os compostos antioxidantes sdo substancias que atuam em altas
concentragdes em substratos oxidaveis, inibindo ou atrasando significativamente
a peroxidacao lipidica e também influenciam na qualidade fisiologica das
sementes. As sementes em geral sdo ricas em acidos graxos essenciais, fibras e
compostos fenolicos que exercem atividade antioxidante (HALLIWELL, 1995).

A destruigdo do maior numero de radicais livres e atividades das ERO’s
ocorre por meio da oxidagdo e dos antioxidantes enddgenos (LORENZI;
MATQS, 2002). Uma vez formadas, as espécies reativas de oxigénio, atuam nos
tecidos vegetais causando danos, tantos fisiol6gicos como bioquimicos. As
espécies reativas de oxigénio, como superdxido (-O,), peroxido de hidrogénio
(H,O,) e radical hidroxila (-OH), sdo produzidas constantemente como
subprodutos de varias vias metabolicas localizadas em diferentes
compartimentos celulares (APEL; HIRT, 2004). Em células de plantas, as

ERO's, principalmente a H,O, sdo geradas no citosol, cloroplastos,



16

mitocdndrias, peroxissomas e espaco apoplastico. As espécies reativas de
oxigénio ocorrem normalmente no metabolismo celular, porém, quando
acumuladas tornam-se téxicas (QUAN et al., 2008).

Algumas ERO's sdo classificadas como radicais livres por apresentarem
elétrons desemparelhados na sua estrutura, fazendo com que reajam avidamente
com moléculas biol6gicas, como DNA, proteinas e lipideos podendo alterar suas
funcBes. O efeito final gerado depende ndo sé do compartimento que estd sendo
afetado, mas do tipo de ERO’s que esta reagindo (DROGE, 2002).

Enzimas removedoras de radicais livres também desempenham papel
importante na qualidade de sementes. A enzima superoxido dismutase (SOD) é a
primeira enzima do grupo que atua na linha de defesa contra formas reativas de
oxigénio, uma vez que esta enzima anula a acdo dos superdxidos 02,
catalisando reacBes de transferéncia de dois elétrons para a producdo de
peroxido de hidrogénio (H,0,) (MCDONALD, 1999).

Outra enzima relacionada a remocdo de radicais livres é a catalase
(CAT), uma enzima intracelular, encontrada nos glioxisomas, com capacidade
de transformar formas reativas de oxigénio em formas inofensivas, bem como a
decomposicao do peroxido de hidrogénio (LEHNINGER, 2006). De acordo com
JENG; SUNG, (1994), quando a semente € envelhecida ocorre maior
peroxidacdo dos lipidios e redugdo na atividade das enzimas removedoras de
peréxidos.

As peroxiredoxinas PRx’s sdo um grupo de peroxidases independentes

de selénio, deduzem peroxido de hidrogénio (H202), hidroperdxidos organicos

e peroxinitritos (RHEE; CHAE; KIM, 2005), funcdo que realiza junto com uma
tioredoxina redutase (TrxR), que cedem eléctrones e NADPH (BARBOSA et
al., 2014). As Prx sdo enzimas abundantes que constituem entre 0.1-0.8% das
proteinas solUveis totais, embora a sua eficiéncia catalitica seja menor que a
catalase (RHEE; CHAE; KIM, 2005).
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Todas as Prx’s apresentam-se como homodimeros e contém um residuo

de cisteina conservado na regido NH»- terminal localizado num ambiente

estrutural conservado e que é essencial para a atividade catalitica (BAIER;
DIETZ, 1996¢c; CHAE et al., 1993; RHEE; CHAE; KIM, 2005; VERDOUCAQ et
al., 1999). Tem se sugerido que a oxidacdo das Prx’s € um marcador de oxido
reducdo altamente sensitivo, mais importante que os marcadores usados para
determinar o estado redox celular (CESARATTO et al., 2005). As Prx’s nas
plantas tém sido classificadas em quatro subgrupos, em funcdo da sequéncia
aminoacidica e mecanismo catalitico: peroxirredoxinas de 1-Cys (Prx de 1-Cys),
peroxirredoxinas de 2-Cys (Prx de 2- Cys), peroxirredoxinas de tipo Il y
peroxirredoxina Q. Os distintos grupos de Prx apresentam distinta distribuicéo
tissular, diferente regulacdo transcripcional e diferentes propriedades
bioquimicas e estruturais, sugerindo que apresentam distintos papeis biolégicos
(DIETZ et al., 2006; HORLING et al., 2003; MEDINA, 2006; PARK et al.,
2000).

Outra enzima importante no processo de germinagdo de sementes é a
Isocitrato—liase (ICL). Em sementes de soja, a isocitrato-liase (ICL) é
considerada uma enzima chave na regulacdo do ciclo do glioxilato e esta
envolvida no metabolismo de lipidios armazenados nas sementes oleaginosas e
no desenvolvimento das atividades no glioxisomos. A atividade dessa enzima
aumenta durante a germinacdo das sementes, obtendo-se valores maximos
quando ocorre 0 maximo da proporcdo de lipidios degradados e na sintese de
sacarose (BEWLEY; BLACK, 1994). Neste ciclo, os lipideos insolUveis das
sementes se transformam em aclcares solUveis (sacarose), 0s quais Sd0
facilmente deslocados para os meristemas radiculares e apicais (CIONI;
PINZAUTI; VANNI, 1981).

Outras enzimas envolvidas no processo de respiracdo das sementes

também podem estar relacionadas a qualidade fisioldgica de sementes.
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A enzima Fosfogluco isomerase (PGI) atua nas reacdes de glicolise e
desempenha fungdo vital as plantas. Esta enzima catalisa a isomerizagdo
reversivel de glicose 6-fosfato, uma aldose, em frutose 6-fosfato, uma cetose
(LEHNINGER, 2006).

A enzima Esterase (EST) esta envolvida com o rompimento lipidico
durante o processo de germinacdo. Este processo é relevante para renovar o
crescimento do eixo embriondrio, especialmente em sementes ricas em lipideos
como no caso da soja (CARVALHO et al., 2014b).

A enzima glutationa (GSH) é um tripeptidio ndo proteico, constituido
por 3 aminodcidos: cistina, glutamato e glicina. A glutationa é o principal
antioxidante das células, encontrada em todas as partes e ajuda a proteger das
espécies reativas de oxigénio, como radicais livres e os peroxidos. A glutationa é
encontrada principalmente no seu estado reduzido (GSH) (BARBOSA et al.,
2014).

Outras enzimas também estdo associadas a qualidade fisioldgica de
sementes, tais como a malato desidrogenasse (MDH), que desempenha papel
significativo no ciclo de Krebs, uma vez que catalisa a conversdo de malato a
oxaloacetato, produzindo NADH, que é um produto fundamental na producéo de
ATP e de compostos intermediarios essenciais ao funcionamento das células
(TAIZ; ZEIGER, 2006).

Ja a alcool desidrogenasse (ADH) é uma enzima que esta relacionada
com a respiracdo anaerobica, promovendo reducdo do acetaldeido e etanol. O
acetaldeido acelera a deterioragdo das sementes, portanto, com o aumento da
atividade da ADH as sementes ficam mais protegidas contra a acdo deletéria
deste composto (ZHANG et al., 2008).

A Piruvato descarboxilase faz parte do complexo da piruvato desidrogenasse, é
um produto da via glicolitica que é convertido a Acetil CoA, um substrato para o

ciclo de Krebs. E encontrado na matriz mitocondrial, e, sob condigOes aerodbicas


https://es.wikipedia.org/wiki/Antioxidante
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lulas
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é convertido em CO, e em um fragmento de dois carbonos (CAMPBELL, 2000).
Quando a via aerdbica € comprometida, a via anaerébica da respiracao é ativada
e produtos toxicos as células, como acetaldeido e etanol, sdo acumulados. No
metabolismo anaerdbico, o piruvato, primariamente produzido na glicélise, é
convertido para acetaldeido pela a¢do da enzima piruvato descarboxilase e o
acetaldeido é, entdo, reduzido para etanol pelo alcool desidrogenasse (ADH)
(TIMOTEO, 2011).

