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RESUMO

A dessecacdo ¢ a forma mais severa de estresse hidrico, e em sementes ortodoxas a tolerancia
a dessecacdo é adquirida durante a maturacdo e perdida durante ou logo apds a germinacdo
visivel. Essa caracteristica pode ser restabelecida no momento de sensibilidade a dessecacéo,
levando a um maior entendimento da recalcitrancia, e da tolerncia a estresses abioticos
durante a germinacdo das sementes. Nesta pesquisa, foram avaliados aspectos fisiologicos
relacionados a perda da tolerdncia a dessecacdo por meio da expressdo das enzimas
superoxido dismutase, catalase, peroxidase e a-amilase, juntamente com a expressdo de
proteinas resistentes ao calor, nos tempos de embebicdo determinados em ensaios para
caracterizacdo do momento da perda da tolerancia a dessecagdo: Oh, 3h, sementes com 1mm e
3mm de radicula. Na reinducdo da tolerdncia a dessecacdo, foram testados diversos
protocolos, e a andlise do teor de acgUcares, a expressao de genes relacionados a proteinas
resistentes ao calor, juntamente com a quantificacdo dessas proteinas, foram feitas em
radiculas e parte aérea de sementes embebidas por 18 horas, secadas sob 30 e 50% de
umidade relativa a 22 °C por 72 horas (MADT). Sementes de milheto perderam a tolerancia a
dessecacdo quando a radicula alcangou 1 mm de comprimento. Pelos padrbes enzimaticos,
observou-se que as enzimas peroxidase e a-amilase, assim como a atividade de proteinas
resistentes ao calor tém relagdo com a perda da tolerancia a dessecacdo em sementes de
milheto. Na reindugdo da tolerancia a dessecacdo foi observado acumulo de rafinose,
estaquiose e frutose em radiculas submetidas ao tratamento MADT 50% UR, havendo
provavel correlagdo com a reinducédo da tolerancia. Os genes analisados, PgLEA (membro da
familia 7); PgDHN (dehidrina, membro da familia 2) e PgHsp10 (chaperona chassificada
como Hspl0), ndo evidenciaram correlacdo com os tratamentos, assim como a andlise da
expressdo geral de proteinas resistentes ao calor, que mesmo presentes, ndao foram
significativamente alteradas com a aplicacdo dos tratamentos de reinducdo da tolerancia a
dessecacdo estudados.

Palavras-chave: Acucares soliveis. Enzimas. Expressdo génica. Proteinas resisténtes ao
calor. Restabelecimento da TD. Sensibilidade a dessecacéo.



ABSTRACT

Desiccation is the most severe form of water stress, and in orthodox seeds the desiccation
tolerance is acquired during maturation, lost during or shortly after visible germination. This
trait can be reestablished at the moment of desiccation sensitivity, leading to a better
understanding of recalcitrance and tolerance to abiotic stresses during the seed germination. In
this research, physiological aspects related to the loss of desiccation tolerance were evaluated
through the expression of the enzymes superoxide dismutase, catalase, peroxidase and a-
amylase, and also the expression of heat-resistant proteins at the points determined in assays
for characterization of desiccation tolerance loss: Oh, 3h, seeds with Imm and 3mm of radicle.
Several protocols were tested for the desiccation tolerance re-induction, and the analysis of
the sugar content, the expression of genes related to heat resistant proteins, and the general
quantification of this proteins, was done in radicle and aerial part of seeds after 18 hours of
imbibition in germinated seeds dried under 30 and 50% relative humidity at 22 °C for 72
hours (MADT). Millet seeds lost desiccation tolerance when the radicle reached 1 mm in
length. According to the enzymatic standards, peroxidase and a-amylase enzymes, as well as
the activity of heat-resistant proteins, were related to loss of tolerance to desiccation in millet
seeds. In the re-induction of desiccation tolerance, raffinose accumulation, stachyose and
fructose were observed in radicles submitted to MADT 50% RH treatment, with a probable
correlation with the dessication tolerance reinduction. The analyzed genes, PGLEA (member
of family 7); PgDHN (dehydrin, family member 2) and PgHspl0 (chaperone chassis as
Hspl10), showed no correlation with the treatments, as well as analysis of the general
expression of heat-resistant proteins, which even present, were not significantly altered with
the application of treatments of desiccation tolerance reinduction studied.

Keywords: Soluble sugars. Enzymes. Gene expression. Heat resistant proteins. Re-establisment
of DT. Sensitivity to Desiccation.
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CAPITULO 1 Introdugéo geral

1  INTRODUCAO

O crescimento da populagdo mundial e as perspectivas futuras de mudancgas climaticas
geram a necessidade de adogdo de novas praticas agricolas a fim de suprir a necessidade de
alimentos, manter a seguranca alimentar humana e preservar a biodiversidade existente. Em
2070, estima-se que a populacdo serd de cerca de 9 bilhdes de pessoas, € esse numero esta
longe de ser estabilizado (LEPRINCE et al.,, 2017). A chave para a seguranga alimentar
futura, e conservagdo dos recursos genéticos, estd nas sementes, que se produzidas e
armazenadas de maneira correta sdo fundamentais na conservagdo ex sifu € no
estabelecimento inicial da grande maioria das espécies vegetais. Assim, demandam pesquisas
sobre sua conservagdo, o que gera a necessidade do entendimento da tolerancia a dessecagao
em sementes.

Os mecanismos de tolerancia a dessecacdo sdo alvo de estudo para o entendimento de
alteragoes celulares que permitem a secagem e armazenamento das sementes sem haver perda
de sua viabilidade. A tolerancia a dessecacao ¢ a capacidade dos organismos vivos em lidar
com as perdas de agua inferiores a 0,1 g H,O/g de peso seco e sobreviver ao processo de
reidratacdo, sem danos permanentes (MAIA et al., 2011). A tolerancia e a sensibilidade a
dessecagao em sementes de diferentes espécies ¢ varidvel, sendo elas classificadas quanto a
essa capacidade em sementes extremamente tolerantes a dessecacdo, ou ortodoxas, e
extremamente sensiveis ou recalcitrantes (FARRANT et al., 1996).

No processo de germinacao sementes de espécies ortodoxas tém comportamento
similar as recalcitrantes, perdendo sua tolerancia a dessecagdo. Os mecanismos envolvidos na
capacidade de sobreviver a perda de 4gua resumidamente podem ser divididos em trés grupos
principais: 1) mecanismos de sinalizacdo, regulacdo génica e protedmica; 2) ajuste metabdlico
e sistemas antioxidantes e 3) estabilidade macromolecular e mecéanica (MOORE et al., 2009).
O entendimento dos mecanismos necessdrios para a tolerdncia a dessecacdo e seus
reguladores, pode auxiliar na busca de informacdes para o melhoramento da tolerdncia das
sementes ao estresse causado por altas temperaturas e ao posterior estado seco
(RAMANJULU; BARTELS, 2002).

O milheto (Pennisetum glaucum L.), ¢ uma planta rustica, com capacidade de produzir

sementes ortodoxas em condi¢des de altas temperaturas, baixa fertilidade de solo e em
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ambientes muito secos, 0 que torna essa espécie interessante para estudos de tolerancia a
dessecagdo. Possivelmente, a aquisicdo de uma maior tolerancia ao estresse causado pela
desidratacéo sirva para permitir o melhoramento de espécies quanto a tolerancia a dessecacéo,
além de poder promover a melhoria do armazenamento de espécies recalcitrantes e auxiliar na
adaptacdo de plantulas a condi¢cdes adversas durante a fase inicial de estabelecimento.

Assim, objetivou-se com esta pesquisa o estudo de alteragdes bioquimicas, fisioldgicas
e moleculares durante o processo de perda e reinducdo da tolerdncia a dessecacdo em
sementes de milheto, com intuito de promover maior entendimento sobre como essas

alteragdes atuam no processo da tolerancia a dessecag@o na espécie estudada.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tolerancia a dessecagdo em sementes

A tolerancia a dessecacao (TD) é a habilidade de certos organismos em lidar com a
extrema perda de agua, a niveis inferiores a 0,1g H,O por grama de peso seco, com
subsequente reidratacdo sem acimulos de danos letais (MAIA, et al., 2011). A TD é referente
a remocao de quase toda agua celular, sendo que os organismos que possuem essa capacidade
ndo evitam a perda de agua, mas se equipam com moléculas protetoras, entrando em um
estado metabolicamente inativo (ALPERT, 2005).

Em plantas, a TD € rara em tecidos vegetativos, porém esta presente em sementes e
polen (GAFF; OLIVER, 2013). A maioria das espécies de angiospermas, produz sementes
que toleram a dessecacdo, podendo ser armazenadas por longos periodos de tempo e séo
chamadas de ortodoxas. No entanto, um grande nimero de espécies selvagens, e/ou de clima
Umido, produzem sementes que sdo sensiveis a dessecacdo, sendo chamadas de recalcitrantes,
(ROBERTS, 1973).

O desenvolvimento das sementes € dividido em duas fases: embriogénese e maturacéo.
Na embriogénese ocorre a especificacdo e padronizacdo de tecidos, por uma série de divisdes
e diferenciacBes celulares. Ja na fase de maturacdo, que é subdividida em inicial e tardia
(BEWLEY et al., 2013), a TD é adquirida na fase inicial. Esta fase do desenvolvimento,
também é marcada pelo acimulo de compostos de reserva, como proteinas, 6leos e
carboidratos (VERTUCCI; FARRANT, 1995). Na fase tardia de maturacdo, as sementes

perdem agua e ocorrem mudancas a nivel de trasncriptoma e metaboloma. Em sementes de
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Arabidopsis, nessa fase do desenvolvimento, foi observado o acumulo de proteinas LEAs
(Late embryogenis abundant) e de agucares ndo redutores, como a sacarose, e
oligossacarideos da familia rafinose (OFRs), (ANGELOVICI et al., 2010; DEKKERS et al.,
2015). Apos a fase tardia da maturacdo, os mecanimos celulares sdo organizados para conferir
gradualmente a longevidade no estado seco, porém uma semente tolerante a dessecacéo pode
ndo tolerar longos periodos de armazenamento, uma vez que a TD é um pré-requisito para que
as sementes adquiram a longevidade (VERDIER et al., 2013).

Nesse periodo de maturacdo tardia das sementes ocorre também a preparacdo para a
germinacdo, na qual a capacidade de tolerar perdas extremas de agua sem danos subsequentes
é perdida, no entanto, esta pode ser resgatada em um curto periodo durante ou apés a
germinacdo (LEPRINCE et al., 2017; DEKKERS et al., 2015).

2.2 Perda e reinducao da tolerancia a dessecacdo em sementes ortodoxas germinadas

Sementes ortodoxas perdem a tolerancia a dessecacdo durante a germinacéo, tornando-
se sensiveis. Sun (1999) propds a utilizacdo de sementes ortodoxas germinadas como modelo
de estudo da tolerancia a dessecacdo. Uma vez que tornam-se sensiveis, 0S mecanismos
envolvidos na perda e reinducdo da tolerancia a dessecacdo em sementes ortodoxas podem ser
estudados de maneira pratica para 0 maior entendimento da recalcitrancia e de como esses
mecanismos estdo envolvidos na capacidade de lidar com a perda extrema de agua.

Bruggink e Van der Toorn (1995) demonstraram ser possivel restaurar a tolerancia a
dessecacdo em sementes ortodoxas germinadas de Cucumis sativus e Impatiens walleriana, e
sugeriram esta abordagem também como modelo para pesquisas de reinducdo da TD em
sementes. O sucesso da técnica de restaurar a TD também foi reconhecido para espécies como
Arabidopisis thaliana, e Medicago truncatula (BUITINK et al., 2003; BUITINK et al., 2006;
FARIA et al., 2005; VIEIRA et al., 2010; MAIA et al., 2011).

O método mais utilizado para reinduzir a tolerancia a dessecacdo em sementes
ortodoxas germinadas é a aplicacdo de acido abscisico exdgeno e/ou a pré-secagem com
estresse osmaético moderado. No entanto ja foi comprovado por estudos que esta metodologia,
aléem de laboriosa, pode ter efeitos prejudiciais com relacdo ao bloqueio do movimento da
agua nas plantas e uma menor solubilidade e transporte de oxigénio (LAGERWERFF;
OGATA; EAGLE, 1961; LAWLOR, 1970; MEXAL et al., 1975).
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Apobs a protrusdo radicular, em algumas espécies, existe uma pequena “janela de
desenvolvimento” na qual a TD pode ser restabelecida, pois quando as radiculas crescem
acima de certo comprimento, a TD pode ndo ser completamente readquirida (DEKKERS et
al., 2015).

2.3 Compostos de reserva e a tolerancia a dessecagéo

Um dos muitos mecanismos utilizados pelas plantas para minimizar efeitos deletérios
causados por estresses abidticos é a producdo e acimulo de solutos, dentre eles, 0s agucares
(ELSAYED; RAFUDEEN; GOLLDACK, 2014).

Os carboidratos sdo componentes reguladores importantes em processos fisioldégicos
nas plantas, como a fotossintese, germinacdo de sementes, florescimento, senescéncia e
muitos outros processos relacionados a resposta de exposicdo das plantas a estresses abioticos
(SAMI et al. 2016). Além deles, os acucares desempenham papel na fragmentacdo de
carbono, metabolismo de lipidios, controle osmético, estabilizacdo de membranas, sintese de
proteinas e expressao génica (ROSA et al.,, 2009; HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK,
2001), fatores que estdo diretamente ligados a tolerancia a dessecacéo.

Durante a desidratacdo, acucares especificos podem previnir os efeitos dos danos
causados pela dessecacdo nas membranas pela substituicdo das pontes de hidrogénio nas
moleculas de agua, e também interagindo com proteinas, como um escudo protetor contra
possiveis mudancas conformocionais que levam a perda de suas fungbes (HOEKSTRA;
GOLOVINA; BUITINK, 2001; LEPRINCE; HENDRY; MCKERSIE, 1993).

