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RESUMO GERAL

A comercializacdo das sementes de forrageiras tropicais tem crescido no Brasil, 0 que requer
o0 desenvolvimento de tecnologias que aprimorem a germinacdo das sementes. A dorméncia
em sementes de Urochloa spp. ndo é foco dos programas de melhoramento e existem poucas
pesquisas na area que evidenciem qual 0 mecanismo de superacdo da dorméncia fisiologica
dessas sementes. Assim, neste trabalho foi proposto investigar a sensibilidade das sementes
do género Urochloa recém-colhidas e armazenadas de cultivares hibridas, Cayana e Sabia, e
da U. brizantha cv. Marandu ao &cido abscisico (ABA) e a giberelina (GA), bem como a
participagdo do perdxido de hidrogénio (H202) na sinalizagcdo para a germinagdo das
sementes. No capitulo | foram realizados dois experimentos. No primeiro, sementes recém-
colhidas de trés cultivares do género Urochloa foram embebidas durante 14 h em solucGes de
ABA, GA e seus respectivos inibidores biossintéticos, fluridone (FLU) e paclobutrazol (PBZ),
nas concentracdes de 0, 25, 50, 100, 150 e 200 puM. No segundo experimento, parte das
sementes das cultivares do género Urochloa foi armazenada em sacos de papel Kraft em
ambiente de laboratdrio e outra parte enterradas no solo. Apds 0, 107, 131, 168 e 257 dias de
armazenamento foram retiradas amostras e realizadas a pré-embebicdo das sementes aos
tratamentos de ABA, GA, FLU, PBZ, GA+FLU, composto comercial Pro-Gibb®. Em
sementes recém-colhidas das cultivares foram observados diferentes niveis de sensibilidade
aos reguladores e inibidores exogenos, sendo que dependendo do tratamento e da
concentracdo utilizada, as caracteristicas germinativas foram influenciadas. No
armazenamento em ambiente de laboratorio, em sementes das cultivares hibridas houve
sensibilidade ao ABA até 131 dias, ao passo que para cultivar Marandu isso ndo ocorreu. Para
o0 vigor das plantulas, foi observado que FLU aplicados nas sementes afeta negativamente o
conteido dos pigmentos, independente das cultivares e do periodo analisado. Constatou-se
que as cultivares ndo adquirem dorméncia secundaria no banco de sementes no solo. No
capitulo 11, sementes escarificadas manualmente de trés cultivares do género Urochloa foram
pré-embebidas em &gua deionizada, H>O, acido ascorbico e em cloreto de difenilenoiod6nio
(DPI) nas concentragdes de 0, 70, 200 mM e 70 puM. O DPI influenciou negativamente as
caracteristicas germinativas e reduziu o acumulo de anion superdxido (03) nos embrides.
Concluiu-se que a dorméncia fisioldgica das sementes das cultivares de Urochloa avaliadas é
mantida pela sensibilidade das sementes ao ABA, essa sensibilidade é o principal
impedimento & germinacdo. Tratamentos com GA, FLU e Pro-Gibb® ndo promovem a
germinacdo das sementes armazenadas em ambiente de laboratério, sendo que este
armazenamento reduziu a sensibilidade das sementes ao ABA, promovendo assim a
germinacdo. FLU influencia negativamente o conteudo de pigmentos fotossintéticos das
plantulas do género Urochloa e a dorméncia das sementes nas cultivares estudadas é inata.
EROs sinalizam a germinacdo dessas sementes, sendo que as sementes da cultivar Cayana sao
mais sensiveis a reducdo das EROS e a atividade das NADPH oxidases de membrana sdo 0s
principais geradores de EROs de sinalizagdo para germinagdo dessas sementes, sendo o O3 a
principal EROs envolvida nesse processo.

Palavras-chave: Acido abscisico. Armazenamento. Banco de sementes. Cayana. Marandu.
Sabid. Sinalizagdo oxidativa.