A Sorbitol desidrogenasse (SDH) é uma enzima oxiredutora que catalisa
a reacdo de remocdo de termos de hidrogénio do monossacarideo sorbitol,
possibilitando a degradagdo deste monossacarideo além da obtengdo de energia
para a célula. E uma enzima que pela via glicolitica estd intimamente
relacionada a atividade respiratéria (OHTA et al., 2005). Existem outras
enzimas que catalisam a reacdo de transferéncia do grupo amino (-NH”) dos
aminoacidos a um o-cetoacido, conhecidas como transaminases ou
aminotransferases, sendo uma das mais conhecidas a oxaloacetato transaminases
(GOT), que tem uma importante participacdo em reacGes de transaminacdo
durante a eliminagdo do nitrogénio dos aminoécidos e na formagdo de grupos
Ceto, para o ciclo de Krebs e gluconeogenese. A enzima GOT é chamada
também como aspartato aminotransferasa (AST) (TUNES et al., 2007).

Outro grupo de proteinas que mais recentemente parecem estar
associadas a qualidade fisiologica de sementes e das proteinas resistentes ao
calor (ANDRADE, 2015). Sdo exemplos destas, as proteinas tipo LEA, que sdo
ricas em glicina e outros aminoacidos hidrofilicos e apresentam poucos residuos
hidrofébicos. S&o extraidas em condicGes de alta temperatura e ndo apresentam
nenhuma atividade catalitica aparente. Essas proteinas resistentes ao calor, por
sua natureza conservada, propriedades fisicas e abundancia, tém sido associadas

com a tolerancia a dessecagdo das sementes (BLACKMAN, 1995).
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O estudo da expressdo destes genes relacionados a qualidade de
sementes, pode auxiliar na selecdo de gendtipos com sementes de alta qualidade
fisioldgica durante o desenvolvimento de novas cultivares.

Desde a domesticacdo das plantas, a selecdo de caracteristicas de
interesse tem sido realizada principalmente por meio do fenétipo. Com o
desenvolvimento de técnicas biotecnolégicas vislumbrou-se a possibilidade de
selecdo diretamente do gendétipo, por meio de técnicas moleculares. Algum
sucesso foi obtido, no entanto, é importante aprimorar 0s conhecimentos sobre
os fatores que interferem na qualidade fisioldgica, buscando a integracdo de
informacdes geradas em niveis estrutural, transcripcional, proteico e funcional,
bem como compreender os mecanismos de controle de expressdo génica
envolvidos em diferentes processos relacionados a qualidade fisioldgica das
sementes de soja.

O entendimento da expressdo dos genes € fundamental para o
desenvolvimento de tecnologias de producdo que garantam a producdo e a
comercializacdo de sementes com alta qualidade.

2.3 Expressdo Génica

Muitos eventos relacionados ao crescimento, desenvolvimento de
plantas ou até mesmo em resposta a varios estimulos séo resultantes da alteragdo
na expressdo génica. A determinacdo qualitativa e quantitativa dos niveis de
transcritos de células vegetais permite que genes, diferencialmente expressos,
possam ser identificados e consequentemente, sua fungdo metabolica pode ser
investigada. A expressdo génica pode ser estudada em nivel proteico ou de
transcritos das células (KUIPER et al., 2001).

Esta expressdo é observada com a ajuda de técnicas como a eletroforese,

sendo uma técnica bioquimica versatil, relativamente simples, rapida e de grande
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poder informativo, tornando-se indispensavel nas mais diversas areas da biologia
molecular. E aplicada na anélise de enzimas, de proteinas e acidos nucleicos. Em
virtude de seu acervo informativo, apresenta grande potencial para
caracterizacdo de cultivares e linhagens de plantas, resistentes a estresses
biéticos, entre outros. (BRAMMER, 2001).

A maximizacdo da sensibilidade dos métodos de quantificacdo tem
levado ao desenvolvimento de técnicas cada vez mais avancgadas, dentre elas o
PCR Quantitativo em Tempo Real (qPCR), que ja é usado ha bastante tempo na
area médica, mas apenas recentemente tem sido utilizado como ferramenta nos
estudos de expressdo génica e quantificacdo de sequéncias especificas em
plantas (GACHON; SAINDRENAN, 2004). De modo geral, a investigacdo da
expressdo génica em plantas, tem facilitado o conhecimento e o entendimento de
genes e vias metabdlicas.

O gPCR difere do PCR cléssico, pela mensuragdo do produto de PCR
amplificado em cada ciclo da reacdo da PCR. A PCR em tempo real permite a
quantificagdo destes acidos nucléicos de maneira precisa e com maior
reprodutibilidade, porque determina valores durante a fase exponencial da
reacao.

A quantificacdo é a caracteristica mais importante do gPCR. A
quantificacdo absoluta é calculada com auxilio de uma curva padrdo. A
quantificagdo relativa pode ser reduzida, considerando diferentes Ct entre as
amostras e padrdes de expressdo constitutiva (BUSTIN, 2000).

Comparada com o PCR classico, uma das principais vantagens do qPCR
é a rapidez em fornecer dados confidveis. E altamente sensivel na deteccdo de
DNA ou RNA, devido & combinacdo de amplificacdo realizada pelo passo de
PCR e o sistema de deteccdo. Em qualquer caso, a especificidade do processo
pode ser checada depois da completa corrida de PCR, por gel de eletroforese,

curva de dissociacdo e dados de sequenciamento. E uma técnica muito
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conveniente para estudos com limitada quantidade de material inicial ou para
avaliar a expressdo de um grande nimero de genes com quantidades minimas de
RNA (FREEMAN; WALKER; VRANA, 1999).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Multiplicacdo de sementes de cultivares e selecdo de genotipos

contrastantes para a caracteristica de qualidade fisioldgica de sementes

Em um primeiro ensaio foram produzidas sementes de 12 cultivares de
soja, sendo seis gen6tipos classificados como de baixa qualidade fisioldgica de
sementes e seis de alta qualidade. Esta classificacdo foi feita a partir de
pesquisas anteriores a esta, e de informacGes de profissionais de empresas
produtoras de sementes. Foram multiplicadas sementes das cultivares de soja:
CD201, SYN1263, SYN1279, BMX Poténcia, UFLA1, CA115, MSoy-8400,
CD215, CD202, Conquista, Savana e BRS 820, cultivares recomendados para
regides sudeste e centro oeste do Brasil. As sementes foram multiplicadas na
estacdo experimental de hortalicas Hortiagro Sementes Ltda., do municipio de
ljaci (MG), situado a 13 km ao noroeste da cidade de Lavras., a uma altitude de
833 nmm, Latitude: 21° 9' 24" sul, e longitude Sul: 44° 55' 34" Oeste.

O delineamento experimental utilizado foi blocos inteiramente
casualizados com trés repeticdes.

As sementes foram colhidas no estadio R8 (95% maturidade das
sementes, com um teor de agua de 18%). Posteriormente foram secadas
naturalmente até 12% de teor de agua. No beneficiamento foram usadas peneiras
de crivo circular, entre 5.55 mm e 6.35 mm, para a uniformizacdo do tamanho
das sementes. Em seguida foram pesadas e armazenadas em sacos de papel, sob
condigdes controladas em camara fria no laboratério central de sementes, a 10
°C e 50% de umidade relativa. Apos a produgdo das sementes, estas foram
levadas para o laboratério Central de sementes, do Departamento de Agricultura
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde foram feitos os testes

fisioldgicos.
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A partir dos resultados dos testes fisioldgicos foi realizado um segundo
ensaio, conduzido na estacdo experimental Hortiagro baixo sob o delineamento
de blocos casualizados, onde foram multiplicadas sementes de seis cultivares,
identificados como as cultivares mais contrastantes quanto a qualidade
fisioldgica. Foram multiplicadas sementes das cultivares CD201, CA115,
MS8400, CD202, Syn 1263, e Syn1279. A colheita e beneficiamento foram
realizados como descrito no primeiro ensaio. Apés, as sementes foram avaliadas
guanto a qualidade fisiolégica e a expressdo de proteinas e de transcritos, no
Laboratério Central de Sementes do Departamento de Agricultura, da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.2 Determinacéo da qualidade das sementes

Teor de agua

O teor de 4gua das sementes foi determinado pelo método de estufa, a
105°C durante 24 horas, utilizando-se quatro sub amostras de sementes para
cada bloco, (42 gramas de sementes por sub amostra). Os resultados foram
expressos em percentagem média de umidade conforme as Regras para Andlise
de Sementes (BRASIL, 2009).