Acucares como a glicose e sacarose sdo 0S mais associados com 0S processos
metabolicos, como a producéo de energia, biosintese de polimeros, geracdo de metabolitos e
regulacdo de atividades de fonte e dreno (SAMI, et al. 2016). Esses agucares, juntamente com
a frutose desempenham importante papel na regulacdo do crescimento e estruturacdo das
plantas de maneira muito complexa devido a especificidade de localizacdo, exigindo muitas
vezes, longos sinais para se coordenar com as mudancas fisiologicas e ambientais (LEMOINE
et al., 2013).

Na regulacdo do crescimento a trealose pode afetar a forma e as fungdes dos 6rgéos,
como a inflorescéncia, o desenvolvimento de folhas, tubérculos e sementes (PAUL; DIJCK,
2011). Também auxilia no ajuste osmético, além de proteger as membranas contra espécies
reativas de oxigénio (EROs) formadas em situaces de estresse (SINGH et al., 2015;
KEUNEN et al., 2013).
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A familia de oligossacarideos rafindsica (FORs), composta por: rafinose, estaquiose e
verbascose, também caracterizada como solutos compativeis, participa de vérias funcdes
cruciais na planta, e funcionam como compostos de reserva e osmoprotetores durante a
dessecacdo da semente (MOHAMMADKHANI; HEIDARI, 2008). Em algumas espécies de
plantas de ressurreicdo o aumento dos niveis de FORs durante a dessecacdo, auxilia na
estabilizacdo da membrana fosfolipidica (FARRANT, 2007).

A formacdo de vidros intracelulares também esta ligada a protecdo conferida pelos
acucares durante a dessecacgdo. A formacdo desses vidros previne a desnaturagdo de moléculas
e formagdo de agregados intracelulares, evitando também a concetragdo de solutos e alteracéo
de pH (KOSTER, 1991).

2.4 Aspectos moleculares da toleréncia a dessecagéo

Os mecanismos envolvidos na TD em sementes s&o de ordem complexa e podem agir
em sinergismo. Durante a dessecagdo ocorrem varias alteragdes nas células, gerando a
habilidade de tolerar ou reparar, os danos causados por esse estresse. Ocorre sintese e
acumulo de proteinas LEA (late embryogeneses abundant), proteinas de choque térmico (Heat
shock proteins - HSP), agucares ndo redutores, e enzimas antioxidantes que desempenham
papel de moléculas protetoras (SINGH et al., 2015; BLACKMAN; OBENDORF; LEOPOLD,
1992). Estas mudangas podem conferir graus variados de tolerancia a dessecacdo nas
sementes, em fun¢do da intensidade com que os mecanismos de protecao sao impostos.

As proteinas LEA, e HSP podem agir como protetores estruturais de membranas,
como um tampao de hidratagdo sequestrando ions, e protegendo também a conformagdo de
outras proteinas (TUNNACLIFFE; WISE, 2007). Agucares ndo redutores preenchem o
volume criado na desidratacdo entre moléculas, diminuindo mobilidade na matriz celular
(BUITINK; LEPRINCE, 2008). Outras adaptacGes estruturais que ocorrem durante a
desidratacdo sdo a compactacdo da cromatina, (VAN ZANTEN et al. 2011), reducdo da
atividade metabdlica, para minimizar a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs), o
que gera a necessidade de producdo de sistemas de defesa antioxidante (CONTRERAS-
PORCIA et al.,, 2011).

O sequenciamento do genoma de espécies vegetais proporciona ao estudo da TD em
sementes uma maneira de investigar os componentes de sinalizacdo mais detalhadamente.

Esses sinais ativam genes responsaveis pela acumulagdo de proteinas LEA, acUcares,
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osmolitos e aminodcidos, entre outras moléculas que sdo necessarias para TD
(TUNNACLIFFE; WISE, 2007; MOORE et al., 2009), a identificacdo de genes relacionados
a TD além de proporcionar maior entendimento sobre a regulacdo da sobrevivéncia de
sementes ao posterior estado seco, pode proporcionar avangos para a producdo agricola sob
estresses abioticos (MAIA et al., 2011).

2.5 Caracterizagdo da espécie

Os chamados “milhetos” sdo a maior fonte de alimento humano e animal em regides
subdesenvolvidas, especialmente em regides semi-aridas e tropicais da Africa e Asia. A
espécie mais cultivada ¢ o “Pearl millet”, ou milheto pérola (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.),
sendo o sexto cereal mais economicamente importante e responsavel pela segurancaa
alimentar de aproximadamente 90 milhGes de pessoas em suas regides de cultivo (TADELE,
2016).

O milheto (P. glaucum L.), (2n=2x=14), & uma planta C., de polinizagdo cruzada,
ciclo curto e que produz pequenas sementes, pertencente a familia Poaceae e a subfamilia
Panicoidae (SHIVHARE; LATA, 2017). E, em sua maioria, cultivado em regides aridas e
semi-aridas, de chuvas escassas, sob condicdes precarias de fertilidade do solo e altas
temperaturas, onde cereais basicos como milho, arroz, trigo, e mesmo sorgo nao sao capazes
de se desenvolver (VADEZ et al., 2012). Seus grdos sdo ricos em nutrientes, proteinas e
aminodcidos, ultrapassando o milho e o trigo nas concentragdes de micronutrientes como o
zinco e ferro, além de ser economicamente viavel e de resistir as condi¢des ambientais
adversas em que € cultivado (KUMAR et al., 2016; SHIVHARE; LATA, 2017).

Em 18 de setembro de 2017, um grupo de pesquisadores divulgaram o
sequenciamento completo do genoma do milheto (Pennisetum glaucum (L.), sinénimo,
Cenchrus americanus (L.) Morrone), com aproximadamente 38.579 genes. Por meio deste
estudo, foi possivel estabelecer associacfes de marcadores para selecdo genémica, e definir
conjuntos heteréticos para predicdo do desempenho de hibridos (VARSHNEY, et al., 2017).
O intuito principal é que de posse desses recursos, pesquisadores possam melhorar e
investigar mais a fundo esta cultura que tem como um dos principais atributos a tolerancia a

estresses abidticos.
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CAPITULO 2 - Physiological and biochemical changes during desiccation tolerance

loss in millet (Pennisetum glaucum L.) seeds

(Artigo aceito para publicacdo em 30/06/2017 na revista Acta Scientiarum Agronomy,
classificagédo A2 pela CAPES)

RESUMO

Esta pesquisa objetivou avaliar as alteracGes fisiologicas e bioquimicas relacionadas a perda
da tolerancia a dessecacdo em sementes de milheto. Os pontos estudados foram determinados
de acordo com a curva de embebicdo de sementes do hibrido de milheto ADRF6010: controle
(0 h), 3 h,1e3mm de radicula. As sementes foram secadas em silica gel por 72 h a 20 °C,
seguida de pré-umidificacdo a 25 °C por 24 horas. Foi avaliada a qualidade fisiologica pelo
teste de condutividade elétrica e de germinagéo, e o vigor por meio da primeira contagem e
indice de velocidade de germinacdo. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os
sistemas enzimaticos avaliados foram: superoxido dismutase, catalase, peroxidase ¢ a-
amilase, juntamente com a expressdo de proteinas resistentes ao calor. A atividade das
enzimas e de proteinas foi quantificada por meio do software ImageJ®. Sementes de milheto
perderam a tolerancia a dessecacdo quando a radicula alcancou 1 mm de comprimento. Pelos
padrdes enzimaticos, observou-se que as enzimas peroxidase e a-amilase, assim como a
atividade de proteinas resistentes ao calor tém relacdo com a perda da tolerancia a dessecacéo
em sementes de milheto.

Palavras chave: Sensibilidade a Dessecacdo. Germinacgdo. Proteinas. Enzimas.



27

ABSTRACT

This research aimed to evaluate the physiological and biochemical changes related to loss of
desiccation tolerance in millet seeds. The points studied were determined according to the
seed imbibition curve of the millet hybrid ADRF6010: 0 h, 3 h, 1 and 3 mm radicle. The seeds
were dried on silica gel for 72 h at 20 °C, followed by pre-humidification at 25 °C for 24 h.
The physiological quality was evaluated by the electrical conductivity and germination test,
and the seed vigor by means of the first count and germination speed index. The experimental
design was completely randomized and means were compared by the Scott-knott test at 5%
probability. The enzymatic systems evaluated were: super6xido dismutase, catalase,
peroxidase, and a-amylase, and the expression of heat-resistant proteins. The enzymatic
activity was quantified through the software ImageJ®. Millet seeds lost desiccation tolerance
when the radicle reached 1 mm of length. According to the enzymatic standards, the enzymes
peroxidase and a-amylase, as well as the activity of heat-resistant proteins, was related to the
loss of desiccation tolerance in millet seeds.

Keywords: Desiccation sensitivity. Germination. Proteins. Enzymes.
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1 INTRODUCTION

Desiccation tolerance is the ability of some organisms to survive extreme water loss, at
levels below 0.1 g H,O g* of dry tissue, followed by subsequent rehydration without
accumulation of lethal damage (OLIVER; TUBA; MISHLER, 2000). In orthodox seeds, this
survival mechanism is acquired during seed development, in the reserves accumulation period
(LE et al.,, 2010, VERDIER et al., 2013). During this period, seed moisture is gradually
reduced, and molecular and metabolic changes occur that allow seed dispersion and tolerance
to long periods without water (ANGELOVICI et al., 2010; HUANG; SONG, 2013). On the
other hand, recalcitrant seeds lack the genetic mechanisms required to tolerate drying, or if are
present, these mechanisms are not functional (BERJAK; PAMMENTER, 2008; DELAHAIE
et al, 2013).

Orthodox seed cells become sensitive to desiccation during the germination process
(FARRANT, 2010). Thus, during germination, they behave similarly to recalcitrant seeds and
can be used as a model in the study of dehydration sensitivity (SUN, 1999), which affects
longevity and seed storage (BERJAK; FARRANT; PAMMENTER, 2007; WALTERS,
2015).

Desiccation tolerance in orthodox seeds is directly linked to changes in cellular
components, to the activation of antioxidant enzyme systems, to oligosaccharides and to heat-
resistant proteins (BERJAK; PAMMENTER, 2008; SPANO et al., 2011; WALTERS, 2015).

Reactive oxygen species (ROS) are normal components of the aerobic metabolism
whose production is enhanced under stress conditions, such as the dehydration process, that
generate toxic products for the cells. Thus, ROS production and activity are controlled by
antioxidant enzyme systems such as superoxide dismutase, catalase and peroxidase (GILL;
TUTEJA, 2010). Along with the enzyme systems, certain sugars act as signaling mechanisms.
The synergistic interaction of sugars may contribute to stress tolerance, especially in tissues or
organelles abundant in soluble sugars (BOLOURI-MOGHADDAM, 2010). The a-amylase
enzyme converts starch into sugars; thus, its expression is linked to reserve mobilization in
seeds. The late embryogenesis abundant (LEA) and heat shock proteins (HSP) are
accumulated under stress conditions, such as high temperatures, and have an important role in
the protection mechanism that ensures desiccation tolerance in seeds (BOSWELL; MOORE;
HAND, 2014).
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The identification of physiological and biochemical changes in the regulatory
mechanisms of DT combined with the genetic improvement of plants can help develop
cultivars better adapted to abiotic stresses (SHANKER et al., 2014). Previous studies on
agronomic species have sought a greater understanding of the changes that occur in seeds as
they lose water to develop new seed drying methods (VEIGA et al., 2007). However, little is
known about the possible biochemical changes caused by DT loss in seeds of agronomic
species.

Pearl millet (Pennisetum glaucum L.) is an African annual grass belonging to the
Poaceae family that is able to produce seeds in extremely dry conditions and low soil fertility
(OUMAR et al., 2008). The species is also resistant to drought and produces orthodox seeds.
The aim of the present study was to evaluate the biochemical and physiological changes
during the DT loss process in P. glaucum, to better understand these changes and to generate
information for the improvement and development of the seed production and technology
field.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Local and plant material

The experiment was carried out in the Seed Analysis Laboratory of the Federal
University of Lavras. Millet seeds (hybrid ADRF6010) from the 2015 crop year were
provided by the Sementes Adriana company. The seeds were stored in a cold room at 10 °C

and 50% RH before the beginning of the experiments.

2.2 Imbibition curve

The initial moisture content was determined on a wet basis using an oven set at 105 +
3 °C for 24 hours (BRASIL, 2009) with 4 replicates (25 seeds in each). The calculation was
performed, and the result was expressed as a percentage.

To evaluate the water absorption pattern of the seeds, 4 replicates with 25 seeds in
each were used to determine the hydration process and obtain the imbibition curve. The seeds
were soaked in germination boxes with two sheets of blotting paper as substrate saturated

with distilled water and conditioned in incubators regulated at 25 °C with a photoperiod of 12
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hours. Every 3 hours, during 18 hours, the seeds were removed and weighed on a scale with
an accuracy of 0.01 g, the data of absorbed water (g) in each point, were ploted in a graph.

2.3 Characterization of the desiccation tolerance loss

One-hundred seeds were divided into four replicates of 25 in each of the following
points on the imbibition curve: control (0 h), 3 h of imbibition, 1 and 3 mm radicle. Hydration
was performed in germination boxes containing 2 sheets of blotting paper saturated with
water until the pre-established hydration periods were reached. Dehydration was performed in
germination boxes sealed with a plastic film: the seeds were placed on a screen with a layer of
100 g of silica gel in the bottom and conditioned in incubators regulated at 20 °C during 72
hours to keep the seeds in a prolonged stress situation. After dehydration, the seeds were pre-
moistened in humid air (100% RH) during 24 hours in incubators regulated at 25 °C to
prevent any possible damage caused by subsequent imbibition (CROWE; CROWE;
HOEKSTRA, 1989). Then, a germination test was performed in germination boxes in
incubators regulated at 25 °C (BRASIL, 2009).