ABSTRACT

The commercialization of tropical forage seeds has grown in Brazil, which requires the
development of technologies that improve seed germination. The dormancy in seeds of
Urochloa spp. it is not the focus of breeding programs and there is little research in the area
that shows the mechanism for overcoming the physiological dormancy of these seeds. Thus,
in this work it was proposed to investigate the sensitivity of newly harvested and stored seeds
of the genus Urochloa of hybrid cultivars, Cayana and Sabia, and of U. brizantha cv.
Marandu to abscisic acid (ABA) and gibberellin (GA), as well as the participation of
hydrogen peroxide (H20-) in signaling for seed germination. In Chapter I, two experiments
were carried out. In the first, freshly harvested seeds of three cultivars of the genus Urochloa
were soaked for 14 h in solutions of ABA, GA and their respective biosynthetic inhibitors,
fluridone (FLU) and paclobutrazol (PBZ), at concentrations of 0, 25, 50, 100, 150 and 200
UM. In the second experiment, part of the seeds of cultivars of the genus Urochloa were
stored in Kraft paper bags in a laboratory environment and the other part buried in the soil.
After 0, 107, 131, 168 and 257 days of storage, samples were taken and the seeds were pre-
soaked with ABA, GA, FLU, PBZ, GA+FLU, commercial compound Pro-Gibb®. In newly
harvested seeds of cultivars, different levels of sensitivity to exogenous regulators and
inhibitors were observed, and depending on the treatment and concentration used, the
germination characteristics were influenced. When stored in a laboratory environment, seeds
of hybrid cultivars showed sensitivity to ABA for up to 131 days, whereas for cultivar
Marandu this did not occur. For seedling vigor, it was observed that FLU applied to seeds
negatively affects pigment content, regardless of cultivars and period analyzed. It was found
that the cultivars do not acquire secondary dormancy in the seed bank in the soil. In chapter 11,
manually scarified seeds of three cultivars of the genus Urochloa were pre-soaked in
deionized water, H>O, ascorbic acid and diphenyleneiodonium chloride (DPI) at
concentrations of 0, 70, 200 mM and 70 uM. The DPI negatively influenced the germination
characteristics and reduced the accumulation of superoxide anion (03) in the embryos. It was
concluded that the physiological dormancy of the seeds of the evaluated Urochloa cultivars is
maintained by the sensitivity of the seeds to ABA, this sensitivity being the main impediment
to germination. Treatments with GA, FLU and Pro-Gibb® did not promote the germination of
seeds stored in a laboratory environment, and this storage reduced the sensitivity of seeds to
ABA, thus promoting germination. FLU negatively influences the photosynthetic pigment
content of seedlings of the genus Urochloa and seed dormancy in the studied cultivars is
innate. ROS signal the germination of these seeds, and the seeds of the Cayana cultivar are
more sensitive to the reduction of ROS and the activity of membrane NADPH oxidases are
the main generators of signaling ROS for germination of these seeds, with 05 being the main
EROs involved in that process.

Keywords: Abscisic acid. After-ripening. Cayana. Marandu. Oxidative signaling. Sabia. Soil
seed bank.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil € o maior produtor, consumidor e exportador mundial de sementes de
gramineas forrageiras tropicais (TSUHAKO, 2020; FERREIRA; TSUHAKO, 2020; DA
SILVA et al., 2017). No entanto, a maioria das sementes dessas gramineas, como as do
género Urochloa, incluindo cultivares hibridas, possui dorméncia (L1U et al., 2022; RIBEIRO
et al., 2019), ou seja, sementes viaveis que ndo germinam mesmo sob condicGes favoraveis
(sensu BEWLEY et al., 2013). Além disso, a dorméncia nestas sementes pode ser imposta por
fatores fisicos e fisiologicos, que podem variar com outros aspectos, como a espécie vegetal, 0
que dificulta a generalizacdo de suas causas, podendo esta ocorrer de maneira isolada ou
combinada (LIBORIO et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019).

De forma geral, as sementes do género Urochloa ao serem dispersadas da planta-mae
possuem dorméncia fisiolégica e podem formar banco de sementes no solo. No solo, as
sementes possuem diferentes niveis de dorméncia em resposta aos diversos sinais ambientais,
como flutuacbes de temperatura e umidade do solo (LONG et al., 2015; FINCH-SAVAGE;
FOOTITT, 2017). A dorméncia secundaria, € comumente uma caracteristica de sementes com
dorméncia fisioldgica, que ocorre apos a dispersdo, podendo estar associada aos ciclos anuais
de superacéo e indugédo da dorméncia (FINCH-SAVAGE; FOOTITT, 2017).

A superacdo da dorméncia nas sementes € um passo essencial para a germinacao, que
inicia com a embebicdo, impulsionando a ativacdo do metabolismo das sementes e finalizando
com a protrusdo da radicula através dos tecidos circundantes (BEWLEY et al., 2013). Estes
processos podem ser influenciados diretamente por fatores endégenos, como os fitormonios
acido abscisico (ABA) e a giberelina (GA), principais atuantes na regulacdo da dorméncia e
germinacdo de sementes (SHU et al., 2016; TUAN et al., 2018).