Teste de germinacao

O teste de germinacdo foi realizado com quatro repeticbes de 50
sementes para cada bloco. As sementes foram semeadas em papel germitest
umedecido com agua destilada, em quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa
do papel seco. Os rolos foram colocados em germinador a 25°C. As avaliagdes
foram realizadas aos cinco e oito dias apés a semeadura, e os resultados

expressos em porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).
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Envelhecimento acelerado

O teste foi realizado com quatro repeticdes de 50 sementes para cada
bloco, foram utilizadas caixas plasticas tipo "gerbox" e as sementes colocadas
em camada Unica sobre a tela, e, no fundo das caixas plasticas, utilizaram-se 40
ml de &gua destilada. Estas caixas gerbox ficaram em camara tipo B.O.D, a
42°C, por um periodo de 72 horas em cémara tipo B.O.D (McDONALD;
PHANEENDRANATH, 1978). Foi instalado um segundo teste de
envelhecimento por 82 horas apos a exposicdo por 72 e 82 horas a 42°C, as
sementes foram submetidas ao teste de germinagdo, conforme descrigdo anterior,
com contagens das plantulas normais aos cimco e sete dias ap6s a semeadura
conforme (BRASIL, 2009).

Deterioracéo controlada

A deterioracdo controlada foi avaliada utilizando envelopes de aluminio, onde
foram colocadas 42 gramas de sementes de cada tratamento. O grau de umidade
das sementes foi de 15%. Posteriormente os envelopes foram acondicionados em
cadmara fria a 10 °C durante 24 horas, e na sequencia em camara B.O.D,
temperatura de 42°C durante 48 horas (INTERNATIONAL SEED TESTING
ASSOCIATION - ISTA, 1995; ROSSETO; MARCOS FILHO, 1995).

Condutividade Elétrica

Para o teste de condutividade elétrica, para cada bloco foram utilizadas
guatro amostras de 50 sementes, previamente pesadas. Em seguida, foram
colocadas em copos de plastico (capacidade de 200 ml) contendo 75 mL de agua
deionizada durante 24 horas a temperatura de 25°C. Por meio de um
condutivimetro de massa, marca DIGIMED®, modelo CD 21A, foi efetuada a

leitura da condutividade da solucdo de embebicdo das sementes de cada cultivar
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e os resultados expressos em S cm-1 g-1 de sementes (VIEIRA; CARVALHO,
1994).

O teste de condutividade elétrica foi realizado em sementes produzidas
no segundo ensaio.

A analise dos dados obtidos nos testes fisioldgicos, foi realizada por
meio da analise de variancia, utilizando o programa estatistico Sisvar®. A
comparacdo de médias foi realizada pelo teste de Skott-knott, com 5% de

probabilidade.

3.3 Analise da expressao génica

Analise de Proteinas

Para a andlise de proteinas foi utilizada uma amostra de 50 sementes
para cada tratamento e destas, retiradas as duplicatas para os géis. As sementes
foram maceradas em cadinhos contendo nitrogénio liquido e antioxidante PVP
(Polivinil Pirrolidone). Foram retiradas sub amostras de 100 mg, nas quais foram
adicionadas 300 ul de éter etilico + 300 ul de agua para retirada do 6leo. As
amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 14000 rpm, 4° C, realizando-se
esse processo duas vezes. Para a extragdo das enzimas, 250 ul do tampdo de
extracdo (Tris HCI 0,2 M pH 8 + 0,1% de beta mercaptoetanol), foi utilizado.
Em seguida as amostras foram agitadas rapidamente em vortex, permanecendo
durante a noite em geladeira. Na manhd seguinte as amostras foram
centrifugadas a 4° C a 14000 rpm por 30 minutos. Foram aplicados 50 pL do
sobrenadante no gel de corrida (gel separador — poliacrilamida 7,5% e gel
concentrador — poliacrilamida 4,5%). O sistema tampao gel/eletrodo utilizado
foi a Tris glicina pH 8,9. As corridas foram efetuadas a 150 V por 6 horas. Apds
a eletroforese, foi realizada a revelacdo de cada enzima, seguindo o protocolo
para cada uma delas (ALFENAS, 2006).
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A analise para a expresséo enzimatica foi realizada mediante a presenga

ou auséncia de bandas em cada gel.

Analise da expressdo das enzimas por meio da técnica de qRT PCR
Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

A extracdo do RNA foi realizada a partir da maceragdo de cinco
sementes de cada cultivar, em nitrogénio liquido. Depois, todos os materiais
utilizados foram previamente submetidos a H,O tratada com DEPC 0,1%
(dietilpirocarbonato), para inibir a agdo das enzimas RNAses. O RNA total foi
extraido em duas repeti¢Ges bioldgicas para cada amostra, utilizando o reagente
PureLink Plant RNA (INVITROGEN) segundo recomendac¢6es do fabricante e,
para 0,1 g da semente, 500 puL de PureLink Plant RNA, agitado em vortex por
20 segundos e mantido em repouso na posi¢do horizontal por 5 min., para
melhor homogeneizagdo do material. Em seguida, o material foi centrifugado a
14.000 xg a 4°C, durante 15 min. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi
transferido para novo microtubo, adicionando-se 300 L de cloroférmio, 100 pL
de cloreto de potassio (5M), seguido de agitacdo. Novamente foi realizada a
centrifugacéo a 14.000 xg a 4 °C, durante 10 min. O sobrenadante foi transferido
para novo microtubo adicionando-se 0 mesmo volume de alcool isopropilico e o
microtubo foi mantido em repouso, durante 10 min. Posteriormente, 0 material
foi centrifugado a 14.000 xg, a 4 °C, por 10 min. Em seguida, foi descartado o
sobrenadante e adicionou-se 1 ml de etanol 70% centrifugando-se a 14.000 xg
em temperatura ambiente, durante 1 min. O sobrenadante foi removido e o pellet
secado por 10 min, o qual foi ressuspendido em 20 pL de &gua com DEPC 0,1%
e armazenado a -80°C.

A quantificagdo do RNA total extraido foi feita em espectrofotdmetro,
medindo-se a absorbancia a 260 e 280nm, observando a razdo de comprimento

de onda 260/280, cujos valores se encontraram na faixa de 1,8 a 2,0, o que
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indica extracdo de alta qualidade. A integridade do RNA também foi analisada
por eletroforese em gel de agarose (1,5%), contendo tamp&o TBE 1x e corado

com solucdo de brometo de etideo. A corrida aconteceu a 90V, durante 30 min.

Tratamento com DNAse
As amostras extraidas de RNA foram tratadas com DNase (AMBION),
conforme instrucdes do fabricante. Para a obtencdo do cDNA foi utilizado o kit

Hight-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems).