The survival analysis was performed by identifying the seeds that returned to

germination and produced normal seedlings as follows.

2.4 Physiological analyzes

To analyze the physiological changes in the seeds the following tests were performed:

o Germination test: Four replicates of 50 seeds were distributed in germination
boxes with two sheets of blotting paper moistened with distilled water until reaching 2.5 times
the weight of the dry paper. The germination boxes were maintained in incubators regulated at
25 °C with a photoperiod of 12 hours. Seven days after sowing, the number of normal
seedlings was counted (BRASIL, 2009), and the results were expressed as percentages.

o First germination count (FC): During the germination test, the number of
normal seedlings observed three days after sowing was counted and the results are expressed
as percentages.

o Germination speed index (GSI): The number of seedlings that returned to
germination from the beginning until the last day of the test was counted daily. The GSI

calculation was performed following Maguire (1962).
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o Electrical conductivity: Four replicates of 25 seeds were used; the seeds were
weighed with 0,01 g of accuracy and subjected to imbibition in plastic cups containing 50 mL
of deionized water during 24 hours at 25 °C (VIEIRA; KRZYZANOWSKI, 1999).
Subsequently, the conductivity was measured with a conductivimeter DIGIMED CD-21, and

the results were expressed in uS cm™ g™ of seed.

2.5 Biochemical analyses

In each of the selected points of the imbibition curve, the seeds were removed from
the imbibition paper, and at this humidity condition, they were macerated in liquid nitrogen
with polyvinylpyrrolidone (PVP) and stored in a deep freezer at -86 °C.

The methodology described in Alfenas (2006) was used for the extraction,
electrophoretic run and quantification of superoxide dismutase isoenzymes, catalase,
peroxidase and a-amylase.

For the extraction of heat resistant proteins (HRP), 100 mg of each sample was used
and placed in 1500 uL microtubes. After adding an extraction buffer solution (50 mM Tris-
HCI, pH 7.5; 500 mM NaCl; 5 mM MgCI2 and 1 mM PMSF) in a proportion of 1:10
(material weight: volume of extraction buffer), the samples were homogenized by vortexing.
The homogenates were centrifuged at 13,000 rpm for 30 min at 4 °C. The supernatant was
transferred to new microtubes, incubated in a water bath at 85 °C for 15 min and centrifuged
again. The supernatant was then transferred to new microtubes, and the pellet was discarded.
The quantification of enzymes and heat-resistant proteins was performed using the ImageJ®
software (2016), where each gel photograph obtained in the electrophoresis was evaluated by

the intensity and size of the isoforms. The results were expressed in mm?.

2.6 Statistical analysis

The experiments were performed in a completely randomized design (CRD), with four
replicates of 50 seeds for the germination test and four replicates of 25 seeds for the electrical
conductivity test. The results were tested with analysis of variance and comparison of means
by the Scott-Knott test at a 5% probability. The analyses were performed using the SISVAR®
statistical software (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTS AND DISCUSSION

The increase in the fresh weight of millet seeds (Figure 1) indicated water absorption

following the three-phasic pattern proposed by Bewley and Black (1994).

Figure 1 - Imbibition curve of millet seeds (Pennisetum glaucum L.). The arrow indicates the
moment of radicle protrusion.
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The initial water content of the seeds was 11% and reached approximately 46% after
18 h of imbibition.

Phase | of germination lasted approximately 4 h and was characterized as a physical
phenomenon of water absorption causing seed metabolism activation (BEWLEY; BLACK,
1994). Similar to what was observed by Bewley (1997), Phase Il of millet seed germination
lasted longer (approximately 8 h) and was characterized by slow water absorption, involving a
series of metabolic events before radicle protrusion, which occurred at the beginning of Phase
I11 (after 12 hours of imbibition).

A significant effect was observed for all treatments in the physiological tests of DT

loss in millet seeds (Table 1).
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Table 1 - Mean values of first germination count (FC), germination (G), germination speed
index (GSI) and electrical conductivity (EC) in millet seeds subjected to different
imbibition periods, followed by dehydration and subsequent rehydration.

Treatments FC (%) G (%) GSI EC (uScm™g™?)
Control (0 h) 8la 93 a 42.67 a 158.96 a
3 h of imbibition 47 b 76 Db 46.59 a 128.72 a
1 mm radicle 4c 8¢ 454 Db 240.6 b
3 mm radicle Oc Oc 0.54b 450.52 ¢
CV (%) 27.88 22.56 10.96 14.58

* Means followed by the same lowercase letter in a column do not differ from each other according to
the Scott-Knott test at a 5% probability.
Source: Author (2017).

The highest percentage of germination in the first count was obtained from control
seeds. For seeds subjected to three hours of imbibition followed by dehydration and
rehydration, the percentage of normal seedlings at the first count decreased, showing a
negative effect on seed vigor.

For seeds with 1 and 3 mm radicles, the mean FC was practically null and did not
differ significantly between them. Similar results were observed for the final germination
percentage. Masetto, Faria and Fraiz (2015) observed that germinated seeds of Sesbania
virgata with a 1 mm radicle still maintained their desiccation tolerance and that total loss of
this capacity only occurred when the radicles reached 2 mm. Similar results of DT loss after
radicle protrusion were found by Guimarées et al. (2011) in Peltophorum dubium.

For the germination speed index, the highest values were observed for the control
treatment and for seeds subjected to 3 h of imbibition with subsequent drying on silica gel and
rehydration. The rapid drying technique on silica gel allows drying to a sufficiently low water
content without adverse effects on seed viability and vigor (VARGHESE; NAITHANI, 2008).
However, Reis et al. (2013), who studied seed conditioning, stated that rapid drying could be
harmful to seed vigor. For millet seeds dried on silica gel in the present study, the germination
speed index of the seeds soaked for 3 h did not differ from the control treatment (0 h). GSI
values were observed for seeds with 3 mm radicles that were dried on silica gel with
subsequent rehydration, even with null germinations. This result is due to the abnormal
seedlings (4%) accounted in the determination of the GSI. Under these study conditions,
millet seeds only developed a shoot part and were considered abnormal (BRASIL, 2009). In a
study on the reestablishment of DT in germinated seeds of Arabidopsis thaliana, Maia et al.

(2011) observed that different parts of the seed had different sensitivities to drying.
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Furthermore, seedlings that did not return to root growth frequently developed a cotyledon or
hypocotyl, as observed in millet seedlings in low proportion in the present study.

In the electrical conductivity test, higher values were observed for seeds with radicle
protrusion (1 and 3 mm). The germination process is followed by the release of sugars, amino
acids and electrolytes in different amounts depending on the state of organization of the
membrane system (TORRES et al., 2015). In the present study, the rapid drying process
applied to germinated millet seeds resulted in damage to the cell membranes and a subsequent
rise in these solutes.

In a study on DT loss during seed germination of pioneer neotropical species, Daws et
al. (2007) concluded that this tolerance was gradually lost during germination. Rapid drying
with subsequent rehydration affected the physiological performance of millet seeds at the
germination stages studied, and desiccation tolerance was lost when the radicle reached 1 mm.
This result indicates the potential of millet seeds for studies on DT loss. In addition, millet is a
species resistant to abiotic stresses (KHOLOVA et al., 2009), with a relatively short
germination period and a growing agricultural interest in Brazil.

In addition to the evaluation of seed physiological quality and vigor, possible
biochemical changes were evaluated through the analysis of enzyme systems: Superoxide
dismutase (SOD), Catalase (CAT), Peroxidase (POX) and a-amylase with heat-resistant
proteins (HRP).

The SOD enzyme activity (Figure 2) in millet seeds during imbibition and with 1 and
3 mm of radicle presented a constant expression among the treatments. Xin et al. (2010), in a
study on the viability loss of Antiaris toxicaria embryonic axes under rapid dehydration and
its relation with oxidative damages, concluded that viability loss occurred due to mechanical
and physical damages with no relation to the metabolic effects studied, such as SOD
expression. In millet seeds, the expression of this enzyme did not differ significantly among

the treatments.
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Figure 2 - Electrophoretic patterns and quantification of SOD enzyme activity in millet seeds
(Pennisetum glaucum L.) submitted to different imbibition periods, followed by
dehydration and subsequent rehydration. Treatments: 1: control (0 h); 2: 3 h of
imbibition; 3: seeds with a 1 mm radicle; 4: seeds with a 3 mm radicle.
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CAT enzymatic expression was higher for seeds with a 3 mm radicle (Figure 3),
indicating higher oxidative stress. Silva et al. (2015) concluded that the presence of CAT
might be associated with the acquisition of desiccation tolerance in Rhamnidium elaeocarpum
seeds. Their results indicated an increase in the content of oxidative free radicals that are
harmful to membranes, confirmed by the increase in electrolyte solutes and the loss of
germination capacity in desiccation-intolerant seeds. Similar results were observed in the
present study for millet seeds with a 3 mm radicle that did not tolerate desiccation, had high

electrical conductivity values and null germination.
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Figure 3 - Electrophoretic patterns and quantification of CAT enzyme activity in millet seeds
(Pennisetum glaucum L.) submitted to different imbibition periods, followed by
dehydration and subsequent rehydration. Treatments: 1: control (0 h); 2: 3 h of
imbibition; 3: seeds with a 1 mm radicle; 4: seeds with a 3 mm radicle
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POX enzymatic expression was null for the control, for seeds subjected to 3 hours of
imbibition, and for seeds with a 1 mm radicle (Figure 4). A higher expression was observed in
seeds with a 3 mm radicle that corresponded to the lowest results in the physiological tests.
Coelho et al. (2015), who studied biochemical changes in coffee seeds exposed to different
drying methods, observed that in seeds subjected to rapid drying, the activity of peroxidase
increased as water content decreased. According to Berjak; Farrant e Pammenter, (2007),
desiccation damages to membranes can be caused by oxidation, which promotes phospholipid
esterification or lipid peroxidation. These results reiterate the high POX activity observed in
seeds with a 3 mm radicle in our study.

Figure 4 - Electrophoretic patterns and quantification of POX enzyme activity in millet seeds
(Pennisetum glaucum L.) submitted to different imbibition periods, followed by

dehydration and subsequent rehydration. Treatments: 1: control (0O h); 2: 3 h of
imbibition; 3: seeds with a 1 mm radicle; 4: seeds with a 3 mm radicle.
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The production of oxygen-reactive species (ROS) is directly associated with sugar

metabolism, acting as stress indicator molecules mainly in tissues or organelles with abundant
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soluble sugars (SMEEKENS et al., 2010). Sugars that accumulate during dehydration have
membranes and macromolecule protection and eliminate oxygen-reactive species (ZHANG;
SONG; BARTELS, 2016). In millet seeds, a greater activity of a-amylase was observed in
seeds with 3 mm radicles, indicating a higher supply mobilization. Overall, the activity of this

enzyme remained constant for the other treatments (Figure 5).

Figure 5 - Electrophoretic patterns and quantification of a-amylase enzyme activity in millet
seeds (Pennisetum glaucum L.) submitted to different imbibition periods, followed
by dehydration and subsequent rehydration. Treatments: 1: control (0 h); 2: 3 h of

imbibition; 3: seeds with a 1 mm radicle; 4: seeds with a 3 mm radicle.
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The lowest activity of heat-resistant proteins was observed in seeds with 3 mm
radicles (Figure 6). Studies with other species have shown a reduction in the HRP stripe
intensity derived from DT loss, supporting the hypothesis that HRPs are involved in this
process (BOUDET et al, 2006). HRPs contribute to the stabilization of macromolecules and
the prevention of cell protein denaturation through connections between water molecules and
their surface, maintaining the stability of other protein membranes and adjusting the osmotic
cell pressure (MOHAMMADKHANI; HEIDARI, 2008).
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Figure 6 - Electrophoretic patterns and quantification of heat-resistant proteins in millet seeds
(Pennisetum glaucum L.) submitted to different imbibition periods, followed by
dehydration and subsequent rehydration. Treatments: 1: control (0 h); 2: 3 h of
imbibition; 3: seeds with a 1 mm radicle; 4: seeds with a 3 mm radicle. M:
molecular marker.
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Previous research on seed drying showed that an increase in the heat-resistant protein
stripe intensity was related to water loss, indicating that the drying process leads to HRP
synthesis in seeds with a low humidity content (ABREU, et al., 2014). In our study, a greater
expression of HRPs was observed in seeds with 1 mm radicles. A higher activity of HRPs was
also observed by Abreu et al., (2016) who subjected less tolerant corn lineage seeds to
different water stress potentials during germination. Mishra and Grover (2016) determined

that certain proteins from the HRP group had important roles in the response to dehydration.

4 CONCLUSION

o In millet (Pennisetum glaucum L.) seeds, the desiccation tolerance is lost after
germination when the radicle reaches 1 mm in length.

o The desiccation tolerance loss in millet seeds is associated with the expression
of peroxidase, a-amylase and heat-resistant proteins and less related to the expression of
superoxide dismutase and catalase.
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CAPITULO 3 - Reindugao da tolerancia a dessecacio em sementes germinadas de
milheto (Pennisetum glaucum L.): variacdo de carboidratos solUveis e expressao de genes

relacionados a proteinas resistentes ao calor

RESUMO

A dessecacdo é a forma mais severa de estresse hidrico, onde quase todo contetdo de agua é
perdido, levando a alterac@es fisiologicas e subcelulares. Em sementes ortodoxas a tolerancia
a dessecacdo é adquirida durante a maturacdo e perdida durante ou logo apds a germinagdo
visivel. Porém pode ser restabelecida com aplicacdo de um estresse leve como incubacdo em
acido abscisico, tratamento osmotico ou secagem, no momento de sensibilidade a dessecacéo,
levando a um maior entendimento da recalcitrancia e da tolerdncia a estresses abioticos.
Objetivou-se estudar o restabelecimento da tolerancia a dessecacdo e sua relacdo com
alteracdes de carboidratos soluveis (trealose, glicose, sacarose, frutose, rafinose e estaquiose),
expressdo génica por meio da técnica de PCR em tempo-real, e atividade de proteinas
resistentes ao calor em sementes germinadas de milheto. Para restabelecer a tolerancia a
dessecacdo foram testados diferentes protocolos sendo o mais adequado a secagem com
controle de umidade relativa (“Mild air drying treatment”- MADT) sob duas condicdes, 30%
e 50% UR, onde as sementes germinadas permaneceram por 72 horas, a 22 °C. As anélises de
acucares e expressdo génica foram feitas em radiculas e parte aerea de sementes embebidas
por 18 horas, com base em resultados obtidos na caracterizacdo da perda da tolerancia a
dessecacdo, e porcentagem de sobrevivéncia de plantulas. Na reinducdo da tolerancia a
dessecacdo foi observado acumulo de rafinose, estaquiose e frutose em radiculas submetidas
ao tratamento MADT 50% UR, havendo provavel correlacdo com a reinducdo da toleréncia a
dessecacdo. Os genes analisados, descritos para LEAs (Late embryogenesis abuntant) proteina
(membro da familia 7); dehidrina (membro da familia 2 de LEASs) e uma chaperona
classificada como Hspl0, ndo evidenciaram correlacdo com os tratamentos, assim como a
andlise da atividade e expressdo geral de proteinas resistentes ao calor, que mesmo presentes,
ndo foram significativamente alteradas com a aplicacdo dos tratamentos de reinducdo da
tolerancia a dessecacao.