Além disso, em estudos tem sido observado que diversas moléculas podem sinalizar
para a superacdo da dorméncia de sementes. Entre essas, as espécies reativas de oxigénio
(EROs) como o perdxido de hidrogénio (H202) (MA et al., 2016). As interagdes entre EROs,
dorméncia e germinacdo de sementes foram relatadas para diferentes espécies vegetais,
incluindo Hordeum vulgare L. ‘Himalaya’ e ‘Harrington” (ISHIBASHI et al., 2015; MA et
al., 2016), Helianthus annuus L. (EI-MAAROUF-BOUTEAU et al., 2015) e em Oryza sativa
(LI et al., 2017). Porém, estudos que evidenciem essa interacdo em sementes de gramineas
forrageiras tropicais e 0 mecanismo fisioldgico para superacdo da dorméncia ainda ndo estdo
bem compreendidos para as sementes do género Urochloa. Assim, alteragdes tanto do
equilibrio dos niveis de ABA/GA quanto da sensibilidade das sementes a esses fitorménios
(SHU et al., 2016; FINCH-SAVAGE; FOOTITT, 2017), bem como das EROs, podem
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estabelecer um sistema que regula a manutencdo ou superacdo da dorméncia de sementes
(MA et al., 2016).

Em decorréncia da importancia das cultivares do género Urochloa, torna-se relevante
compreender 0 mecanismo fisiologico de superacdo da dorméncia destas sementes para
aprimorar o sistema de producéo das pastagens brasileiras, garantindo uma resposta rapida aos
investimentos realizados pelos produtores. Dessa forma, hipotetiza-se que a dorméncia das
sementes de cultivares do género Urochloa esta relacionada a sensibilidade das sementes ao
ABA, sendo que esta sensibilidade é perdida durante o periodo de armazenamento. Além
disso, acredita-se que os baixos niveis de EROs mantém a dorméncia destas sementes. Nesta
perspectiva, propde-se elucidar a sensibilidade das sementes, recém-colhidas e armazenadas,
ao ABA e a GA, bem como a participacdo do H>O e outras EROs na sinalizagdo para a
germinacdo das sementes das cultivares hibridas, Cayana e Sabia, e a cv. Marandu de
Urochloa.

Para tanto, esta tese foi dividida em dois capitulos, nos quais experimentos de
armazenamento e sinalizacdo para a germinacdo e superacdo de dorméncia foram conduzidos.
No capitulo 1, os objetivos foram investigar as respostas germinativas de sementes de
cultivares do género de Urochloa. quando submetidas a aplicagéo de diferentes concentragdes
de ABA, GA e seus respectivos inibidores biossintéticos, fluridone (FLU) e paclobutrazol
(PBZ); avaliar se a sensibilidade das sementes e o crescimento inicial das plantulas das
cultivares de Urochloa submetidas a reguladores, inibidores e a combinacao destes se alteram
durante o armazenamento em ambiente de laboratorio e verificar se as sementes das cultivares
do género Urochloa armazenadas no banco de sementes do solo adquirem dorméncia
secundaria formando ciclos de dorméncia em resposta as variacdes de temperatura e umidade.
No capitulo 2, o objetivo foi avaliar se as NADPH oxidases sdo importantes fontes de EROs,
bem como se aplicacdo de H20. induz o aumento da germinagdo das sementes de trés
cultivares do género Urochloa.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1  Importancia das gramineas forrageiras tropicais

No Brasil, as pastagens constituem a base alimentar de alguns animais, sendo essencial
para a producdo destes. De acordo com Mapeamento Anual de Cobertura e Uso da Terra do
Brasil (2021), as pastagens plantadas compreendem area de aproximadamente 154 milhdes de
hectares e alimentam um rebanho estimado em mais de 196,5 milhdes de cabecas de gado,

colocando o pais como principal produtor e maior exportador de carne bovina do mundo
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(ABIEC, 2022). Em decorréncia das caracteristicas climaticas e da extensdo territorial do
Brasil, a criacdo de bovinos em pastagens tem alto potencial produtivo. Dentre as gramineas
forrageiras tropicais cultivadas no Brasil, segundo Simedo et al (2015), 90% das areas de
pastagens sdo compostas por U. brizantha, U. decumbens e Megathyrsus maximum (Syn. de
Panicum maximum). Porém o M. maximum possui um numero limitado de cultivares
comercializadas, podendo assim favorecer a utilizagdo do género Urochloa no pais.

Esse género de plantas pertence a familia Poaceae, da tribo Paniceae e possuem
aproximadamente, cem espécies que ocorrem em regides tropicais e subtropicais dos
continentes Africano, Americano, Asiatico e Oceania (KELLER-GREIN; MAAS; HANSON,
1996). A prevaléncia desse género nos cultivos estad relacionada, principalmente, a sua
rusticidade, que possibilita aclimatacdo as mais variadas condicdes edafoclimaticas
(CARDOSO et al., 2014). Além disso, as espécies desse género sdo largamente difundidas e
aceitas pelos produtores rurais (BERNARDES, 2003), o que simplifica a utilizacdo das suas
sementes para a formacéao das pastagens.