Desenho de primers

Utilizando o banco de genes da NCBI, foram selecionadas as sequencias
dos diferentes genes que codificam para as enzimas avaliadas. Posteriormente,
0s primers foram desenhados por meio do programa Primer Express 3 (Applied
Biosystems). Foram escolhidos os genes GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase) e CYP2 (peptidil-prolil-cis-transisomerase2).
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Tabela 1 Primers utilizados na anélise de qRT-PCR para a analise das cultivares
selecionadas de alta e baixa qualidade fisiol6gica

Gene Sequéncia do Primer
GAPDH F 5' TCCAAGGGGACCTAACGGAGA 3’
GAPDH R 5' TGGGTCAAGAGCTGGATGGTG 3’
CYP2F 5 CGGGACCAGTGTGCTTCTTCA 3’
CYP2R 5> CCCCTCCACTACAAAGGCTCG 3’
SOD F 5 GTTGAAAAGCCA GGGGACA 3’
SODR 5’ TCTTACCCCTTGA GCGTGG 3’

PRXF 5 TCCTGACTATTATTTCCGCATCAC 3’
PRX 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 do primer reverse

PCR em tempo real

As reacBes foram preparadas em triplicatas para cada uma das duas
repeticOes bioldgicas e realizadas no termociclador ABI PRISM 7500 Real Time
PCR (APPLIED BIOSYSTEMS), utilizando-se SYBR Green PCR Master Mix
(APPLIED BIOSYSTEMS). A expressdo quantitativa relativa foi determinada
pelo método 274,

Primeiro, foi testada a eficiéncia dos primers, em diferente diluigdes do
cDNA (1:5, 1:25, 1:125, 1:625, 1:3125), foi selecionada a diluicdo 1:5 em
fung&o do resultado na eficiéncia de cada primer.

As condigdes das rea¢bes foram 50 ° C durante 2 min, 95 ° C durante 10
min, 45 ciclos de 95 ° C durante 2 min, 62 ° C durante 30 s e 72 ° C durante 30

s. Apos terem sido realizadas as devidas padronizagbes, as reacOes de
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amplificacdo foram conduzidas em um volume final da reagdo de 20 pL
contendo: 10 pL. de SYBR Green PCR Master Mix (APPLIED BIOSYSTEMS),
2 pL de cDNA (250 ng), 0,4 pL de cada um dos primers foward e reverse e 7,2
pL de agua ultrapura autoclavada.

Apo6s a amplificacdo por PCR em tempo real, cada produto da
amplificacdo foi analisado por uma curva de dissociacéo, certificando que para
cada gene e tratamento, o produto amplificado ndo apresentou bandas
inespecificas e/ou formacdo de dimeros de primer. A analise dos dados foi
realizada por meio do programa 7500 Software SDS (Versdo 2.0.1) (APPLIED
BIOSYSTEMS).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises fisioldgicas

Houve diferenca significativa para a qualidade fisiologica das sementes
de soja entre cultivares pelos testes de germinacdo e vigor (P < 0,05), no
primeiro ensaio no qual foram avaliadas sementes de 12 cultivares.

Dos testes utilizados para a avaliacdo do vigor, o de envelhecimento
acelerado por 82 horas, cuja avalia¢do foi feita no quinto dia ap6s a semeadura
foi o que propiciou maior separacao entre cultivares. Nestas condigdes, maiores
valores de vigor foram observados em sementes da cultivar MS8400, seguido da
cultivar CD 201. Neste mesmo teste, menores valores de vigor foram observados
para as cultivares Syn1263 e CD202.

Para as demais cultivares foram observados valores intermediéarios de
vigor. Quando as sementes foram envelhecidas por 72 horas houve menos
distincdo entre as cultivares quanto ao vigor, em relacéo as envelhecidas por 82
horas, nestas condicdes, foram verificadas maiores valores e vigor, quanto a
avaliacdo realizada no quinto dia, em sementes das cultivares MS8400, CD201,
CA 115 e BRS820. As demais apresentaram-se com menor vigor e ndo houve
diferenca estatistica dos valores de vigor entre as mesmas.

Em sementes envelhecidas por 72 horas e quando a avaliagdo foi
realizada no sétimo dia, houve diferencas em dois grupos. Os menores valores
de vigor foram observados em sementes das cultivares Syn 1263, Syn1279,
CD215 e BMXpot. As demais cultivares foram agrupadas com maiores niveis de
vigor das sementes.

Outro teste utilizado para avaliacdo do vigor das sementes de soja foi a
deterioracdo controlada. Quando a avaliacdo foi realizada no quinto dia ap6s a

semeadura, ndo houve diferenca estatistica entre os valores de vigor das
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sementes, das doze cultivares avaliadas. Quando a avaliacdo foi estendida para o
sétimo dia, o menor vigor foi observado em sementes da cultivar Savana. Para as
demais cultivares ndo houve diferenca estatistica nos valores de vigor. Neste
contexto foi verificado que o teste de envelhecimento acelerado, propicia melhor
separacao entre os niveis de vigor de sementes de diferentes cultivares.

Ja pelo teste de germinacdo com avaliagdo realizada no quinto dia,
menores valores de germinacdo foram observados em sementes das cultivares
Conquista e Savana. Em avaliacdo realizada aos sete dias apds a semeadura,
além das cultivares Conquista e Savana classificadas com menor vigor de
sementes, também as sementes das cultivares SYN 1263, UFLA 1 e BMX
Potencia, também se apresentaram com menor vigor (Tabela 1).

De uma maneira geral, os resultados obtidos nos testes utilizados para a
avaliacdo da qualidade fisioldgica das sementes, variaram entre as cultivares, ou
seja, ndo foi possivel classificar cultivares com sementes com alta e baixa

qualidade fisioldgica, considerados todos os testes.



Tabela 1 Médias obtidas dos testes fisioldgicos: envelhecimento acelerado (EA), com 82 horas; envelhecimento
acelerado (E.A) com 72 horas; germinacdo (GER) com 5 e 7 dias; deterioracdo controlada (D.C) com5e 7
dias de sementes de soja de 12 cultivares produzidas no ensaio um

Cultivares E.A 5 dias E.A 5 dias GER. GER. D.C D.C
(82 horas) (72horas) 5 dias 7 dias 5 dias 7 dias

Syn1263 13.0e 92.0b 95.0a 97.0b 98.0a 100 a
CD 202 13.0e 93.0b 98.0a 100 a 95.0a 97.0a
Syn 1279 26.0d 86.0b 98.0a 99.0a 98.0a 98.0a
CD 215 27.0d 87.0b 99.0a 99.0a 97.0a 99.0a
BRS 820 30.0d 96.0a 98.0a 98.0a 98.0a 98.0a
Conquista 31.0d 93.0b 91.0b 96.0 b 94.0a 97.0a
Savana 32.0d 91.0b 88.0b 95.0b 90.0a 93.0b
UFLA 1 34.0d 93.0b 96.0 a 97.0b 98.0a 99.0a
BMX pot. 410¢c 91.0b 96.0a 97.0b 96.0 a 97.0a
CA 115 410¢c 97.0a 98.0a 99.0a 96.0 a 98.0a
CD201 63.0b 100 a 98.0a 99.0a 98.0a 98.0a
MS 8400 73.0a 97.0a 98.0a 99.0a 95.0a 97.0a

CV% 15.39 3.88 2.77 1.73 3.10 2.16

Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia

€€
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Ao compilar os resultados obtidos neste primeiro ensaio, principalmente
quando as sementes foram submetidas ao envelhecimento acelerados por 82
horas e também baseando-se nos resultados obtidos nas pesquisas de Baldoni
(2013) e Menezes (2008), definiu-se por selecionar as cultivares em dois grupos,
sendo as que apresentaram sementes com alta qualidade fisiol6gica, as cultivares
CD201, CA115 e MS8400 e com baixa qualidade fisioldgica, as cultivares SYN
1263, SYN 1279 e CD 202.

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados relacionados como os
testes de germinagdo e vigor das sementes do ensaio dois, com os resultados das

seis cultivares de soja, selecionados como as mais contrastantes.