Palavras-chave: Restabelecimento da TD. Expressdo génica. LEA proteinas. Proteinas de
choque térmico. Acucares sollveis.
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ABSTRACT

Desiccation is the most severe form of water stress, where almost all water content is lost,
leading to severe physiological and subcellular changes. In orthodox seeds the desiccation
tolerance is acquired during maturation, and lost during or shortly after visible germination.
However, it can be restored with the application of a mild stress such as incubation in abscisic
acid, osmotic treatment or drying, at the moment of desiccation sensitivity, leading to a better
understanding of recalcitrance and tolerance to abiotic stresses. The objective was to study
changes in the restabilishment of desiccation tolerance and its relation with changes in soluble
carbohydrates (trehalose, glucose, sucrose, fructose, raffinose and stachyose) gene expression
through the real-time PCR technique and the activity of heat resistant proteins in germinated
millet seeds. In order to restabilishment the desiccation tolerance, different protocols were
tested and the most suitable was to dry with Mild air drying treatment (MADT) under two
conditions, 30% and 50% RH, where the germinated seeds remained for 72 hours , at 22 °C.
The analysis was done in radicles and aerial part of seeds after 18 hours of imbibition, based
on results obtained in the characterization of the desiccation tolerance loss, and percentage of
seedling survival. In the re-induction of desiccation tolerance, raffinose, stachyose and
fructose accumulation were observed in radicles submitted to MADT 50% RH treatment, with
a probable correlation with the re-induction of the tolerance. The analyzed genes, described
for LEA (Late embryogenesis abundant) protein (member of family 7); dehydrin (a member
of the LEAs family 2) and a chaperone chassified as Hsp10, showed no correlation with the
treatments, as well as analysis of the activity and general expression of heat-resistant proteins,
which were not significantly altered with the application of treatments for desiccation
tolerance reinduction.

Key-words: Reestablishment of TD. Gene expression. LEA proteins. Heat shock proteins.

Soluble sugars.
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1  INTRODUCAO

Tolerancia a dessecacdo (TD) € definida como a habilidade do organismos em lidar
com a extrema perda de agua, a niveis inferiores a 0,1g H,O por grama de tecido seco, com
subsequente reidratacdo sem acimulo de danos letais (OLIVER; TUBA; MISHLER, 2000).
Apesar de ser rara em 6rgaos vegetativos, a TD esta presente em sementes da maioria das
espécies de plantas, chamadas de sementes ortodoxas (BEWLEY et al., 2013; GAFF;
OLIVER, 2013).

Em vérios estudos foi demonstrado que sementes em diferentes estagios da
germinacdo, e principalmente apds a germinacdo visivel ndo sobrevivem a secagem rapida,
devido a perda da TD (BUITINK et al., 2003; DAWS et al., 2007; MAIA et al., 2011). No
entanto, sementes germinadas podem sobreviver a um tratamento de secagem quando pré-
condicionadas em estresse osmotico leve, antes da dessecacéo, o que ja foi comprovado em
varias espécies (DEKKERS et al.,, 2015). Essa habilidade depende do estagio de
desenvolvimento da radicula e do tempo de armazenamento. Sementes germinadas, apos um
certo periodo de tempo, perdem completamente a capacidade de tolerar a extrema secagem e
tornam-se sensiveis a dessecacdo (VIEIRA et al., 2010; MAIA et al., 2011; DEKKERS et al.,
2015).

No método tradicional de reinducdo da TD em sementes germinadas é utilizado
polietileno glicol (PEG) como agente restritor hidrico na etapa de pré-secagem, ou no pre-
condicionamento. Possiveis efeitos negativos do PEG foram reportados, como bloqueio da
movimentacdo da agua nas plantas e reducdo do transporte de oxigénio (LAWLOR, 1970;
MEXAL et al., 1975). Além da reinducdo da TD em sementes germinadas com PEG ser um
método laborioso, que envolve uma limpeza apds a pré-secagem para remoc¢do do agente (o
gue no caso de sementes germinadas pode causar danos nas estruturas), € uma condicdo de
secagem relativamente rapida para algumas espécies, na qual ndo é possivel a retomada de
crescimento apos a dessecacdo. Assim, outros métodos tem sido estudados e utilizados como
o “Mild air drying treatment” — MADT. O método de secagem em ar Umido consiste em secar
as sementes em uma superficie de papel idmida, sob baixa umidade relativa.

Vérios sdo 0s mecanismos envolvidos na reinducdo da TD em sementes germinadas.
Dentre eles, podemos citar os aclcares e as proteinas resistentes ao calor. O papel
desempenhado pelos agucares sollveis estd, na maioria das vezes, relacionado a eliminacédo

de radicais livres acumulados na dessecagdo, e na manutencéo da turgidez celular, evitando a
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desidratacéo de proteinas e protegendo membranas (KRASENSKY'; JONAK, 2012; XU et al.,
2007). Os aglcares também atuam como solutos compativeis durante a perda inicial de dgua
e, quando o volume de agua é removido, protegem as macromoléculas substituindo a agua por
grupos OH e formando um vidro, que estabiliza as estruturas macromoleculares por longos
periodos de tempo (HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001).

Atuando de forma similar, as LEA (Late embryogenis abundant) proteinas além de
desempenharem papel protetor nas condi¢fes de seca, mostraram em ensaios in vitro prevenir
alteracbes conformacionais de polipeptideos hidrofilicos, quando a ultima camada de
hidratacdo € removida (WOLKERS et al., 2001; SHIH et al., 2004). Essas proteinas foram
descobertas no estdgio de desenvolvimento tardio de embrides de sementes de algodao
(DURE; GREENWAY; GALAU, 1981; GALAU; HUGHES; DURE, 1986), desde ent&o,
surgiram varios estudos e classificaches para essas complexas proteinas. Battaglia et al.
(2008) categorizaram 7 grupos ou familias de LEAs, com base nas informacGes disponiveis
sobre motivos conservados em varias espécies de plantas e na sequencias de aminoacidos
dessas complexas proteinas.

Atualmente, mesmo com alguns avancos, o papel das LEAs proteinas na aquisicao,
perda e reinducdo da tolerancia a dessecacdo em sementes e plantas ndo € totalmente
conhecido. Em estudos com espécies modelo, autores concluiram que estas proteinas de
alguma forma, auxiliam na toleréncia a seca, salinidade e dessecacdo (BOUDET, et al., 2006;
DEKKERS et al., 2015).

O milheto (Pennisetum glaucum L.) é uma planta rustica, com capacidade de
desenvolvimento em regiGes muito aridas, tolerante a seca e baixa fertilidade do solo. Produz
graos e biomassa em condicdes ambientais adversas, sendo o principal cereal cultivado nas
regides semi-aridas da Africa e no subcontinente indiano (MISHRA, et al., 2007). Com as
atuais mudangas climaticas e crescimento populacional, a necessidade do entendimento de
caracteristicas como a tolerancia a dessecacdo sao crescentes, podendo auxiliar futuramente
no desenvolvimento de espécies mais adptadas a estresses abioticos e ao armazenamento de
sementes.

Assim, 0 objetivo nesta pesquisa foi estudar a reinducédo da TD, a mudanca nos teores
de carboidratos sollveis e a expressdo de genes relacionados a proteinas resistentes ao calor

em sementes germinadas de milheto.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e Material vegetal

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Sementes e no Laboratério de Biologia
molecular do Departamento de Fisiologia Vegetal da Universidade de Wageningen, na
Holanda. Foram utilizadas sementes do hibrido ADR6010 do ano agricola de 2015.

Parte dos tratamentos de reinducao foram realizados no Laboratorio de Sementes da
Universidade Federal de Lavras e os resultados foram levados em consideragao na repetigcao e

realizagdo dos tratamentos de reindugdo.

2.2 Confirmacao da perda da tolerancia a dessecacio

Sementes de milheto (Pennisetum glaucum L.) do hibrido ADRF6010 foram
colocadas para germinar em caixas plasticas (15 cm x 21 cm) com duas folhas de papel
(Anchor paper Co.) umedecido com 50mL de d4gua. Com base nos resultados anteriores foram
tomados como pontos de estudo para a confirmacao da perda da TD os seguintes tratamentos:
sementes sem secagem; sementes apos desidratacao em silica gel; sementes embebidas por 12
horas com posterior desidratacdo em silica gel; sementes embebidas por 18 horas com
posterior desidratagdo em silica gel e sementes embebidas por 24 horas com posterior
desidratacao em silica gel.

A desidratagdo foi conduzida em dessecador vedado, com silica gel ao fundo,
acondicionado em camara a 20 °C, no escuro por 72 horas. Apos a desidratagdo as sementes
foram pré umidificadas em ar umido por 24 horas, e 4 repetigdes de 25 sementes de cada
ponto de estudo, foram colocadas para germinar em mesa de Copenhagen a 25 °C sob regime
de 12h de luz. A analise de sobrevivéncia foi realizada aos 7 dias ap6s a semeadura e foram
computados os numeros de plantulas normais e anormais (BRASIL, 2009), com os resultados
expressos em porcentagem.

O teor de 4gua foi determinado em base imida pelo método da estufa a 103 + 2°C, por
17 horas (ISTA, 2014), antes e apos cada tratamento de reinducdo, com 4 repeticdes de 15
sementes cada. O peso foi determinado com acuréacia de 0,0001g, e os resultados expressos

em porcentagem em base umida.
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2.3 Reinducio da tolerincia a dessecacio em sementes germinadas de milheto

(Pennisetum glaucum L.)

Para realizacdo dos tratamentos de reinducdo da tolerancia a dessecagdo em sementes
de milheto, estas foram colocadas para germinar e, quando atingiram Imm de protusdo
radicular, (ponto da perda da TD, que ocorre aproximadamente apos 18 horas de embebicao)
foram amostradas em 4 repeticdes de 25 sementes para o teste de diferentes protocolos com
intuito de definir as condigdes necessarias para o restabelecimento dessa caracteristica:

As sementes com 1 mm de radicula foram expostas a diferentes concentracdes de
acido abscisico (ABA 100uM e ABA 50 uM) e/ou polietileno glicol (PEG -3 MPa; PEG -2,2
MPa; PEG -1,8 MPa; PEG -2,2 MPa + 100uM de ABA; PEG -2,2 MPa + 50uM de ABA;
PEG -1,8 MPa + 100uM de ABA e PEG -1,8 MPa + 50uM de ABA) e/ou Cloreto de Litio
(LiCL 83% UR + 100 uM de ABA e apenas LiCL 83% UR) em caixas plasticas tipo gerbox
com telado (no caso da exposicdo a solugdo salina) e em placas de petri, ambas
acondicionadas a 4° C por 72 horas. Apos este periodo, as sementes germinadas que ficaram
em contato direto com os tratamentos (PEG e/ou ABA) foram lavadas com dgua corrente para
remog¢ao de eventuais residuos e secadas cuidadosamente (para evitar danos mecanicos) em
papel toalha para retirada do excesso de agua. A secagem em solugdo salina de LiCl foi
preparada dissolvendo-se o sal em agua, em quantidade suficiente para alcangar a saturagao,
sendo esta confirmada pela formagao de cristais no fundo dos recipientes.

Além dos tratamentos listados acima, foi aplicado um novo método para reinducao da
TD em sementes germinadas de milheto. As sementes foram colocadas sob uma membrana de
celulose em bandejas plasticas (15 cm x 21 cm) com duas folhas de papel (Anchor paper Co.)
umedecido com 25mL de dgua purificada e acondicionadas em camaras com controle de
umidade relativa, em duas condic¢des: 32% e 50% de UR a 22 °C por 72 horas. Esse método ¢
chamado de “Mild Air Drying Treatment” (MADT), Silva, (2015).

Ap6s a aplicacao dos métodos de reindugdo as sementes foram pré-umedecidas em ar
umido (100 % UR) por 24 horas a 25 °C para prevenir danos causados pela embebicao
(CROWE; CROWE; HOEKSTRA, 1989), e colocadas para reidratacdo em mesa de
Copenhagem a 25 °C. A andlise de sobrevivéncia foi realizada ap6s sete dias considerando as
sementes que retomaram o crescimento e produziram plantulas normais e, o nimero e a forma
de anormalidade também foi computado apos sete dias. Os resultados foram expressos em

porcentagem.
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2.3.1 Validacao do tratamento de reinducio da TD em sementes germinadas de milheto

Nos tratamentos onde foi observada a maior porcentagem de plantulas normais na
reidratagdo, foi analisado novamente como descrito no item 2.3, com 4 repeticdes de 25
sementes e com posterior desidratagdo em dessecador vedado com silica gel ao fundo,
acondicionado a 22 °C por 72 horas no escuro. Apos a desidratacdo, as amostras foram pré
umedecidas em ar imido como descrito anteriormente e colocadas para reidratagdo em mesa
de Copenhagem a 25 °C com 12h de fotoperiodo. Apos sete dias foram computados o nimero

de plantulas normais e anormais e os resultados expressos em porcentagem.