Em consequéncia, a alta demanda por sementes de forrageiras tropicais e a eficiéncia
dos produtores, o setor industrial de producdo dessas sementes foi largamente desenvolvido
no Brasil (CUSTODIO; DAMASCENO; MACHADO NETO, 2012; FERREIRA;
TSUHAKAO, 2020) e nos dias atuais, 0 pais ocupa a posi¢ao de maior produtor, consumidor e
exportador mundial de sementes forrageiras tropicais (FERREIRA; TSUHAKO, 2020).
Entretanto, apesar de sua relevancia, a qualidade das sementes dessas espécies, em especial as
do género Urochloa, que corresponde com cerca de 80% de sementes de forrageiras tropicais
comercializadas em todo o mundo (FLORINDO et al., 2014), ainda é pouco compreendida
(ALVES et al., 2017). No mesmo sentido, as pesquisas para producdo de sementes dessas
espécies sdo escassas devido a complexidade e investimentos necessarios, quando comparadas
as culturas como soja e milho (SOUZA et al., 2018; MATIAS et al., 2019).

Apesar de recente, o melhoramento genético de forrageiras tropicais obteve avancos
pertinentes no desenvolvimento de cultivares (EUCLIDES et al., 2010; JANK et al., 2011).
Novos candidatos a cultivares, inumeros hibridos e populagdes melhoradas, foram
desenvolvidas com intuito de atender as principais dificuldades do setor agropecuéario
(BARRIOS et al., 2013; FIGUEIREDO et al., 2013; VALLE et al., 2013).

Para as espécies forrageiras, a utilizacdo de sementes de alta qualidade e poder
germinativo sdo indispensaveis para o estabelecimento uniforme e perenidade (ALVES et al.,
2017). Contudo, um dos principais obstaculos das sementes do género Urochloa é a

dorméncia (LIU et al., 2022; RIBEIRO et al., 2019) que permanece mesmo com 0S avangos
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dos programas de melhoramento, como é o caso das cultivares hibridas Cayana e Sabia, e
mesmo para espécies bem estabelecidas no mercado como a U. brizantha cv. Marandu.
Todavia, se faz necessario conhecer o mecanismo fisioldgico que induz ou mantém a

dorméncia nessas sementes.
2.2  Germinacdo e dorméncia de sementes

Na fase final de formacéo, as sementes ortodoxas reduzem drasticamente o teor de
dgua e a atividade metabdlica, o que resulta na interrupcdo parcial do crescimento
embrionario. Dessa maneira, as sementes atingem o estado de repouso fisiolégico ou
quiescéncia, mas quando submetidas as condicdes favoraveis, como por exemplo umidade e
temperatura, prosseguem a germinacao de sementes (BEWLEY et al., 2013).

Na literatura, diversos autores caracterizam a germinacdo de sementes como dificil de
ser compreendida, uma vez que, envolvem varios eventos metabolicos tendo inicio com a
absorcdo de agua pelas sementes secas e culmina com o surgimento da radicula através dos
tecidos circundantes (NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010; RAJIOU et al., 2012;
BEWLEY et al., 2013). O processo germinativo das sementes apresenta um padrdo trifasico,
em que na fase | ocorre a absorcédo rapida de &gua, seguida por uma fase de platd (fase Il), e
novamente por um aumento adicional na absorcdo de agua (fase Ill), em decorréncia do
alongamento do eixo embrionario que rompe as camadas do revestimento da semente,
conclusdo da germinacdo propriamente dita (KUCERA; COHN; LEUBNER-METZGER,
2005; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006).

Enquanto, a dorméncia das sementes € uma imposicdo na qual uma semente viavel é
incapaz de germinar mesmo sob condicdes adequadas (BEWLEY et al., 2013). Com base
nesse mecanismo, pode-se definir cinco classes de dorméncia de sementes: a dorméncia
fisioldgica, morfoldgica, morfofisioldgica, fisica e a combinada (BASKIN; BASKIN, 2020).
Dessas classes, as sementes de gramineas forrageiras tropicais, de modo geral, expressam a
dorméncia fisioldgica, a fisica ou a combinada. A dorméncia fisica possivelmente esta
relacionada com o revestimento das sementes que restringe a difusdo de oxigénio ao embrido
(LIMA et al., 2015). A dorméncia fisiologica esta presente em sementes recém-colhidas,
sendo gradualmente superada durante o armazenamento, periodo de armazenamento ao ar
seco e temperatura ambiente (BASKIN; BASKIN, 2020).