Tabela 2 Médias obtidas dos testes fisiologicos: germinacdo (GER.) com 5 e 7 dias; envelhecimento acelerado (EA), com
82 horas e 72 horas; deterioracdo controlada (D.C); e condutividade elétrica (C.E), de sementes produzidas no
segundo ensaio de 6 cultivares contrastantes consideradas de alta e baixa qualidade fisioldgica de sementes

Cultivares GER. E.A 72 horas E.A 82 horas D.C. C.E
5 dias 7 dias 5 dias 7 dias 5 dias 7 dias 5 dias 7 dias

CD 201 97 a 99 a 83b 92a 89b 95 a 94 a 97 a 11,35a
MS8400 97 a 100a 96 a 98 a 98 a 98 a 95 a 97 a 8,89b
CAl15 97 a 99 a 93 a 96 a 91b 95 a 97 a 98 a 9,33b
CD202 77b 90 b 85hb 94 a 75¢ 88 b 96 a 98 a 10,68 a
Syn1263 97 a 99 a 63c¢c 86 b 49d 73¢c 90a 96 a 8,60 b
Syn1279 97 a 98 a 85hb 96 a 87b 96 a 98 a 99 a 7,79b

CV(%) 3,21 1,84 4,90 4,44 5,28 4,15 5,06 2,29 8,03

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
significancia

13
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Pelo teste de germinagdo tanto aos cinco dias de avaliacdo apds a
semeadura, quanto aos oito dias, o menor valor foi verificado em sementes do
cultivar CD 202. Para as demais cultivares, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os valores obtidos. Quando as sementes foram submetidas ao
envelhecimento artificial por 72 horas e 82 horas, os menores valores de vigor
foram observados em sementes do cultivar SYN 1263, tanto nas avaliacdes
realizados aos cinco quanto aos oito dias. Nestas avaliacGes, também foi
observado baixo vigor em sementes da cultivar CD 202. Considerando estas
quatro avaliacGes, ou seja, sementes envelhecidas por 72 horas e 82 horas e as
avaliagBes realizadas no quino e oitavo dia, houve maior vigor em sementes da
cultivar MS 8400, seguidas das cultivares CA 115 e CD 201. Em relagdo a
cultivar SYN 1279, o vigor das sementes foi menor quando as avali¢cbes
ocorreram no quinto dia em sementes envelhecidas por 72 e 82 horas. No
entanto, este comportamento ndo se manteve, quando as avaliacbes foram
realizadas no oitavo dia ap6s a semeadura.

Ao analisar os resultados de condutividade elétrica verifica-se que nao
foi possivel associar a qualidade fisioldgica com os valores de condutividade. Os
menores valores de condutividade elétrica foram observados em sementes das
cultivares MS 8400 e CD 202, sendo a primeira, classificada como de alta
qualidade e a segunda, de baixa qualidade fisioldgica. Os maiores valores foram
observados em sementes das cultivares CD 201 e CD 202, também discrepantes
guanto a caracteristica de qualidade fisioldgica.

De uma maneira geral pelo teste de envelhecimento acelerado com 82
horas, foi possivel uma melhor separacdo e contraste entre as cultivares, bem
como diferenciar a qualidade fisioldgica das sementes entre as cultivares.

Pelo teste de deterioracdo controlada ndo foi possivel diferenciar a
qualidade fisiolégica das sementes entre as cultivares avaliadas. A cultivar CD

201 é uma cultivar convencional e tem sido utilizada em diferentes estudos de
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produtividade e qualidade fisiologica. Na maioria dos trabalhos tem sido
classificada como de alta qualidade fisiologica de sementes (LUDWING et al.,
2011).

Menezes et al. (2009) fizeram uma selecdo de gendtipos, para a
caracteristica de qualidade fisiologica de sementes, observaram entdo que
sementes, das cultivares CD201 e MS-8400, mostraram-se mais vigorosas.

Resultados semelhantes, quando submetidas aos testes de
envelhecimento acelerado e indice de velocidade de emergéncia foram
observadas por Baldoni (2013).

A cultivar CA 115 possui a tecnologia RR 2 Bt, classificadas como de
alta qualidade fisiol6gica, ainda ndo é cultivar comercial, mas esta sendo
estudada e considerada como uma cultivar de alta qualidade fisiologica pela
empresa obtentora da mesma.

As cultivares consideradas de baixa qualidade, como Syn 1263 e Syn
1379, sdo consideradas cultivares de alta produtividade, mas tem apresentado
sementes com baixa qualidade fisiolégica (FERREIRA, 2015). Isto pode
inviabilizar a recomendagao desta cultivar no mercado.

A cultivar CD 202, foi selecionada como de baixa qualidade quando
avaliada por Menezes et al. (2009) e Minuzzi et al. (2010).

Ao analisar os resultados obtidos em diferentes pesquisas, relacionadas a
selecdo de cultivares para a caracteristica de qualidade fisiologica, observa-se
variagdes nos valores de germinacdo e vigor em sementes das mesmas
cultivares, produzidas em diferentes locais e safras.

Ha situacdes em que as classificagbes quanto & qualidade fisioldgica de
sementes, muda completamente. Esta situacdo demostra a complexidade do
controle genético para esta caracteristica em sementes de soja. Assim infere-se

que esta caracteristica seja controlada por varios genes.
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4.2 Andlise da expressdo génica por meio de proteinas

Para a enzima alcool desidrogenasse (ADH), observa-se maior atividade
nas sementes das cultivares CD201, MS8400 e CA115. (Figura 1).

. ‘

CD202 Synl263 Synl279  CD201 MS 8400 CAIIlS

Figura 1 Padrdes isoenzimaticos em sementes de soja das cultivares CD 201,
MS8400, CA 115, CD202, SYN 1363, SYN1279) revelados para a
enzima Alcool desidrogenasse (ADH)

A ADH estéa relacionada a respiracdo anaerobica, promovendo a reducéo
do acetaldeido a etanol (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2005). Maior
expressdo da enzima em sementes das cultivares classificadas como de alta
qualidade, quando comparadas a expressdo desta, em sementes de cultivares
consideras de baixa qualidade. A ADH est4 envolvida no processo respiratorio
anaerobico e tem como funcdo a remocdo do acetaldeido o transformando em
etanol, para evitar deterioragdo nas sementes.

Baldoni (2013), observou resultados semelhantes em sementes dessas
cultivares, tanto em sementes colhidas no estadio R8, quanto aquelas colhidas

15 dias apos o estadio R8, possivelmente por se encontrarem mais vulneraveis a
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deterioracdo e consequentemente com maior producdo de acetaldeido, que é
considerado mais toxico as sementes, quando comparado ao etanol (ZHANG et
al., 2008). Padrdes semelhantes para a atividade da ADH foram encontrados por
Vidigal (2009).

Carvalho et al. (2014a) constataram maiores expressbes de ADH em
sementes de cultivares de soja que apresentaram melhor qualidade fisioldgica.
As sementes ficam menos suscetiveis a acdo deletéria do acetaldeido, com uma
maior atividade da ADH (VEIGA et al., 2010).

Em relacdo a enzima MDH (Figura 2), observou-se padrdes de
expressao semelhantes desta enzima em todas as cultivares avaliadas. A enzima
Malato Desidrogenasse (MDH) tem sido associada com a biossintese de
oxaloacetato (OAA), pela interconversdo do malato para oxaloacetato, durante o
ciclo dos é&cidos tricarboxilicos (Ciclo de Krebs) em plantas
(GASPARMALONE et al., 2007). Assim, essa enzima assume uma fungdo
importante em uma ampla variedade de reagdes biosintéticas, tais como sintese
de aminoécidos, gluconeogenese, manutencdo dos potenciais redox e
intercambio de metabdlitos entre o citoplasma e as organelas. Contudo, espera-
se que a atividade de MDH seja intensa nos primeiros estadios do processo de
germinacdo, em que a sintese de novos tecidos requer mais energia para o
crescimento (GASPARMALONE et al., 2007). A enzima MDH se expressa em
diferentes organelas da célula. Assim infere-se que a expressdo da mesma,
ocorra em sementes com diferentes niveis de deterioracdo e qualidade

fisiolégica.
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CD202 Synl263 Synl279 CD201 MS 8400 CAIlIS

Figura 2 Padrfes isoenzimaticos de sementes de soja de baixa (CD 202,
SYN1263, SYN1279) e alta qualidade fisiolégica (CD 201, MS8400,
CA 115), revelados para a enzima MDH

O zimograma referente a enzima fosfoglico isomerase (PGI), esta
apresentada na figura 3. A expressdo dessa enzima foi maior em sementes das
cultivares CD 201 e CA 115 classificadas como de alta qualidade.