2.3.2 Variacao no teor de agua

O teor de agua foi determinado em base imida pelo método da estufa a 103 & 2 °C, por
17 horas (ISTA, 2014), antes e apds cada tratamento de reinduc¢do, com 4 repeti¢des de 15
sementes cada. O peso foi determinado com acuracia de 0,0001g, e os resultados expressos

em porcentagem.

2.4 Analise de sensibilidade de tecidos de plantulas de milheto (Pennisetum glaucum

L.) a Dessecacao

Apoés a realizagao dos tratamentos de reindugdo da TD, os dois tratamentos que
obtiveram maior indice de retomada do crescimento (MADT 30% e MADT 50% de UR)
foram estudados quanto a formagao de plantulas normais e anormais (BRASIL, 2009).

Durante a analise de sobrevivéncia foram computadas a formagdo de plantulas
normais (formagao de raiz principal e parte aérea bem definidas) e anormais (com formagao
defeituosa ou sem parte aérea ou raiz principal). Os resultados foram expressos em
porcentagem.

A fim de estudar possiveis diferencas da Tolerancia a Dessecagdo entre os tecidos no
estddio de desenvolvimento da perda da TD (sementes germinadas com 1mm de radicula e
inicio da formacao da parte aérea) os tecidos de sementes germinadas de milheto submetidos
aos tratamentos MADT 30% ¢ MADT 50% de UR, foram removidos com auxilio de bisturi,
congelados em nitrogénio liquido, e acondicionados em freezer a -80 °C para as analises

posteriores.



50

2.5 Analise de carboidratos soluveis na reinduciao da TD

Foram estabelecidos os tratamentos para o estudo da variagdo de carboidratos soliveis
na reinducdo da TD com base na diferenca de sensibilidade de tecidos de sementes
germinadas de milheto expostas aos métodos de reinducao:

Radicula: Controle (sem secagem); MADT 30% UR ¢ MADT 50% UR;

Parte aérea: Controle (sem secagem); MADT 30% UR e MADT 50% UR;

Foram utilizadas 3 repeticdes bioldgicas de 2,5 mg de material seco de cada tecido,
para cada tratamento. Os referidos tecidos foram removidos manualmente com auxilio de um
bisturi, secos em “Freeze dryer” (EDWARDS, Modulyo 4k) durante 24 horas, macerados
com auxilio de desmembrador (Mo Bio 96 Well Plate Shaker/MM 400) e pesados. A cada
amostra foi adicionado 1 mL de metanol 80% com 400 mg/L. de melezitose (padrao interno).
As amostras passaram por 20 minutos de sonica¢do, foram incubadas a 76 °C, durante 15
minutos e, posteriormente, o metanol remanescente foi evaporado em evaporador rotatorio
(Automatic Environmen SpeedVac System AES 1010), a 30° C, durante 3 horas, para
concentracdo do sobrenadante. O material foi ressuspendido em 500 mL de dgua miliQ e
misturado em vortex, sendo considerado como extrato bruto.

Para a analise quantitativa de actcares, obtida pela técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), o extrato bruto foi diluido 10 vezes em agua miliQ, e analisado em
cromatografo Dionex modelo DX-300, utilizando coluna CarboPac PA- 1. Foi injetado um
volume de 20 pL com tempo de andlise de 40 minutos por amostra. Os resultados foram

expressos em mg por grama de massa seca.

2.6 Analise dos transcritos por meio da técnica de qRT-PCR durante a reinducio da

TD

A andlise da expressao dos transcritos envolvidos no processo de reindugdo da
tolerancia a dessecacdo por meio da técnica de QRT-PCR foi realizada para genes descritos na
literatura por sua relagdo conhecida com proteinas de fungdo protetora na tolerancia a
estresses abioticos e na dessecacao na cultura do milheto.

As sequéncias dos genes-alvo escolhidos foram encontradas por meio de busca no
banco de dados da biblioteca de Expressed Sequence Tags (EST) no NCBI construida por

Misha et al., (2007), e com base em trabalhos que utilizaram as referidas sequencias para a
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confec¢do de primers especificos para a espécie estudada. Baseando-se nessas sequéncias

foram desenhados os primers utilizando-se o software CLCbio (AQuiagen® Company, versao

7.6.2). As sequéncias dos primers utilizados para os genes alvo estdo apresentadas na Tabela

1.

Tabela 1 - Primers dos genes alvo utilizados na anélise de qRT-PCR.

Genes

.~ . &t
Alvo Descricao Sequencia S 3

Referéncia
Bibliografica

F -
TGGAGATCCCAGCCA
Proteina abundante na embriogése AGGT
tardia - grupo 7 R -
TGGTGGTAGACGGGA
TGGTG

PgLEA

REDDY, et al.
(2012).

F—
GGAGGAGGAAGAAAG
GCAT
R -
TCTTCTCTCCGGTGCT
CT

PgDHN Dehidrina - LEA grupo 2

SINGH, et al.
(2015).

F -GACTT
GGGACATCGACTACG
PgHspl  Proteina resistente ao calor 10 — A
0 chaperona R -
GTGGTACTGCTACCG
AACAGC

NITNAVARE, et
al. (2016).

(F) sequéncia do primer foward e (R) sequéncia do primer reverse.
Fonte: Do autor (2017).

Para os genes de referéncia foram testados seis pares de primers descritos na literatura

como estaveis para a espécie estudada (Tabela 2). A andlise de estabilidade foi feita através

do software gbaset+ (Biogazelle, Zwijnaarde, Belgium) pelo calculo de expressdo estavel

geNORM (VANDESOMPELE et al., 2002).



52

Tabela 2 - Primers dos genes de referéncia candidatos para analise de qRT-PCR.

Genes de
referencia

Descricao

Sequencia 5'----- 3

Referéncia
Bibliografica

UBC-E2

Ubiquitina-enzima
conjugada E2

F-
ACCGCCTGACAATCC
CTATG
R -
GGGATAGTCTGGCGG
AAAATG

Shivhare e Lata. (2016).

EF-1a

Fator de elongacao -1
alpha

F-
GTTACAACCCAGACA
AGATTGC
R -
TGGACCTCTCAATCG
TGTTG

Shivhare e Lata. (2016)..

ACT

Actina

F-
AACCCCAAGGCCAAT
AGAGAGA
R -
CATACATTGCCGGAC
ATTCAAA

Shivhare e Lata. (2016).

PP2A

Proteina fosfatase 2A

F -
TGAGAGCAGACAAAT
CACTCAA
R -
AAGAGCTGTGAGAG
GCAAATAA

Saha, P.; Blumwald, E
Plos One, (2014).

elF4A

Fator de iniciacao
eucariotico - 4A

F -
GCGTGCATGTTGTTG
TTGGT
R -
GTGACTGCCTACGCA
ACATGTC

Saha, et al. (2014).

MDH

Malato desidrogenase

F-
CAAGGAAGAAGATG
GATGCC
R -
CGACGCTGGAGTTTC
TTTAT

Reddy, et al. (2015).

(F) sequéncia do primer foward e (R) sequéncia do primer reverse.
Fonte: Do autor (2017).

Na andlise de transcritos para os genes alvo foram utilizados os trés genes mais

estaveis para normalizacdo dos dados de expressao.

Para a extracdo de RNA foram utilizadas trés repetigoes biologicas de 35 radiculas e

35 parte aéreas foram removidas de sementes germinadas de milheto submetidas ao
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tratamentos estudados: controle (sem secagem), MADT 30% e MADT 50% de UR. Os
tecidos extraidos foram congelados imediatamente em nitrogénio liquido e mantidos em ultra-
freezer (-80 °C) até o momento da extracao.

As amostras foram maceradas em dismembrador (Mo Bio 96 Well Plate Shaker/MM
400), e para a extracdo de RNA foi utilizado o método do borato quente (WAN; WILKINS,
1994) . A integridade do RNA foi verificada em gel de agarose 1% e visualizada apos a
coloragdo com brometo de etidio. A quantificagdo do RNA foi feita em espectrofotometro
(Trinean Xpose, Nova Biostorage).

Foi realizado também uma PCR convencional com o RNA extraido de todos os pontos
de estudo a fim de verificar possiveis contaminacdes com gDNA (controle negativo). A
amostra utilizada como controle positivo foi o gDNA extraido de sementes de milheto € um
primer gendmico especifico (1654 bp). Foi preparado um gel de agarose 1%, corado com
brometo de etideo para a visualizacdo das possiveis amplificagdes.

Apbs o processo de extragdo e purificagdo, o RNA foi utilizado como molde para a
sintese de cDNA. Para isso foi utilizado o kit IScript (Bio Rad, Hercules, CA, USA) seguindo
o0 protocolo recomendado pelo fabricante. O cDNA foi diluido 10x para o uso nas reacdes de
RT-g PCR e armazenado a -20 °C até a conducéo das reacoes.

As reacOes foram preparadas em um volume total de 10 pL, contendo 2,5 uL de
cDNA, 0,5 uLL de mix foward/reverse dos primers (a partir de uma solucéo de trabalho a 10
uM), 5 uL de iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad) e dois uL de &gua purificada. Os RT-
gPCRs foram executados em um CFX (Bio-Rad). O programa da reacdo de qRT-PCR
consistiu de: um primeiro passo a 95°C por trés minutos, seguidos de 40 ciclos alternados
entre 95°C por 10 segundos, e 60°C por 30 segundos. As curvas Tm (melting curves) foram
registradas apds 40 ciclos por aquecimento de 65 a 95° C com aumento de temperatura a cada
cinco segundos em 0,58 °C.

Para a andlise, foram utilizadas trés repeti¢des bioldgicas em duas replicatas técnicas,
para cada gene em estudo, sendo os resultados normalizados usando o Ciclo Threshold (CT)
obtidos pela expressdo dos genes de referéncia.

O CT foi determinado pelo nimero de ciclos no qual a fluorescéncia gerada dentro de
uma reacao cruza a linha de base (threshold). Foi utilizado o método do CT comparativo. Para
isso, previamente, foi realizado um experimento de validacdo para comprovar que as

eficiéncias de amplificacdo dos genes alvo e de referéncias sdo similares e bem proximas de
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100% (TYAGI; BRATU; KRAMER, 1998). As curvas padrdes para testar a eficiéncia da
reacdo dos genes em estudo foram geradas a partir da diluigdo de 1:5.

Para calcular o nivel de expressdo dos genes de interesse foram considerados: Ct
(aumento exponencial do produto de PCR) do gene-alvo e controle enddégeno, ACt = Ct
(amostra) — Ct (controle enddégeno) e o AACt = ACt (amostra) - ACt (calibrador). Em seguida
o nivel de expressdo foi calculado pela formula: RQ = 2. Os dados foram coletados e
exportados pelo software CFX (Manager Version: 3.1.1517.0823), e analisados em planilha

Excel (Microsoft), com os resultados expressos em graficos.

2.7 Atividade de proteinas resistentes ao calor

A determinacdo da atividade de proteinas resistentes ao calor foi feita através da
técnica de eletroforese utilizando-se 60 mg de sementes dos referidos tratamentos da etapa de
reinducdo da tolerancia a dessecacao: Controle; radiculas submetidas a MADT 30%; parte
aérea submetidas a MADT 50%; radiculas submetidas a MADT 50% e parte aérea
subemetidas a MADT 50%.

As referidas amostras foram maceradas até a formacao de um p6 fino na presenga de
nitrogénio liquido ¢ PVP (polivinilpirrolidona) em cadinhos e armazenas a -86 °C de
temperatura. As amostras foram misturadas com tampao de extragcdo (50 mM TrisHCI pH 7,5;
0,5 M NacCl; 0,005 M MgCl2; 0,001 M PMSF; e 0,1% B-mercaptoetanol) na proporcao 1:10
(peso da amostra: volume do tampao). Os microtubos foram centrifugados a 14.000 rpm por
30 minutos a 4 °C e o sobrenadante recolhido para novos tubos, que foram colocados em
banho-maria por 15 minutos a 85 °C. Em seguida, as referidas amostras foram novamente
centrifugadas, conforme descrito anteriormente e foram pipetados 70 pL do extrato para
novos microtubos, aos quais foram adicionados 40 pL. de tampao da amostra (2,5 mL glicerol;
0,46 g SDS; 20 mg azul de Bromofenol e tampao de extragdo em q.s.p. 20 mL).

Os microtubos foram, entdo, imersos em agua fervente por cinco minutos e 50 pL da
amostra aplicados em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel
concentrador). Foi realizada a corrida eletroforética, a 150 V por cinco horas e a coloragdao do
gel feita, utilizando-se solug¢do de 0,05% Coomassie Brilhante Blue R 250 por 12 horas com
solugcdo de acido acético para descoloracdo. A avaliacdo do gel foi realizada, visualmente,

com utilizagdo de transluminador, sendo considerada a intensidade das bandas.
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2.8 Anélise estatistica

Para os dados da caracterizagdo fisiologica da perda e reinducdo da tolerancia a
dessecacdo a analise foi realizada por meio de modelos lineares generalizados (GLM) e,
quando constatada diferenga entre os tratamentos, utilizou-se o teste de LSD (Least
Significant Difference) a 5% de probabilidade, com auxilio do do software R para Windows
(versao 3.4.0).

Os dados de quantificacdo dos aglicares e expressdo génica foram avaliados por
analise de varidncia e quando constatada diferenca entre os tratamentos pelo teste F, foi
realizado teste de comparacdo de médias de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. A
quantificagdo das proteinas resistentes ao calor foi feita através do software ImageJ® (2016),

/ 2
com os resultados expressos em grafico em mm”.