Em sementes com dorméncia fisiologica, sabe-se que o ABA é o principal fitorménio
na indugdo e manutencgdo da dorméncia. Em contrapartida, as GAs sdo ditas promotoras da

germinacdo de sementes. Assim, estes fitorménios atuam de forma antagonica (SHU et al.,
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2016; TUAN et al., 2018). A razdo entre esses fitormdnios (ABA/GA) é relevante para
regular a inducdo, a manutencdo e a superacdo da dorméncia (BICALHO et al., 2015;
VIEIRA et al., 2017), sendo que, para ocorrer a superacdo da dorméncia sdo necessarias
baixas razbes entre ABA/GA. Em contrapartida, a manutencdo da dorméncia esta associada

ao aumento nessa razdo (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006). Além disso, a

superacdo da dorméncia pode ser determinada pela reducdo da sensibilidade ao ABA e
aumento da sensibilidade as GAs (LINKIES; LEUBNER-METZGER, 2012) e ndao
necessariamente a sintese de novo de ambos.

Desse modo, em pesquisas tem sido evidenciado que modificagdes no balango
hormonal entre ABA/GA, bem como na sensibilidade das sementes estabelecem um sistema
que regulam a manutencdo e a superacdo da dorméncia de sementes (SHU et al.,
2016; FINCH-SAVAGE; FOOTITT, 2017). Essas alteracdes nos contetdos de ABA e GA
podem ser observadas com 0 uso de seus inibidores biossintéticos, FLU e PBZ. Huarte e
Benech-Arnold (2010) ao estudarem o desempenho germinativo de sementes de Cynara
cardunculus L. com temperaturas constantes e alternadas, verificaram alteragcdes na razdo
ABAJ/GA, por meio da aplicacdo exdgena de ABA, GA e seus inibidores biossintéticos, FLU
e PBZ. De posse dos resultados, os autores sugeriram que temperatura alternada pode
modificar a razdo ABA/GA apenas reduzindo o nivel e a sensibilidade do ABA sem modificar
a biossintese e a sensibilidade & GA.

O papel desses fitorménios e seus inibidores biossintéticos também foram investigados
por Vieira et al. (2017) em sementes de trés espécies de Vellozia na presenca e auséncia de luz
e submetidas a diferentes temperaturas. Os autores concluiram que a germinacdo de sementes
das espécies de Vellozia quando tratadas com GAs e FLU foi favorecida, enquanto nos
tratamentos com ABA e PBZ a germinacdo foi inibida. Em sementes submetidas a 40 °C no
escuro houve reducdo dos niveis endogenos de ABA durante a embebicdo, enquanto 0s niveis
de GA diminuiram ou permaneceram constantes e concluiram que o ABA tem um papel
importante na regulacdo da germinacdo de sementes de Vellozia spp. em resposta a
temperatura.

Para as espécies vegetais, como Trichocline catharinensis, Asteraceae (LANDO et al.,
2019), Triticosecale wittm, Poaceae (FIDLER et al., 2018), Vellozia spp., Velloziaceae
(VIEIRA et al., 2017), Leymus chinensis, Poaceae (HU; HUANG; WANG, 2012), por meio
de pesquisas tem sido observado que ABA e GA estdo diretamente relacionados a inducao

e/ou manutengdo da dorméncia e germinacdo de sementes. No entanto, este mecanismo ainda
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ndo foi compreendido para as sementes de gramineas forrageiras tropicais, em particular para
as do género Urochloa.
2.3 Sinalizagdo durante a superagao de dorméncia e germinagao

As EROs sdo inevitavelmente produzidas logo ap6s a embebicdo das sementes, uma
vez que ocorre a reativacdo do metabolismo (WOJTYLA et al., 2016; KUMAR et al., 2021).
EROs sdo moléculas originadas do oxigénio molecular que incluem o anion superdxido (03 ),
radical hidroxila ((OH), oxigénio singleto (*O2") e o perdxido de hidrogénio (H202) (BAILLY,
2019). De acordo com Bailly (2019), os sitios de geracdo dessas moléculas sdo todos os
compartimentos metabolicamente ativos, inclusive o apoplasto, no qual ha atividade da
enzima NADPH oxidase.

As NADPH oxidases, também sdo conhecidas como homdlogos de oxidase da
explosdo respiratoria, sdo proteinas transmembrana que transportam elétrons por meio da
membrana plasmatica para reduzir o oxigénio ao 03, que logo em seguida é dismutado em
H.0., neutralizado em seguida pela catalase e Oz (HU et al., 2020). Essas proteinas tém sido
consideradas pecas importantes no contexto da dorméncia e germinacdo de sementes
(BAILLY, 2019; SAKAI et al., 2022). No entanto, o balanco entre o acimulo e producdo de
EROs e a atividade do sistema antioxidante celular, que inclui enzimas [superéxido dismutase
(SOD)], catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), dentre outras e antioxidantes nao
enzimaticos (&cido ascorbico, glutationa, tocoferois) sdo primordiais para atingir o equilibrio
entre a sinalizacdo oxidativa e o dano oxidativo (WOJTYLA et al., 2016; BAILLY, 2019).
Conforme discutido por Bailly et al. (2008), os niveis de EROs devem estar dentro da “janela
oxidativa” para garantir a sinalizacdo eficiente da germinacdo. Conforme essa hipétese, niveis
acima ou abaixo de EROs prejudicam a germinacdo das sementes, 0 que s € possivel dentro
de niveis que possibilitam a sinalizacdo de EROs, mas ndo danos por essas moléculas.