A maior expressao desta enzima esta associada a efetividade da enzima
no processo de fosforilacdo de aglcares na glicélise, importante para a produgao
de energia, durante a respiragio. E importante ressaltar que em sementes do
cultivar MS 8400, a expressdo da PGI foi semelhante a observada em sementes

de baixa qualidade.
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CD202 Synl1263 Synl279 CD201MS 8400 CAIlIS

Figura 3 Padrdes isoenzimaticos de sementes de soja de baixa (CD 202 e SYN
1263, SYN 1279) e alta qualidade fisiol6gica (CD201, MS8400,
CAL115), revelados para a enzima PGl

Em outras pesquisas com sementes de soja, maior expressao de enzimas
envolvidas na respiracdo, foi verificada, constatou maior expressdo destas
enzimas em sementes com alta qualidade fisiolégica (BALDONI, 2013).
Também Castro (2012) observou maior respiracdo da enzima MDH e expressao
em sementes de milho com alta qualidade. Tem sido relatado que em
consequéncia do processo de deterioragdo das sementes, ocorre um
comprometimento da atividade respiratéria dessas. Sendo assim, sementes de
qualidade fisioldgica inferior deveriam apresentar menor atividade de enzimas
relacionadas a respiracao.

Para a enzima Sorbitol desidrogenasse (SDH) (Figura 4), maior
atividade foi verificada nas sementes das cultivares de alta qualidade, CD201,
Ms8400 e CA115.
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CD202 Syn1263 Syn1279 CD201 MS 8400 CA115

Figura 4 PadrBes isoenzimaticos de sementes de soja de baixa (CD202,
Syn1263, Syn1279) e alta qualidade fisiol6gica (CD201, MS8400,
CA115), revelados para a enzima SDH

A enzima Sorbitol desidrogenase (SDH) é uma enzima importante na
respiracdo aerobica, agindo na rota metabdlica da glicélise e atuando na
conversdo da glicose a frutose. Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991),
verificaram um decréscimo na atividade dessa enzima em sementes de milho,
consideradas de baixa qualidade. A perda da atividade da enzima sorbitol
desidrogenase em sementes, pode estar associada a baixos niveis de producéo de
ATP. O estudo da expressdo da enzima SDH pode ser considerada promissor
marcador bioquimico para avaliacdo de qualidade de sementes em estadios
iniciais de deterioragio (BRANDAO JUNIOR; CARVALHO; VIEIRA, 1999).

Para a enzima piruvato descarboxilase (Figura 5), foi verificada
expressdo em sementes de alta qualidade CD201, MS8400, CA115. A enzima
piruvato descarboxilase atua na via anaerébica da respiracdo e
consequentemente, hd acumulo de acetaldeido nas células. Na rota anaerobica, o
piruvato produzido na glicolise é convertido em acetaldeido pela agdo da enzima
piruvato descarboxilase. O acetaldeido é entdo reduzido para etanol, por meio da
enzima alcool desidrogenasse (PEREIRA, 2012). No inicio do processo de

germinacdo ocorre a rota anaerobica e consequentemente, a expressao destas
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enzimas é importante para que ocorra a protrusdo radicular e a formagdo de

novos tecidos.

Figura 5 Padrdes isoenzimaticos de sementes de soja de baixa (CD202,
Syn1263, Synl1279) e alta qualidade fisiol6gica (CD201, MS8400,
CA115), revelados para a enzima Piruvato descarboxilase

Quanto aos padrdes obtidos para a enzima superdxido dismutase (SOD),
observou-se maior atividade em sementes classificadas como de baixa
qualidade, CD 202, Syn1263 e Syn1279, (Figura 6).
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Figura 6 Padrdes isoenzimaticos de sementes de soja de baixa (CD 202,
Syn1363, Syn1279) e alta qualidade fisiolégica (CD201, MS8400,
CAL115), revelados para a enzima SOD. (Fotografia modificada em
negativo)

A SOD ¢é considerada uma enzima removedora de radicais livres e é
uma das primeiras a atuarem na defesa contra espécies reativas de oxigénio
(ERO’s). A baixa qualidade fisioldgica pode estar associada a maior atividade da
SOD, sendo possivel que tal comportamento esteja relacionado a eliminacao de
ERQO’s, presentes em sementes dessas cultivares. O perdxido de hidrogénio,
formado como produto da SOD, apesar de menos reativo que o acetaldeido, em
altas concentracdes, torna-se toxico, pois pode reagir formando radicais
hidroxila, que causam peroxidacdo de lipidios (RESENDE; SALGADO;
CHAVES, 2003).

Quanto a enzima catalase (CAT), que remove 0 peroxido de
hidrogénio, esperava-se maior atividade desta enzima em cultivares

consideradas de baixa qualidade, j& que esta enzima faz parte do primeiro
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sistema de defesa da célula, quando ha o estresse oxidativo com o consequente
aumento das espécies reativas de oxigénio (ERO’s). Nesta pesquisa foi
observada maior expressdo em sementes das cultivares CD 202, Syn 1279, e
MS8400, sendo esta Ultima classificada como de alta qualidade fisioldgica.
(Figura 7).

$J e -

CD202 Synl1263 Synl279  CD201 MS 8400 CAllS
Baixa qualidade Alta qualidade

Figura 7 Padrdes isoenzimaticos de sementes de soja de baixa (CD 202,
Syn1263, Syn1279) e alta qualidade fisiol6gica (CD201, MS8400,
CAL115), revelados para a enzima CAT

Ja em sementes das cultivares Syn1263 e CA115 foram observadas
menores atividades desta enzima.

Por outro lado, Rezende, Salgado e Chaves et al. (2003) relataram que
em sementes deterioradas, tem sido observada menor atividade dessa enzima,
podendo estar associada a menor eficiéncia dos sistemas removedores de
radicais livres. Baldoni (2013) também observou variagfes desta enzima, tanto
em sementes de alta, como de baixa qualidade.

Em relacdo a enzima Isocitrato liase (ICL) (Figura 8), houve menor
expressao em sementes das cultivares Syn1263 e Syn1279 classificadas como de
baixa qualidade fisiologica de sementes. Carvalho et al. (2014b) constataram

maior atividade da ICL em cultivares de sementes de soja, com melhor
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qualidade fisiol6gica. Na presente pesquisa em sementes das cultivares CD201,
MS 8400 e CA115, classificadas como de alta qualidade fisiologica, também foi
verificada maior expressao desta enzima. Mas em sementes do cultivar CD 202
houve maior expressao desta enzima, sendo a mesma classificada como de baixa

qualidade fisiologica.

Figura 8 Padrbes isoenziméaticos em sementes de soja de baixa (CD202,
Syn1263, Synl1279) e alta qualidade fisioldgica (CD201, MS8400,
CA115), revelados para a enzima ICL

Em sementes de soja, a ICL é considerada uma enzima chave na
regulacdo do ciclo do glioxilato e esta envolvida no metabolismo de lipidios
armazenados nas sementes oleaginosas e no desenvolvimento das atividades no
glioxisomas. Neste contexto, o teor de lipidios pode interferir na expressao desta
enzima. Maior atividade da enzima isocitrato liase pode estar relacionada a
sementes mais vigorosas (MARTINS et al., 2000). A atividade dessa enzima
aumenta durante a germinacdo das sementes, obtendo-se valores maximos
quando ocorre 0 maximo da proporcdo de lipidios degradados para a sintese de
sacarose (BEWLEY; BLACK, 1994). Neste ciclo, os lipideos insollveis das
sementes se transformam em acgucares solGveis como a sacarose, 0S quais S&o
facilmente deslocados para os meristemas radiculares e apicais (CIONI;
PINZAUTI; VANNI, 1981).
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O zimograma relacionado a enzima esterase (EST), encontra-se na
Figura 9. Maior expressdo foi observada em sementes da cultivar CD202,
seguidas das cultivares MS8400 e CA 115.