3  RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise de sobrevivéncia realizada em diferentes pontos de embebicdo seguida de
secagem em silica gel observa-se que o ponto de perda da TD ocorre aproximadamente apds
18 horas de embebigao (Figura 1), onde as sementes apresentam cerca de 1 mm de radicula e

inicio de desenvolvimento de parte aérea (Figura 2).

Figura 1 - Porcentagem de sobrevivéncia de sementes de milheto (P. glaucum L.), submetidas
(com excecao de sementes maduras) a diferentes periodos de embebicdo em agua
(12h, 18h e 24h), e posterior secagem em silica gel por 72 horas. Formacdo de
plantulas normais (e) ¢ formagdo de plantulas anormais (M). As médias seguidas
pela mesma letra minGscula ndo diferem entre si pelo teste LSD (Least Significant
Difference) a 5% de probabilidade.

100 - a
b

90 -
80 -
70 A
60
50 —e— Normal

40 - —&— Anormal

Sobrevivéncia (%)

30 A
20 A
10

e f
0 : : : : \
Semente madura  Oh + secagem 12h+secagem  18h +secagem  24h +secagem
silica silica silica silica

Fonte: Do autor (2017).
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Figura 2 - Sementes de milheto (P. glaucum L.) ap6s 18 horas de embebic&o.

Fonte: Do autor (2017)

Esse resultado corrobora com experimento realizado anteriormente, onde apos 18
horas de embebicdo seguida de secagem em silica gel por trés dias que para este estudo foi
considerado como a secagem mais rapida dentre os demais tratamentos. Observa-se
sobrevivéncia de 10% das plantulas. Pela observacdo da porcentagem de plantulas anormais
no ponto da perda da TD (cerca de 48%), (Figura 1). pode-se inferir que existe uma diferenca
entre 0 grau de tolerdncia a dessecacdo em tecidos durante a embebicdo com posterior
secagem em silica, visto que 36% da anormalidade constatada foi relacionada com a formagéo
de radiculas, que ndo retomaram o crescimento, ou cresceram com ma formacao.

O teor de &gua das sementes variou de 9,97% a 41,67% ap0s 24 horas de embebicao.
Observa-se uma pequena variagdo durante a secagem por 72 horas em silica gel entre os
pontos estudados, entre 9,7% a 12,13%. No ponto de perda da TD o teor de agua caiu de
35,8% para 12,1% (Figura 3).

Figura 3 - Variacdo no teor de agua (% base Umida) em sementes de milheto durante a
embebicdo e apds a secagem em silica gel.
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Semente madura 12h embebi¢do 18h embebi¢do 24h embebigio

Fonte: Do autor (2017)
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A TD é estabelecida antes da fase de secagem, na maturacdo, e geralmente € perdida
durante a germinacdo (BEWLEY et al., 2013). Na dessecagdo, sementes ortodoxas podem
atingir niveis de 4gua de 5-10%, e frequentemente serem secas até 1-5% de teor de agua com
uma pequena ou nenhuma perda de viabilidade (MANFRE, et al., 2008).

O aumento na disponibilidade de agua na embebicdo permite que 0s processos
metabdlicos retomem atividade, fazendo com que a germinacdo ocorra. Esse fato, ocorre
juntamente com a diminuicdo da tolerancia a dessecacdo (MAIA et al., 2011). No entanto,
apos a protrusdo radicular, existe uma pequena “janela de desenvolvimento” na qual a TD
pode ser restabelecida, pois quando as radiculas crescem acima de certo comprimento, a TD
pode ndo ser completamente readquirida (DEKKERS et al., 2015). Possivelmente, a aquisi¢céo
de uma maior tolerancia ao estresse causado pela lenta desidratacdo sirva para permitir o
melhoramento de espécies quanto a tolerancia a dessecagdo, além de poder promover a
melhoria do armazenamento de sementes recalcitrantes e auxiliar na adaptacéo de plantulas a
condicdes adversas durante a fase de estabelecimento inicial.

Usualmente o restabelecimento da TD é feito com a aplicacdo de um tratamento
osmatico com polietileno glicol (PEG), promovendo uma desidratacdo moderada sendo um
agente osmotico que ndo provoca plasmolise, e/ou com horménio vegetal regulador da
germinacdo, &cido abscisico (ABA), (BUITINK et al. 2003; MAIA et al., 2014) que
reestimula o metabolismo durante essa “janela de desenvolvimento. Porém em sementes
germinadas de milheto, a maior taxa de restabelecimento da TD foi com a aplicacdo do
tratamento de secagem em ar umido com controle de umidade relativa de 50% (MADT
50%UR), (Figura 4).
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Figura 4 - Efeito dos diferentes tratamentos de reinducdo da TD em sementes germinadas de
milheto (P. glaucum L.). As letras representam diferencas estatisticas significativas
pelo teste de LSD (Least significant Difference) para plantulas normais (barra cinza
clara). A porcentagem de plantulas anormais para cada tratamento € representada
no grafico pela barra preta.

silica gel (control)

MADT 50% RH (22°C)

MADT 30% RH (22°C)

PEG -2,2MPa (4°C)

PEG -1,8MPa (4°C)

PEG -3MPa (4°C)

PEG -2,2MPa+50uM ABA (4°C)
PEG -2,2MPa+100uM ABA (4°C)
PEG -1,8MPa+100uM ABA (4°C)
C100uM ABA (4°C)

50uM ABA (4°C)

LiCl 83% RH+100pM ABA (4°C)
LiCl 83% RH (4°C)
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Tratamentos

0 20 40 60 80 100
Reinducdo TD (%)
Fonte: Do autor (2017)

Observa-se que quando os tratamentos MADT 50% e MADT 30% foram aplicados,
houve maior porcentagem de retomada de crescimento e formacéo de plantulas normais, com
80% e 38% respectivamente. No tratamento de secagem com LiCl a 83% de UR, nenhuma
sobrevivéncia foi constatada.

Sementes sensiveis a dessecacdo respondem de maneira diferente a velocidade com
que a secagem ¢ realizada. No presente estudo, onde sementes germinadas de milheto foram
submetidas a diferentes protocolos de reinducdo da TD, observa-se a importancia e a relacédo
entre velocidade de secagem e umidade relativa, uma vez que a secagem aplicada com LiCl
(83% de UR) foi a mais prejudicial levando todas as sementes germinadas a morte.

A aplicacdo de estresse osmotico com polietileno glicol (PEG) e/ou acido abscisico
(ABA), é usada com frequéncia e sucesso no restabelecimento da TD em diversas espécies,
(BRUGGINK; VAN DER TOORN, 1995; BUITINK et al., 2003; FARIA et al., 2005; MAIA
et al., 2011; MASETTO; FARIA; FRAIZ , 2015; GUIMARAES et al., 2016), porém esses
métodos de reinducdo sdo trabalhosos e podem causar outros efeitos indesejaveis nas células
(SILVA, 2015), assim, o desenvolvimento e aplicacdo de um método de reinducdo da TD

simples, e robusto torna-se desejavel. Além de se mostrar eficiente para a espécie estudada, a
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otimizacdo de tempo e facilidade de reproducdo é uma das vantagens do método de secagem
em ar umido com o controle da umidade relativa.

Os tratamentos MADT 30% UR, MADT 50% UR, foram estudados mais
detalhadamente. A eficiéncia do tratamento MADT 50% foi comprovada quando realizou-se a

secagem em silica gel por 72 horas apds a realiza¢do do tratamento (Figura 5).

Figura 5 - Efeito de diferentes tratamentos para reinducdo da tolerancia a dessecacdo na
porcentagem de sobrevivéncia (barra cinza escuro), de plantulas anormais (barra
preta) e de sementes mortas (barra cinza clara) de milheto (P. glaucum L.)
embebidas por 18 horas. *Médias seguidas da mesma letra, entre os tratamentos,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de LSD ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Fonte: Do autor (2017) -

Observa-se que no método de pré-secagem MADT 50% UR com posterior secagem
em silica gel por 72 horas houve um pequeno decréscimo na porcentagem de restabelecimento
guanto a plantulas normais, porém o percentual se manteve maior (com a sobrevivéncia de
cerca de 72%) em comparacdo com o método MADT 30% UR. O maior percentual de
plantulas anormais foi obtido ap6s o tratamento MADT 30% UR, o que pode estar
relacionado a sensibilidade dos tecidos a secagem, juntamente com a velocidade em que esta é
realizada. Na secagem lenta as sementes germinadas permanecem por longo periodo em graus
de umidade intermediarios, se comparada com a secagem rapida, que provoca a perda de
viabilidade pela acdo de processos biofisicos (BERJAK; PAMMENTER, 2013).

Taxas de secagem juntamente com diferentes condi¢bes de desidratacdo influenciam
significativamente a resposta de tecidos a sensibilidade a dessecacdo (TOBIAS; NORMAN,
2009). A diferenca de sensibilidade entre os tecidos embrionarios durante a dessecacdo ja foi
reportada anteriormente em espécies modelo. Maia et al. (2011) estudando a perda e

reinducdo da TD em diferentes estadios de desenvolvimento de sementes de Arabidopisis,
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observou que no tratamento onde foi restabelecida a TD o tecido mais sensivel foi a raiz
principal, seguida dos cotilédones.

Com relacéo ao teor de agua no ponto estudado, o valor decresceu de 35% para 12%
apos a secagem em silica gel (Figura 6). Entre os tratamentos de reinducdo da TD observa-se
um leve acréscimo apos a aplicacdo do MADT 50% UR em comparacdo com MADT 30%,
sendo os percentuais de 12% e 10% respectivamente. Para a confirmagdo do tratamento
MADT 50% UR foi aplicada a secagem subsequente em silica gel por 72 horas, fazendo o
teor de agua das sementes germinadas atingir 6%, comprovando a eficiéncia do tratamento e a

ndo correlacdo com a diferenca inicial no teor de agua entre os tratamentos de reindugédo
estudados.

Figura 6 - Teor de agua (%) de sementes germinadas de milheto (P. glaucum L.) submetidas
aos tratamentos de reinducdo da TD, juntamente com o tratamento de maior
sobrevivéncia seguido de secagem em silica gel.
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Fonte: Do autor (2017)

Black et al. (1999), estudando a inducdo da TD em embries imaturos de trigo,
observou que uma diminuicéo relativamente pequena no teor de dgua atua como o sinal para o
desenvolvimento da tolerdncia a dessecacdo, nesse caso ap0s 24 h de pré-secagem, 0S
embrides subsequentemente excisados foram capazes de resistir a dessecacdo severa,
enquanto que os embribes que ndo haviam perdido dgua anteriormente ndo resistiram.

Uma vez detectada a diferenca de TD entre os tecidos, também foi realizada a

determinacdo do teor de 4gua em cada tecido separadamente (Tabela 3).
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Tabela 3 - Teor de agua (% em base umida) em tecidos de plantulas de milheto antes e ap6s
os tratamentos de reinducédo da tolerancia a dessecacdo.

Teor de agua (%)
Tratamentos Radicula Parte aérea
Controle (sementes embebidas 18h) 62,72 46,25
MADT 30% UR 7,89 6,95
MADT 50% UR 9,17 7,75

Fonte: Do autor (2017)

A determinacgdo do teor de adgua nos tecidos separadamente, descarta a possibilidade

de estes estarem sendo secados de maneira diferente, afetando assim os resultados de
sobrevivéncia obtidos na reidratacéo.

Uma vez observada a diferenca de sensibilidade a dessecacdo entre os tecidos, a

analise de plantulas anormais foi separada entre radicula e parte aérea (Figura 7), com base no
namero de plantulas anormais.

Figura 7 - Analise de plantulas anormais separadas em tecidos de sementes germinadas de
milheto submetidas a diferentes tratamentos de reinducdo da tolerancia a
dessecacdo. A porcentagem de raizes anormais (barra preta) e parte aérea anormal
(barra cinza) foram comparadas entre os tratamentos de reindu¢do com base no
namero total de plantulas anormais pelo teste LSD a nivel de 5% de

probabilidade. *Médias seguidas pela mesma letra para analise de raizes para
parte aérea ndo diferem entre si.
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Fonte: Do autor (2017)

Observa-se que sementes germinadas de milheto submetidas ao tratamento de

reinducdo MADT 30% UR obtiveram alto indice de ma formacdo de radicula apos
reidratacdo. Ja o tratamento de reinducdo em ar imido a 50% de umidade relativa promoveu
baixa porcentagem de anormalidades tanto relacionas a radicula quanto a parte aérea.

Como citado anteriormente existe diferenga entre a sensibilidade de tecidos de plantas

quanto a desidratacdo, o que € confirmado também para a espécie estudada diante dos
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resultados obtidos. As raizes de milheto com 1 mm de comprimento s&o mais sensiveis a taxa
de secagem que o inicio da parte aérea desenvolvida nesse estddio, ndo sendo capazes de
retomar o crescimento normal quando expostas as condi¢6es do tratamento a 30% de umidade
relativa, mesmo em condicGes Umidas. A secagem de celulas sensiveis abaixo de 90% UR
causa danos a todos os componentes celulares (LEPRINCE; BUITINK, 2015), e diferentes
tecidos sensiveis a dessecacao tem seu ponto critico onde ndo é mais possivel a reorganizacao
do aparato celular para a retomada de crescimento. Fato observado quando as radiculas de 1
mm de comprimento sdo expostas a secagem Umida a 30% de UR.

As respostas a dessecacdo envolvem um complexo mecanismo de protecdo contra o
estresse mecanico causado pela remocdo da agua, que causa modificacdes na parede e
membranas celulares, citoesqueleto e compactacdo da cromatina (DEKKERS, et al., 2015). A
deposicdo de compostos de reserva insoluveis e agucares nao redutores atuam como escudos
moleculares prevenindo e protegendo a agregacdo de proteinas e preenchendo o espaco
celular que antes era ocupado pela agua que foi removida evitando danos mecanicos entre
grandes moléculas (BUITINK; LEPRICE, 2008).