O papel do H202 na superagdo da dorméncia de sementes pode ser observado com a
inibicdo das NADPH oxidases da membrana plasmatica por meio da utilizacdo do Cloreto de
difenilenoioddnio — DPI, uma vez que durante a germinacdo das sementes essas moléculas
acumulam-se e sdo formadas principalmente pela via apoplastica (LI et al., 2017; MA;
BYKOVA; IGAMBERDIEV, 2017). Dessa forma, EROs, principalmente H.O,, sdo
consideradas elementos chave na rede de sinalizacdo celular e podem interagir com as vias de
sinalizagdo hormonal do ABA e da GA para regular a dorméncia e a germinacdo das sementes
(SHU et al., 2016). Estudos sobre a dinamica da dorméncia de sementes do género Urochloa,

em especial, sobre as cultivares hibridas Cayana e Sabid que foram langadas em 2020 no
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mercado de sementes brasileiro, sdo inexistentes na literatura e algumas lacunas ndo estéo

bem esclarecidas.
2.4 Banco de sementes: longevidade, persisténcia e ciclos de dorméncia

Como em outras espécies, as sementes do género Urochloa quando sdo dispersas
exibem dorméncia primaria (RIBEIRO et al., 2019), que é adquirida durante a formacdo da
semente e pode ser superada por condi¢fes ambientais, como o armazenamento (FINCH-
SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006). Estas ndo germinam em seguida da dispersdo e
podem formar banco de sementes no solo, que € um tipo de armazenamento natural das
sementes apos a dispersdo (LONG et al., 2015), podendo persistir nesse ambiente por
periodos transitérios, quando estas ficam vidveis por menos de um ano, ou persistentes,
guando uma parte das sementes permanece por mais de um ano no banco de sementes no solo
(THOMPSON; GRIME, 1979).

As sementes saem naturalmente do banco de sementes no solo por germinacdo ou
morte, sendo este Ultimo ocasionado por envelhecimento, predacdo ou deterioracdo (LONG et
al., 2015; GARCIA; BARRETO; BICALHO, 2020). E os atributos fisicos e fisiologicos das
sementes como a dorméncia inata influenciam a longevidade delas no banco de sementes no
solo (LONG et al., 2015). No entanto, as sementes dormentes ndo sao necessariamente mais
persistentes que as sementes quiescentes (GARCIA; BARRETO; BICALHO, 2020), mas a
dorméncia contribui para a persisténcia das sementes no banco de sementes no solo (SANO et
al., 2016; LONG et al., 2015). A persisténcia das sementes é avaliada por um conjunto de
atributos, incluindo a dorméncia inata, longevidade, defesa, bem como essas caracteristicas
sdo influenciadas pelo ambiente de pré e pos-dispersdo. Entdo, quando sementes sdo
submetidas aos fatores bidticos e abidticos ocorrem alteracbes nos seus atributos para
determinar a longevidade das sementes que irdo persistir no solo, sendo que estas
modificacdes variam conforme a espécie e a populacdo de sementes (LONG et al., 2015).

Dentre os fatores abidticos, sabe-se que a temperatura é o principal fator que regula a
inducgéo e superagdo da dorméncia das sementes (BATLLA; BENECH-ARNOLD, 2010). No
entanto, em regides tropicais ha indicios na literatura que o efeito desse fator interage com as
condicGes de umidade do solo para sinalizar a dorméncia secundéria nas sementes, sendo um
aspecto adicional para ser avaliado em ambientes naturais (DUARTE; GARCIA, 2015). Sob
essas circunstancias, as sementes modificam seu nivel de dorméncia, em consequéncia a sua

sensibilidade aos sinais ambientais 0 que determina o tempo ideal para germinacdo e as
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condicGes favordveis ao estabelecimento das plantulas (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-
METZGER, 2006).

Dessa maneira, a dorméncia primaria das sementes pode ser superada e a germinagao
favorecida, 0 que ocasiona a saida das sementes do banco de sementes no solo por
germinacdo. Porém, se as condigdes ambientais forem desfavoraveis para o processo
germinativo, a dorméncia pode ser re-induzida nessas sementes. Este novo status de
dorméncia é chamado de dorméncia secundaria, e pode estar relacionada a ciclos anuais de
dorméncia no BSS (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006; BASKIN; BASKIN,
2014), uma vez que, pode ser superada e induzida repetidamente, a medida que as estagdes
mudam, favorecendo a germinacdo (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006).