DI

SR
Figura 9 PadrBes isoenzimaticos de sementes de soja de baixa (CD202,

Syn1263, Syn1279) e alta qualidade fisioldgica (CD201, MS8400,
CA115), revelados para a enzima EST

A esterase atua no crescimento do eixo embrionario e na quebra de
lipidios no processo de germinagdo, principalmente em sementes oleaginosas
como a soja. Em algumas pesquisas tem sido observada em sementes de soja de
baixa qualidade, maior atividade desta enzima provavelmente relacionada as
alteracOes na integridade da membrana celular e o processo de deterioragdo em
sementes (VEIGA et al., 2010).
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Estes resultados podem estar relacionados com os obtidos no teste de
condutividade. Foram observados maiores valores de condutividade elétrica em
sementes da cultivar CD202, seguido das cultivares MS8400 e CA115. A
expressao da enzima catalase, demonstra que pode ter iniciado um processo de
deterioracdo nas sementes. O teste de condutividade elétrica baseia-se no
principio de que, com o processo de deterioracdo, ocorre aumento da lixiviacao
dos constituintes celulares das sementes embebidas em agua, devido a perda da
integridade dos sistemas de membranas celulares (HEPBURN et al., 1984).
Assim, considera-se o vigor das sementes inversamente proporcional aos valores
da condutividade elétrica (VIEIRA; CARVALHO, 1994; VIEIRA;
KRZYZANOWSKI, 1999).

Quanto a expressdo da enzima Glutamato oxaloacetato transaminase
(GOT) (FiguralQ), observou-se maior expressdo em sementes classificadas
como de baixa qualidade CD 202, Syn1263 e Syn1279.

CD202 Synl263 Synl279 CD201 MS 8400 CAll15

Figura 10 Figura 4. Padrfes isoenzimaticos de sementes de soja de baixa
(CD202, Syn1263, Syn1279) e alta qualidade fisiologica (CD201,
MS8400, CA115), revelados para a enzima GOT

A glutamato oxaloacetato transaminase tem importante participagdo em
reacOes de transaminacgdo, durante a eliminacéo do nitrogénio dos aminoécidos,

e na formacdo de grupos ceto, para o ciclo de Krebs e gluconeogenese
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(TANKSLEY, 1983). Tunes et al. (2007), associaram alterages do numero de
isoformas da enzima GOT com o0 processo de deterioracdo de sementes.
Resultados semelhantes foram observados por Silva Neta (2014) em sementes de
milho.

Na Figura 11, encontra-se 0 zimograma referente a expressdo de
proteinas resistentes ao calor, em sementes de soja. Maior expressdo foi
observada em sementes de cultivares classificadas como de baixa qualidade
CD202, Syn 1263 e Syn 1279, com mais expressdo em sementes da cultivar

Syn1279, quando comparada e observada em sementes de alta qualidade.

Figura 11 PadrGes da proteina resistente ao calor de sementes de soja de baixa
(CD 202, Syn1263, Syn1279) e alta qualidade fisiolégica (CD 201,
MS8400, CA 115)

As proteinas resistentes ao calor sdo expressas principalmente durante o
desenvolvimento da semente, e sua expressao é reduzida ap6s germinacdo. Essas
proteinas atuam na manutencdo da taxa de germinagdo em condigdes de estresse
(ROSA et al., 2005).
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Andrade (2015) observou maior expresséo destas proteinas em sementes
embebidas em ABA em relacdo a observada em sementes embebidas em &gua.
Constatou alta expressao de proteinas LEA em sementes de linhagens e hibridos
de milho, classificadas como de alta qualidade fisiologica.

Alta correlacdo entre a expressdo de proteinas resistentes ao calor e
qualidade fisiolégica de sementes também foi observada por diversos autores
(ROSA et al., 2005; SILVA NETA, 2014).

Houve diferentes padrdes de expressado de proteinas em sementes das
cultivares estudadas. Estas cultivares apresentaram variabilidade quanto a
qualidade fisioldgica de sementes, quando foram submetidas aos testes de vigor
e germinagdo. De uma maneira geral, naquelas cultivares com sementes
classificadas como de alta qualidade houve maior expressdo de enzimas
envolvidas no processo de respiragdo, considerando tanto a rota aerébica quanto
a anaerébica a exemplos do alcool desidrogenasse, malato desidrogenasse,
fosfoglico isomerase, e piruvato descarboxilase.

Também foi observado um maior expressado das enzimas Isocitrato
liase e esterase em sementes da maioria das cultivares classificadas como de alta
qualidade. Estas enzimas estdo envolvidas no metabolismo de lipideos,
importante durante o processo de germinacdo de sementes. Em sementes destas
cultivares, ainda foi observada menor expressdao das enzimas superoxido
dismutase e glutamato oxaloacetato transaminase.

Para a catalase ndo houve como relacionar os resultados de expressao
desta enzima com a qualidade fisioldgica das sementes.

Para proteinas resistentes ao calor, uma menor expressdo foi observada em

sementes com alta qualidade.
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4.3 Andlise da expressdo génica por meio de transcritos

Em relacdo ao estudo de expressdo de transcritos, pela técnica de RTq-
PCR, observa-se maior expressdo do gene SOD, em sementes das cultivares
SYN1279 e SYN1263, ambas classificadas como de baixa qualidade fisioldgica
de sementes.

Estes resultados com os observados na analise protedmica, também se
verifica uma maior atividade da enzima SOD em sementes destas cultivares.
Ainda em relagdo aos resultados observados para a expressdo de transcritos de
SOD, menores valores foram observados em sementes das cultivares CD201,
CA 115 e MS8400, classificadas como de baixa qualidade fisiol6gica. Nao
houve diferenca estatistica significativa entre os valores de expressao desta
enzima, em sementes das cultivares CA 115 e CD 202 (Figura 12).

SOD
20 1
15
14
S
1.0
0.5
0.0
CD201 CA115 MS8400 Syn1278 CD202 Syn1283

Cultivares
Figura 12 Perfil da expresséo quantitativa relativa do gene SOD em sementes de
soja de alta (CD201, CA115, MS8400) e baixa qualidade fisiologica
(CD202, Syn 1279, Syn1263)
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Ao analisar os valores absolutos de expressdo observados para esta
enzima, houve relagdo entre os resultados observados nas analises fisiologicas
de expressdo de transcritos e de proteinas. Em sementes de baixa qualidade
fisioldgica houve maior expressdao da SOD. Esta enzima esta associada a
formacdo de H,0O, nas células. Assim infere-se que em sementes de baixa
qualidade fisioldgica de soja ha maior formacdo de radicais livres, havendo a
necessidade de expressdo desta enzima para a remogao dos mesmaos.

Para o gene CAT (Figura 13), também envolvido no sistema de remocao
de radicais livres, maior e menor expressao foram observadas em sementes das
cultivares SYN 1263 e CD201, classificadas como de baixa e alta qualidade,

respectivamente.

CAT
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Cuftivares

Figura 13 Perfil da expressdo quantitativa relativa do gene CAT em sementes de
soja de alta (CD201, CA115, MS8400) e baixa qualidade fisiologica
(CD202, Syn 1279 e Syn1263)
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Espera-se que, quanto maior a producdo de H,O, por meio da SOD,
maior deve ser a expressdo da catalase para a remogdo do peroxido de
hidrogénio das células. Assim ao analisar os valores absolutos de expressao
observados para a SOD, também foram verificados maiores valores de expressao
em sementes destas cultivares. Ainda em relacdo a CAT, ndo houve diferenca
nos valores observados em sementes das cultivares CA 115, MS 8400,
SYN1279 e CD 202. Ressalta-se que houve relagdo, ao comparar as expressées
de CAT por meio das analises protebmica e transcriptdbmica. Resultados
semelhantes foram observados por Baldoni et al. (2013) trabalhando diferentes
cultivares de soja para determinar qualidade de sementes de soja, por Silva Neta
(2014), trabalhando com secagem em sementes de café, onde nos dois trabalhos
citados, foi possivel observar relacdo entre as analises de protedbmica e de
transcritos.