A fim de estudar a possivel relacdo entre carboidratos soliveis e a reinducdo da TD
nos diferentes tecidos de sementes germinadas de milheto, a mudanca na concentracdo de
acucares foi determinada em radiculas e na parte aérea antes e ap0s os tratamentos MADT
30% e 50% de UR.

Oligossacarideos da familia rafindsica (RFOs), que compreende a rafinose, estaquiose
e a verbascose, sdo citados como importantes na estabilizacdo de membranas fosfolipidicas
em plantas de ressurei¢cdo durante a dessecacao, quando é observado um aumento no nivel
desses acucares (FARRANT, 2007). Esses acucares sdo formados por até 10
monossacarideos, em que um residuo de sacarose esta unido a um, dois ou trés residuos de
galactose para formar, respectivamente, rafinose, estaquiose e verbascose (KERBAUY,
2004).

Certas espécies de plantas usam RFOs como principais compostos de transporte (DOS
SANTOS et al.,, 2012), embora sejam caracterizados como solutos relacionados aos
mecanismos de tolerancia ao estresse, a familia rafindsica participa de varias outras funcées
cruciais nas plantas, como transporte e armazenamento de carbono e exportacdo de mMRNA
(OKADA; YE, 2009). Além disso, os RFOs funcionam como compostos de reserva e
osmoprotetores (SARAVITZ; PHARR; CARTER, 1987) durante a dessecacdo da semente
(HOEKSTRA et al., 1997).
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Os teores de rafinose e estaquiose em radiculas e parte aérea de sementes germinadas
de milheto ap6s os tratamentos de reinducéo da TD, MADT 30% e MADT50% de UR, estdo

apresentados nas Figuras 8 e 9.

Figura 8 - Teor absoluto de rafinose em radiculas (A) e parte aérea (B) de sementes
germinadas de milheto submetidas aos tratamentos de reinducdo da TD. * Médias
seguidas da mesma letra, entre os tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre
si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Teor absoluto de estaquiose em radiculas (A) e parte aérea (B) de sementes
germinadas de milheto submetidas aos tratamentos de reinducédo da TD. * Médias
seguidas da mesma letra, entre os tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre
si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Obeserva-se que tanto o teor de rafinose quanto o de estaquiose aumentou
significativamente comparado ao controle em radiculas submetidas ao tratamento MADT
50% UR, o que pode estar correlacionado a sobrevivéncia destas. No entanto apenas o teor de
rafinose no tratamento MADT 30% UR apresentou diferenga significativa quando comparado
ao tratamento MADT 50% UR. Para a analise de parte aerea ndo houve diferenca significativa
para nenhum dos agucares RFOs estudados. Fato que corrobora com o resultado observado,
onde houve desenvolvimento normal de parte aérea para os dois tratamentos de reinducdo da
TD estudados, sendo os maiores efeitos nocivos concentrados no desenvolvimento radicular.

Em sementes de Arabidopsis mutantes sensiveis ao acido abscisico, 0s niveis de RFO
sd0 menores quando comparados ao tipo selvagem, e quando a TD foi reinduzida com
aplicacdo de ABA exdgeno houve acumulo desses acucares (DEKKERS et al., 2016). O que
reitera o fato de que o acumulo desse grupo especifico de agucares esta relacionado com a
reinducdo da TD em sementes, sobretudo na radicula.

Sami et al. (2016), estudando o papel dos aglcares sob estresses abidticos correlaciona
0s acucares RFOs com a resisténcia a estresse hidrico, salino e a baixas temperaturas. O que
reforca a importancia dessa familia como moléculas protetoras de membranas e com agédo de
scavengers, auxiliando a remocao de radicais livres produzidos por situacdes de estresse
(KRASENSKY; JONAK, 2012). Peters et al. (2007) estudando a espécie de ressureicao
Xerophyta viscosa, sob condicdes de estresse hidrico, constatou o acimulo de sacarose e
rafinose, assim, foi proposto que esses agucares nao contribuem apenas com a protecao
subcelular contra as injurias da dessecacdo, mas também disponibilizam energia para auxiliar
na recuperacao durante a reidratacéo.

A frutose favorece a diferenciacdo celular e a maturacédo e, juntamente com a glicose,
estd envolvida com a regulacdo da divisdo e expansdo celular, e acimulo de reservas
(YASEEN et al.,, 2013). Para o teor de frutose também foi observado um aumento no
tratamento de reinducdo MADT 50% em comparacdo com MADT 30% em radiculas. Esse
aumento pode estar relacionado com a sobrevivéncia das mesmas, no tratamento de reinducao
de pré-secagem a 50% de umidade relativa. Ja para a parte aérea, assim como o0s teores de
rafinose e estaquiose ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e o controle
(Figura 10).
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Figura 10 - Teor absoluto de frutose em radiculas (A) e parte aérea (B) de sementes
germinadas de milheto submetidas aos tratamentos de reindugdo da TD. *
Médias seguidas da mesma letra, entre os tratamentos, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fonte: Do autor (2017)

De maneira geral, observa-se que em sementes germinadas de milheto submetidas aos
tratamentos de reinducdo da TD estudados, e no tratamento controle (sem pré-secagem) o teor
de frutose (mg.g™ de peso seco) é menor na parte aérea, podendo atingir até 11 mg.g™ de peso
seco.

Ribeiro et al., (2014b) estudando mudancas fisioldgicas e bioquimicas de plantulas de
Ricinus communis em diferentes temperaturas observou que o teor de frutose decresceu em
raizes expostas a mais alta temperatura estudada. O que pode estar relacionado ao decréscimo
desse acucar no tratamento de maior estresse aplicado nas radiculas de milheto quando
secadas sob 30% de umidade relativa. Leprince et. al. (2004) estudando o papel dos agucares
e a fosforilacdo de hexoses na regulacdo da reinducdo da TD em radiculas de Cucumis sativa
e Medicago truncatula observou aumento progressivo da enzima frutose kinase durante a
reinducdo da TD, o que reitera o acumulo desse acUcar na reinducdo da tolerancia a
dessecacdo para as espécies estudadas.

Em plantas de maneira geral, 0 aumento na concentracdo de acucares soliveis como
glicose, frutose e sacarose contribui para a tolerancia a varios estresses abidticos como seca,
salinidade e baixas temperaturas (RATHINASABAPATHI, 2000).
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A sacarose foi 0 agUcar mais abundante em tecidos de sementes de milheto, atingindo
cerca de 40 mg™.g de peso seco. Foi observado aumento significativo no teor de sacarose em
radiculas submetidas ao tratamento MADT 30%. Para a parte aérea ndo foi observada

diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 11).

Figura 11 - Teor absoluto de sacarose em radiculas (A) e parte aérea (B) de sementes
germinadas de milheto submetidas aos tratamentos de reindugdo da TD. * Médias
seguidas da mesma letra, entre os tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre
si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fonte: Do autor (2017)

Estudos relacionados ao transcriptoma e metaboloma indicam que a sacarose €
produzida pela mobilizacdo de lipidios e amido, sendo normalmente acumulada em radiculas
tolerantes a dessecacdo (BUITINK et al., 2006). Em plantulas de Brassica napus foi
observado que a aplicacdo exdgena de sacarose inibe o crescimento de hipocotilo e estimula o
crescimento de raizes (SAMI et al., 2016). Porém, no presente estudo foi observado maior
teor de sacarose para radiculas sob o tratamento que obteve menor porcentagem de formacéo
de raizes normais.

Acucares sollveis (sacarose, glicose e frutose), desempenham papel importante na
manutencdo da estrutura e no crescimento das plantas (ROSA et al., 2009). A regulacao
desses compostos acontece de maneira muito complexa por causa do sitio de especificidade o
gue necessita sinais distantes e coordenados com as alteracdes fisioldgicas, no
desenvolvimento e também em resposta a mudancas no meio ambiente (LEMOINE et al.,
2013). Toda complexidade envolvida no desempenho das func@es desses compostos muitas
vezes torna-se um entrave no entendimento de relacGes mais especificas, como no caso da
reinducdo da TD.

Correlagbes entre teor de acucares e tolerancia a dessecagdo em plantas foram

primeiramente citadas em relacdo a polen e sementes, com estudos posteriores em plantas de
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ressureicdo (HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001). Alguns desses estudos sugerem
que a sacarose e oligossacarideos atuavam como substitutos da trealose. O papel da trealose
provou ser necessario quanto a preservacdo de biomoléculas e células in vitro (CROWE
2007). Pesquisas mais recentes evidenciam que nematéides anidrobidticos necessitam da
trealose para a sobrevivéncia no estado seco (ERKUT et al. 2011).

Para sementes germinadas de milheto submetidas aos tratamentos de reindugéo da TD
o teor de trealose para os tecidos esta apresentado na Figura 12.

Figura 12 - Teor absoluto de trealose em radiculas (A) e parte aérea (B) de sementes
germinadas de milheto submetidas aos tratamentos de reinducdo da TD. * Médias
seguidas da mesma letra, entre os tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre
si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fonte: Do autor (2017)

O aumento observado no teor de trealose para parte aérea pode estar relacionado com
a sobrevivéncia desse tecido mesmo ap0s o tratamento de pré-secagem a 30% de umidade
relativa. Porém, no tecido mais sensivel a dessecacdo ndo houve relacdo entre o teor de
trealose e sobrevivéncia das radiculas. Pela importancia imposta pelos estudos, e pelos efeitos
de alta protecdo in vitro, foi cogitado que a trealose poderia conferir TD. No entanto, foi
comprovado posteriormente que a trealose, ou nenhum outro agucar ndo redutor, sozinho seria
capaz de manter intacto um organismo in vivo, ap0s a dessecacdo, 0 que sugere a necessidade
de mecanismos ndo baseados em dissacarideos (TUNNACLIFFE; LAPINSKI 2003; MA et
al. 2005; DINAKAR; BARTELS, 2013).

Para os teores de glicose, ndo foi observada diferenca significativa para nenhum dos
tecidos estudados com relacdo aos tratementos de pré secagem aplicados. O maior teor de
glicose foi observado para o tratamento controle, com posterior decréscimo em ambos

tratamentos de reindugéo da TD (Figura 13).
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Figura 13 - Teor absoluto de glicose em radiculas (A) e parte aérea (B) de sementes

germinadas de milheto submetidas aos tratamentos de reindugdo da TD. * Médias
seguidas da mesma letra, entre os tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre
si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fonte: Do autor (2017)

A glicose, em baixas concentragdes, esta relacionada ao crescimento assim como o
hormonio vegetal ABA. Pérem, quando presentes em altas concentragdes ambos compostos
podem bloquear o desenvolvimento das células em plantulas (DEKKERS; SCHUURMANS;
SMEEKENS, 2008). Esses autores observaram que a aplicacdo exdgena de glicose promove
aumento no crescimento de raizes em plantulas de Arabidopsis.

Na tentativa de reinduzir a TD no presente estudo foram testadas diferentes doses de
ABA, sem sucesso. O fitormonio ABA e a glicose, no presente estudo podem nao estar
relacionados a reinducdo da TD, uma vez que ambos ndo influenciaram os tratamentos
utilizados para sementes germinadas de milheto. Silva et al., (2017), estudando a reinducéo da
TD em sementes germinadas de feijdo caupi ndo constataram a presenca desse agucar na raiz
primaria dessa espécie.

No estudo de expressao génica durante a reinducdo da TD, foram selecionados trés
genes, relacionados a proteinas envolvidas no estabelecimento da TD em sementes, e na
protecdo contra estresses abidticos: PgLEA; PgDHN e PgHsp10, a eficiéncia dos primers foi

testada através da amplificacdo por gRT- PCR (Tabela 4).
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Tabela 4 - Genes alvo estudados e amplificados para tecidos de sementes germinadas de
milheto submetidas a tratamentos de reinducédo da TD.

Eficiéncia

Genes alvo Referéncia bibliografica qRT-PCR R’
PgLEA Reddy et al., Mol Biol Rep (2012). 0,891 0,9917
PgDHN Singh, et al., Plant Gene, (2015). 1,026 0,9807
PgHsp10 Nitnavare, et al., M((;lg(l:lgiér Biology Reports, 0,908 0,9947

Fonte: Do autor (2017)

Para os genes de referéncia foram testados seis candidatos listados como estaveis para
a espécie estudada, e foi feita novamente a analise de eficiéncia através do software Bio-Rad
iIQ5 e estabilidade com auxilio do software gBASE+ nas condi¢des de estudo (Tabela 5;
Figura 14).

Tabela 5 - Genes de referéncia testados e amplificados para tecidos de sementes germinadas
de milheto submetidos a tratamentos de reinducéo da TD.

Genes de .~ A e vt Eficiéncia 2
referéncia Descricao Referéncia bibliografica qRT-PCR R

Ubiquitina-enzima Shivhare, R.; Lata, C.

UBC-E2 : Scientific Reports, Nature 1,03 0,9925
conjugada E2
(2016).
Fator de . ..
~ Shivhare; Lata, Scientific
EF-1a elongacao -1 Reports, Nature (2016). 1,04 0,9948
alpha
. Shivhare; Lata, Scientific
ACT Actina Reports, Nature (2016). I 0,9989
Proteina fosfatase  Saha; Blumwald, Plos One,
PP2A N (2014). 1,05 0,9916
Fator de iniciacao Shivhare; Lata, Scientific
cIF4A eucariotico - 4A Reports, Nature (2016). 1,07 0,9961
Malato Singh, et al., Plant Gene,
MDH desidrogenase (2015). 1,08 0,9947

Fonte: Do autor (2017)

A eficiéncia de amplificacdo para os genes alvo foi de: 89,1% para PgLEA, 90,8%
para PgDHN e 102,6% para PgHsp10, e o coeficiente de determinagdo (R?) foi de: 0,9917,
0,9807 e 0,9947 respectivamente. Para os genes candidatos a referéncia a eficiéncia variou de
100% a 108%, e o coeficiente de variacdo (R?) de 0,9916 a 0,9989. Isso indica que as

condigdes de reacdo sdo 6timas e os resultados obtidos séo reproduziveis.
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A gRT-PCR é um método para estudos de expressdo génica altamente sensivel,
preciso e rapido. Além disso, o nivel de expressdo de alguns genes é tdo pequeno que a qRT-
PCR se torna a Unica técnica que pode detectar o nimero de cépias de mMRNA em tempo real
(KOZERA; RAPACZ, 2013).