Assim, os ciclos de dorméncia sdo estratégias importantes que impedem a germinacao
das sementes em épocas desfavoraveis para o estabelecimento das plantulas (OLIVEIRA;
DIAMANTINO; GARCIA, 2017). Nos ultimos anos, algumas espécies tropicais vém sendo
estudadas com intuito de melhorar o conhecimento sobre essa estratégia quando expostas a
condicdes naturais. Dentre esses estudos, pode-se citar alguns com as espécies de Xyridaceae
(GARCIA et al., 2012; OLIVEIRA; DIAMANTINO; GARCIA, 2017; OLIVEIRA;
GARCIA, 2019) e Eriocauleceae (GARCIA et al., 2014; DUARTE; GARCIA, 2015;
BARRETO et al., 2020), ambas dos campos rupestres. Contudo, na literatura pesquisas com
forrageiras tropicais, principalmente com as do género Urochloa, sdo limitadas e pouco se
sabe sobre a influéncia da temperatura e da umidade do solo na ocorréncia de ciclos de
dorméncia da espécie em estudo. A verificacdo da persisténcia ou capacidade de realizar
ciclos de dorméncia em forrageiras tropicais em bancos de sementes oferecem subsidios para
a compreensao dos mecanismos que levam a sinalizacdo para a germinacdo em sementes do
género Urochloa. Ademais, esse conhecimento pode auxiliar na previsdo de emergéncia

dessas espécies em campo apds a dispersao.
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CAPITULO |

SENSILIDADE DE SEMENTES A REGULADORES E INIBIDORES
BIOSSINTETICOS E SEUS EFEITOS EM PLANTULAS DO GENERO UROCHLOA
DURANTE O ARMAZENAMENTO

Elaborado de acordo com a NBR 6022 (ABNT, 2018)
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RESUMO

A dorméncia fisiologica das sementes do género Urochloa dificulta sua comercializacéo.
Neste estudo foi avaliado se sementes recém-colhidas de cultivares do género Urochloa com
diferentes niveis de dorméncia sdo sensiveis ao acido abscisico (ABA), giberelinas (GA) e
seus respectivos inibidores biossintéticos [fluridone (FLU) e paclobutrazol] e se essa
sensibilidade é superada durante o armazenamento em ambiente de laboratdrio e no banco de
sementes no solo. Em sementes das cultivares houve diferentes niveis de sensibilidade aos
reguladores e inibidores exdgenos, dependendo do tratamento e da concentracdo utilizada as
caracteristicas germinativas foram influenciadas. Alem disso, durante o armazenamento em
ambiente de laboratorio, as sementes das cultivares Cayana e Sabia continuaram sensiveis ao
ABA até 131 dias, ao passo que para cultivar Marandu isso ocorreu apenas no periodo 0 de
armazenamento. Para o vigor das plantulas, foi observado que FLU aplicado nas sementes
afeta negativamente o conteddo dos pigmentos, independente das cultivares e do periodo
analisado. Constatou-se que as cultivares ndo adquirem dorméncia secundéaria no banco de
sementes no solo. Conclui-se que a dorméncia fisiologica das sementes das cultivares testadas
de Urochloa é mantida pela sensibilidade das sementes ao ABA, logo essa sensibilidade é o
principal impedimento & germinacgdo. Tratamentos com GA, FLU e Pro-Gibb® ndo promovem
a germinacdo das sementes armazenadas em ambiente de laboratorio, sendo que esse
armazenamento reduziu a sensibilidade das sementes ao ABA, promovendo assim a
germinagdo. FLU influencia negativamente o conteGdo de pigmentos fotossintéticos das
plantulas do género Urochloa e a dorméncia das sementes nas cultivares estudadas € inata.

Palavras-chave: Acido abscisico. Armazenamento. Cayana. Dorméncia fisioldgica. Marandu.
Sabié.
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ABSTRACT

The physiological dormancy of seeds of the genus Urochloa makes their commercialization
difficult. In this study, it was evaluated whether freshly harvested seeds of cultivars of the
genus Urochloa with different levels of dormancy are sensitive to abscisic acid (ABA),
gibberellins (GA) and their respective biosynthetic inhibitors [fluridone (FLU) and
paclobutrazol] and whether this sensitivity is overcome during after-ripening in the laboratory
environment and in the seed bank in the soil. In seeds of cultivars there were different levels
of sensitivity to exogenous regulators and inhibitors, depending on the treatment and
concentration used, germinative characteristics were influenced. In addition, during after-
ripening in a laboratory environment, the seeds of the Cayana and Sabia cultivars remained
sensitive to ABA up to 131 days, whereas for the Marandu cultivar this occurred only in
period O of after-ripening. For seedling vigor, it was observed that FLU applied to seeds
negatively affects pigment content, regardless of cultivars and period analyzed. It was found
that the cultivars do not acquire secondary dormancy in the seed bank in the soil. It was
concluded that the physiological dormancy of the seeds of the tested cultivars is maintained
by the sensitivity of seeds to ABA for the tested cultivars, so this sensitivity is the main
impediment to germination. Treatments with GA, FLU and Pro-Gibb® did not promote the
germination of seeds stored in a laboratory environment, and this after-ripening reduced the
sensitivity of seeds to ABA, thus promoting germination. FLU negatively influences the
photosynthetic pigment content of seedlings of the genus Urochloa and seed dormancy in the
studied cultivars is innate.