Para o gene MDH (Figura 14), foi observado maior expressao em
sementes da cultivar Syn 1263, seguida pela expressdo em sementes das
cultivares CA 115, CD202 e CD 201, ndo havendo diferenca estatistica entre os
valores observados em sementes das cultivares CD 201 e CD 202. J& a menor

expressdo foi observada em sementes das cultivares MS 8400 e Syn 1279.
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Figura 14 Perfil da expressdo quantitativa relativa do gene MDH em sementes
de soja de alta (CD201, CAl115, MS8400) e baixa qualidade
fisiologica (CD202, Syn1279 e Syn1263)

Ao comparar estes resultados com os observados nos testes de
germinacédo e vigor, ndo foi possivel identificar uma relacdo entre 0s mesmos.
Nos resultados da andlise protebmica, como discutido anteriormente, a maior
expressdo foi observada em sementes classificadas como de alta qualidade
fisioldgica. Deve-se ressaltar que na andlise protedmica avalia-se a expressdo da
isoenzima MDH. Por outro lado, na analise de transcritos, avaliou-se a expressao
de um gene.

Na Figura 15, encontra-se o perfil de expresséo de transcrito da PGI. A
maior expressdo foi observada em sementes da cultivar Syn 1263, seguida em
sementes da cultivar Syn1279. Menor expressdo foi observada em sementes da
cultivar CA115. N&o houve diferenca de expressdo entre as sementes das
cultivares CD 201, MS8400 e CD 202. N&do foi possivel relacionar estes
resultados com os observados na analise da enzima PGl e com os resultados

observados nos testes de germinacao e vigor.
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Figura 15 Perfil da expressdo quantitativa relativa do gene PGl em sementes de
soja de alta (CD201, CA115, MS8400) e baixa qualidade fisiologica
(CD202, Syn1279 e Syn1263)

A PGI é uma enzima importante no processo de respiragdo e se expressa
na glicélise. Quando foi avaliada a expressdo desta enzima pela técnica de
eletroforese (Figura 3), de uma maneira geral, a menor atividade desta, foi
observada em sementes de baixa qualidade. Também para a MDH e ADH,
enzimas da rota aerébica e anaerdbica da respiracdo, foram observadas menor
atividade destas enzimas em sementes de cultivares, classificadas como de baixa
qualidade. (Figura 1 e 2)

Em relacdo a expressdo do gene ICL (Figura 16), houve diferengas
significativas entre as cultivares classificadas de alta e baixa qualidade
fisioldgica de sementes. A maior expressdo foi verificada em sementes do
cultivar CA 115, em sequencia das observadas em sementes das cultivares
MS8400 e CD20. Estas cultivares foram classificadas como de alta qualidade

fisioldgica de sementes.
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Figura 16 Perfil da expressdo quantitativa relativa do gene ICL em sementes de
soja de alta (CD201, CA115, MS8400) e baixa qualidade fisiologica
(CD202, Syn 1279 e Syn1263)

Observa-se menor expressao de ICL em sementes da cultivar Syn1263,
seguida das observadas em sementes das cultivares Syn1279 e CD202. Estas trés
cultivares foram classificadas como de baixa qualidade fisioldgica de sementes.
Ao comparar estes resultados, com os observados na analise protedbmica pela
técnica de eletroforese, pode-se notar que houve também uma menor expressdo
em sementes de baixa qualidade, principalmente em sementes das cultivares
Syn1263 e Syn1279. Menores valores de expressdo deste gene foram observados
em sementes de cultivares, classificadas como de baixa qualidade fisiol6gica de
sementes em pesquisa desenvolvida por Baldoni (2013).

Esta enzima é importante durante o processo de germinagdo de
sementes, com valores maiores de lipideos, como a soja. Estes componentes
constituem fonte de material de reserva para a producdo de energia durante a
respiracao.

Nesta mesma linha, a esterase também participa deste processo em

sementes ricas em lipideos. Embora ndo tenha sido avaliada a expressdo de
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transcrito de esterase, também na analise protedmica, observou-se menor
expressdo desta enzima em sementes de baixa qualidade.

Quanto a expressdo de transcritos para a Peroxiredoxina PRx (Figura
17), houve maior expressdo em sementes das cultivares Syn 1279 e Syn1263,
seguida da observada em sementes da cultivar CD202. Ressalta-se estas trés
cultivares, classificadas como de baixa qualidade fisiol6gica de sementes. Ja 0s
menores valores de expressdo foram observados em sementes das cultivares CA
115, CD 201, e MS 8400, classificadas como de alta qualidade fisioldgica de

sementes.

PRX 11
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Figura 17 Perfil da expressdo quantitativa relativa do gene PRx de sementes de
soja de alta (CD201, CA115, MS8400) e baixa qualidade fisiologica
(CD202,Syn 1279 e Syn1263)

A enzima Peroxiredoxina PRx, faz parte do grupo das peroxidas, que
contribuem no controle de oxido —reducéo celular pela sua habilidade de reduzir
peroxido como H,0,. Assim em sementes com baixa qualidade fisioldgica, a

maior expressdo deste gene pode estar associada a remocdo de H,O,
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Caracteristicas importantes desta enzima é o fato da mesma ser controlada por
poucos genes em plantas. Poucas pesquisas foram desenvolvidas com o objetivo
de avaliar a expressao deste gene em sementes de soja. No entanto, devido as
caracteristicas do mesmo, infere-se que este pode ser um bom marcador para a
selecdo de cultivares de soja, embora o custo beneficio deva ser avaliado.

Ao avaliar de forma conjunta os resultados obtidos nos testes de
germinacdo e vigor, e nas avaliacfes de transcritos e de proteinas, conclui-se que
a caracteristica de qualidade fisiologica envolve a expressdo de varios genes.
Isto explica a dificuldade de associar alguns genes estudados nesta pesquisa, seja
por meio de transcrito ou por proteinas com a qualidade fisiol6gica de sementes.
Isto explica também a variacdo observada em relacdo a classificagdo das
cultivares, quanto a qualidade fisiolégica de sementes, quando avaliadas por
meio de diferentes testes e quando produzidas sob diferentes condigdes
edafoclimaticas.

Por meio da analise protedbmica realizada nesta pesquisa, infere-se que
as enzimas envolvidas no processo de respiracdo, a exemplos do alcool
desidrogenase, fosfoglico isomerase e piruvato descarboxilase, sdo marcadores
promissores para avaliacdo da qualidade fisioldgica de sementes. Em relacdo a
analise de transcritos, a maior expressao de peroxiredoxinas parece estar
associada a baixa qualidade fisiologica de sementes de soja. Entende-se que a
expressdao desta proteina deva ser mais explorada em estudos relacionados a

gualidade fisiol6gica de sementes.
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5 CONCLUSOES

As cultivares CD201, CA115 e MS8400 foram classificadas como de
alta qualidade, enquanto que as cultivares Syn1263, Syn1279 e CD202 foram
classificadas como de baixa qualidade, por meio do teste de envelhecimento
acelerado em um periodo de 82 horas.

Por intermédio das analises das enzimas envolvidas no processo de
respiragdo, a exemplos do alcool desidrogenase, fosfoglico isomerase e piruvato
descarboxilase, sdo marcadores promissores para avaliacdo da qualidade
fisioldgica de sementes de soja.

Uma maior expressdo da enzima Peroxiredoxina pode estar relacionada

a baixa qualidade fisioldgica de sementes de soja.
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