Determinagdes precisas de expressdo genica envolvem a normalizacdo dos valores de
CT (ciclo threshold) para a correcdo de diferencas entre as amostras por erros de amostragem,
pipetagem e diferencas de eficiéncia enzimatica (VANDESOMPELE et al., 2002). A
normalizacdo dos dados é feita através dos genes de referéncia, ou genes de controle interno.
Em plantas, presume-se que esses genes tenham expressdo estavel entre diferentes tecidos,
estadios de desenvolvimento e condi¢Ges de crescimento (RIBEIRO et al., 2014a).

No presente trabalho, foram testados o potencial de referencia dos seguintes genes,
com base na literatura, para a espécie estudada: UBC-E2, EF-/a, ACT e elF4A (SHIVHARE;
LATA, 2016); PP2A (SAHA; BLUMWALD, 2014) e MDH (Reddy et al., 2015). As amostras
foram analisadas quanto a estabilidade, para dois tecidos (radicula e parte aerea), um estadio
de desenvolvimento (1 mm de radicula e inicio aparente de desenvolvimento de parte aérea), e
dois tratamentos de pré-secagem para reinducdo da TD (MADT 30% UR e MADT 50% UR).
O método utilizado para a avaliacdo da estabilidade foi 0 GeNorm, que calcula a estabilidade
média (M) com base na variacdo média em pares entre todos os genes testados. Quanto menor
o valor de M maior a estabilidade de expressdao (VANDESOMPELE et al., 2002).

A ordem de classificacdo de acordo com o valor M esta representada na Figura 14.
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Figura 14 - Expressdo média de estabilidade (M) dos genes de referéncia testados para
normalizacdo de dados de qRT-PCR para tecidos de sementes germinadas de
milheto submetidos a tratamentos de reinducéo da TD.
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Fonte: Do autor (2017)

Em alguns casos, pela heterogeneidade das amostras valores de M inferiors a um séo
aceitaveis na determinacéo da estabilidade (HELLEMANS et al., 2007). Porém, valores de M
inferiores a 0,5 sdo os mais confiaveis e utilizados para identificar expressdes estaveis de
genes de referéncia em conjuntos relativamente homogéneos de amostras. No caso do
presente trabalho observa-se que todos os genes testados apresentaram valor de M<0,761.

O resultado apresentado pelo GeNorm leva a utilizacdo para a normalizacdo os trés
genes mais estaveis no experimento realizado, sendo eles: UBC-E2, PP2A e elF4A. Apesar de
ja serem descritos como estaveis para a espécie, essa combinacao de genes de acordo com a
estabilidade ndo havia sido apresentada pela literatura. Shivhare e Lata (2016) concluiram que
para 0 milheto nas condicBes que estudaram a melhor combinacdo de acordo com as analises
realizadas foi EF-1a e UBC-E2. J& para Reddy et al. (2015), concluiram que MDH e ACP
foram a melhor combincgao para todas as amostras estudadas dentre elas, tecidos, condic@es de
estresse abidtico e gendtipos. Por fim, Saha e Blumwald (2014) apresentaram uma maior
variedade de genes de referéncia estaveis nas condigdes de estudo PP2A, TIP41, UBC2,
UBCS5 e ACT. Em condicdes diferentes, para diferentes organismos e mesmo entre tecidos, a

suposigdo basica (que € o nivel constante de expressdo) ndo € mantida para muitos dos genes
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que sdo listados como perfeitos candidatos, ressaltando a importancia da analise de
estabilidade nas condicdes experimentais estudadas.

As chaperonas sdo complexos cilindricos de alto peso molecular da maquinaria
celular, que auxiliam no dobramento de proteinas recém-sintetizadas para manterem seu
estado ativo. O Grupo | de chaperonas Hsp60, atua na companhia de uma co-chaperona
(Hsp10) de forma dependente do ATP. Parte da subfamilia GroE é encontrada em
mitocondrias, cloroplastos e bactérias (RANSON; WHITE; SAIBIL, 1998). PgHspl0 é
homdloga aos genes Hsp10, encontrados em outras plantas como Arabidopsis Thaliana (Gene
ID: 838063) e Zea mays (Gene 1D:100193174), (NITNAVARE et al., 2016).

As proteinas LEA sdo expressas durante a fase de dessecacdo na maturacdo das
sementes e também se acumulam nos tecidos vegetativos de diferentes espécies de plantas em
resposta a ABA, seca, salinidade, frio e congelamento (HANIN et al., 2011; REDDY et al.,
2012). S&o categorizadas em varios grupos estruturais, um dos grupos, chamado LEA 2,
contem as dehidrinas (DHNSs) presentes em todos os organismos fotossintéticos
(PUHAKAINEN et al., 2004).

Por estudos in vitro foi constatado o envolvimento de dehidrinas em diversas funcoes,
incluindo estabilizacdo da membrana, crioprotecdo de enzimas e protecdo contra espécies
reativas de oxigénio (GRAETHER; BODDINGTON, 2014). Dehidrinas estdo entre as
proteinas mais comuns acumuladas em plantas submetidas a estresses relacionados a perda de
agua. Possuem tipicamente pelo ou menos trés sequéncias conservadas chamadas de
segmentos Y-. S- e K (DRIRA et al., 2016).

A analise da sequéncia proteica de PgDHN classificou-a no subgrupo YnSKn de
dehidrinas, com filogenia relacionada evolutivamente com dehidrinas de Setaria itélica,
também conhecida como “Foxtail millet” (SINGH et al., 2015). J& a andlise filogenética
revelou que PgLEA é evolutivamente préximo ao grupo LEA 7, e como citado anteriormente
é uma grande familia de proteinas protetoras contra a agregacao de outras proteinas durante a
dessecacdo e estresse osmotico (REDDY et al., 2012).

A mudanca relativa na expressdo dos genes foi verificada na radicula e na parte aérea
de sementes germinadas de milheto na reinducéo da tolerancia a dessecacao para proteina de
choque térmico (PgHsp10), dehidrina (PgDHN) e LEA proteina (PgLEA), como representado
na Figura 15.
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Figura 15 - Perfil de expressdo relativa na radicula e parte aérea de sementes germinadas de
milheto submetidas a reinducdo da tolerdncia a dessecacdo. A- expressao relativa
em radiculas de PgHsp10; B- expressao relativa em parte aérea de PgHsp10; C-
expressao relativa em radiculas de PgDHN; D- expressdo relativa em parte aérea
de PgDHN; E- expressdo relativa em radiculas de PgLEA; F- expressao relativa
em parte aérea de PgLEA. *Médias seguidas da mesma letra, entre os tratamentos,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Fonte: Do autor (2017)

Para a expressdo relativa dos genes estudados obeserva-se que houve diferenca
significativa apenas para o0 gene PgHspl0 em radiculas submetidas aos tratamentos de
reinducdo da tolerdncia a dessecacdo. A expressdao no tratamento de reinducdo MADT50%

decresceu pela metade quando comparada ao tratamento controle.
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Para a expressdo dos demais genes estudados ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos de reinducgdo da tolerancia a dessecacdo nos tecidos, sendo assim, esses genes
especificos ndo contribuem para a retomada do crescimento em sementes germinadas de
milheto. Leva-se em consideracdo a existéncia de varias proteinas envolvidas na protecdo a
estresses abioticos. Uma vez que no presente estudo foram analisados apenas trés genes
relacionados a esse mecanismo protetor, existe a possibilidade de outras formas de LEA,
dehidrinas e proteinas resistentes ao calor estarem envolvidas com o processo de reinducdo da
TD na espécie estudada.

O dogma central da biologia molecular trata da transferéncia de informacdo do DNA
via mRNA para proteinas. E muito bem entendido como os genes s&o transcritos, 0 mRNA é
processado e sequencialmente traduzido em cadeias de aminoacidos no ribossomo e
posteriormente se dobra em proteinas funcionais. No entanto, a maioria dos estudos sobre
MRNA e abundancia de proteinas encontra apenas uma fraca correlagdo entre as respectivas
abundancias dessas duas classes de moléculas biologicas. Foram identificados varios fatores
biologicos que influenciam essa correlagdo, mas também as restricdes metodologicas
desempenham papel fundamental ao comparar o mMRNA com o0s niveis de proteina (MAIER;
GUELL; SERRANO, 2009).

A relacdo dos transcritos com os eventos aos quais estdo vinculados é dificultada, pois
em sementes 0s eventos metabolicos podem estar envolvidos com respostas a outros estresses,
ou mesmo ao estadio de desenvolvimento estudado. Assim, poucos estudos sobre reinducéo
da TD em sementes germinadas sdo capazes de separar 0S mecanismos que ndo estdo
diretamente ligados a TD, pérem podem estar associados a outras vias de desenvolvimento
concomitantes (MAIA et al., 2014).

Os organismos convertem instrucdes genémicas em proteinas especificas via
transcricdo e traducdo. E evidente que o ato de transcricdo é controlado pela célula, e
atualmente os cientistas relativamente tém uma boa compreensdo dos mecanismos que
regulam a expressao génica. Com isso, pode-se ter uma visdo de biologia bastante "centrada
nos trancritos", assumindo que mais transcricdo se traduz automaticamente em mais proteinas.
Esta € a premissa assumida em inimeros estudos de transcricdo de genes em que 0s niveis de
transcricbes sdo medidos em uma variedade de condicdes e 0s resultados sdo extrapolados
para seus produtos proteicos. No entanto, este ndo é necessariamente 0 caso, porque 0S
controles a frente da traducdo, dobramento de proteinas e degradacdo de proteinas tém o

potencial de superar o impacto da atividade transcricional anterior (STRAUB, L. 2011).
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Maier; Giiell; Serrano, (2009), também menciona que nem sempre mudangas na expressao
génica sdo evidéncias de consequentes mudancas na expressdo de proteinas.

Afim de estudar a expressdo geral de proteinas resistentes ao calor (PRC), foi realizada
a analise das radiculas e parte aérea submetidas aos tratamentos de reinducéo da TD por meio

de eletroforese (Figura 16).

Figura 16 - Padrdo eletroforético e quantificacdo de proteinas resistentes ao calor em tecidos
de sementes germinadas de milheto submetidos a diferentes tratamentos de
reinducdo da tolerdncia a dessecacdo. Tratamentos: 1- controle radicula; 2-
radiculas submetidas ao tratamento MADT30%; 3- radiculas submetidas ao
tratamento MADT 50%; 4- parte aérea controle; 5- parte aérea submetida ao
tratamento MADT 30%; 5- parte aérea submetida ao tratamento madt 50%. M-
marcador molecular.
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Com base nos resultados obtidos ndo verifica-se relacdo direta entre a expressdo dos
genes estudados e a atividade de proteinas resistentes ao calor (PRC). Esse fato pode estar
ligado a mecanismos pds-transcricionais, traducionais e pos-traducionais, que podem estar
ativos durante a reinducdo da TD (NELSON; COX, 2013), sem relacdo direta com a
expressao dos trascritos estudados.

Observa-se que para a expressdao de proteinas resistentes ao calor na parte aérea
referente aos tratamentos de reinducdo aplicados (MADT 30% UR e MADT 50% UR),
repectivamente indicados pelos numeros 5 e 6 houve um pequeno aumento quando
comparado ao controle (4), porém, esse fato ndo tem relacdo com a reinducéo da TD, uma vez
gue o desenvolvimento de parte aérea foi normal para todos os tratamentos aplicados. Para as

radiculas, houve um pequeno decréscimo na expressdo de PRCs, levando a conclusdo de que
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estas ndo estariam envolvidas com a retomada de crescimento radicular normal no tratamento
que obteve sucesso na reinducdo da TD.

Mesmo nédo estando envolvidas diretamente com a reinducdo da TD em sementes
germinadas de milheto observa-se a presenca de PRCs, fato que ndo descarta a hipdtese da
existéncia outros genes relacionados a LEAs, dehidrinas e heat shock proteinas que podem
desempenhar papel importante na reinducdo da TD.

4  CONCLUSOES

o A toleréncia a dessecacdo em sementes germinadas de milheto apds 18 horas
de embebicdo € restabelecida apresentando cerca de 72% de sobrevivéncia, com a aplicacéo
do método de pré-secagem em ar umido a 50% de umidade relativa (MADT 50% UR).

o Sementes germinadas de milheto apos 18 horas de emebebicao pré-secadas em
ar umido a 30% de umidade relativa retomam o crescimento normal de parte aérea, porém néao
sdo capazes de recuperar o crescimento de radiculas. O uso exdgeno de ABA, PEG e LiCl ndo
foi eficiente na reinducdo da TD em sementes germinadas de milheto.

o Existe diferenca de sensibilidade entre os tecidos de radicula e parte aérea em
sementes germinadas de milheto quanto a tolerancia a dessecacdo, sendo a radicula o mais
afetado.

o Ocorre acimulo de rafinose, estaquiose e frutose na radicula de plantulas
submetidas ao MADT 50%UR, melhor tratamento de reinducdo da TD, fato ndo verificado na
parte aérea e para sacarose, trealose e glicose.

o Para ambos tratamentos de reinducdo da TD estudados, ha decrescimo no teor
de glicose em comparacdo ao tratamento controle.

o N&o héa relacdo direta entre os genes PgHsp10, PgDHN e PgLEA e a reinducéo
da tolerancia a dessecacdo em sementes germinadas de milheto.

o O tratamento com MADT50% UR, que proporcionou maior taxa de
sobrevivéncia, apresentou menor expressdo do gene PgHsp10 na radicula.

o A andlise geral da expressdo de proteinas resistentes ao calor foi constante

entre os tratamentos estudados.
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