Keywords: Abscisic acid. After-ripening. Cayana. Marandu. Physiological dormancy. Sabia.
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1. INTRODUCAO

As plantas do género Urochloa tem demonstrado potencial de uso, seja pela elevada
producdo, valor nutricional (SANTIAGO-HERNANDEZ et al., 2017), utilizacdo como fonte
de bioenergia (AHMAD et al., 2017) ou na agricultura de conservagdo, uma vez que, melhora
a estabilidade do solo, matéria organica e ciclagem de nutrientes (FAVILLA et al., 2020;
SILVA et al., 2022). Porém, produzem sementes com dorméncia sendo este um dos principais
gargalos para sua comercializacdo (RIBEIRO et al., 2019), inclusive as U. brizantha cv.
Marandu lancada em 1984 e as cultivares hibridas Cayana e Sabid, lancadas em 2020 no
mercado brasileiro de forrageiras. A dorméncia ocorre quando sementes viaveis ndo
germinam mesmo sob condicdes favoraveis (BEWLEY et al., 2013). Em diferentes espécies
de Poaceae a dorméncia fisiologica tem sido relacionada a impermeabilidade das estruturas
das sementes ao oxigénio (LV et al., 2017; ABRANTES; MACHADO-NETO; CUSTODIO,
2020). A dorméncia imposta pelo embrido pode ser classificada em n&o profunda,
intermediaria e profunda. Sementes do género Urochloa exibem a dorméncia fisiologica ndo
profunda e uma caracteristica marcante desse tipo de condicao é que a superacdo pode ocorrer
durante o armazenamento (BASKIN; BASKIN, 2020). Assim, o armazenamento é importante
para espécies de Urochloa, como observado para U. humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga
(AJALA-LUCCAS et al., 2018).

As sementes de Urochloa spp. podem ser armazenadas no solo, uma vez que
apresentam dorméncia fisiolégica ndo profunda apds serem dispersas, formando bancos de
sementes no solo. No banco, essas sementes de maneira gradual variam seu nivel de
dorméncia em resposta aos diversos sinais ambientais, como flutuacGes de temperatura e
umidade do solo (LONG et al., 2015; FINCH-SAVAGE; FOOTITT, 2017). A dorméncia
secundaria é adquirida depois da dispersdo e superacdo da dorméncia fisioldgica nas
sementes; e pode estar associada aos ciclos anuais, quando a dorméncia é continuamente
superada e induzida nas sementes nos bancos de sementes no solo (FINCH-SAVAGE;
FOOTITT, 2017). Estudos sobre a dorméncia secundaria e os ciclos de dorméncia em
sementes de cultivares de Urochloa spp. séo reduzidos na literatura, o que tem dificultado o
entendimento sobre a persisténcia das sementes do género Urochloa em bancos de sementes
no solo.

Superada a dorméncia, a germinagdo se inicia com a embebicdo, impulsionando a
ativacdo do metabolismo das sementes e finaliza com a protrusdo da radicula através dos
tecidos circundantes (BEWLEY et al.,, 2013). Os principais fitorménios envolvidos na
dorméncia e na germinacdo das sementes sdo o acido abscisico (ABA) e as giberelinas (GAS),
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esses atuam em fungBes crucias desses processos fisioldgicos, mas de maneiras antagbnicas
(SHU et al., 2016; TUAN et al., 2018). Assim, modificagdes no balanco hormonal entre
ABAJ/GA e na sensibilidade das sementes a esses fitormonios podem estabelecer um sistema
de regulacdo para a manutencdo ou superacdo da dorméncia de sementes (SHU et al., 2016).
Em estudo anterior foi demostrado que, em vez de alteragcbes no balango entre ABA/GA, a
sensibilidade das sementes a eles sdo melhores determinantes para a germinagdo de sementes
(FINCH-SAVAGE; FOOTITT, 2017). Inibidores da biossintese de ABA e GA, como
fluridone (FLU) e paclobutrazol (PBZ), sdo largamente utilizados por alterar a sintese de novo
desses fitormdnios (CHEN et al., 2016; VIEIRA et al., 2017; LANDO et al., 2020). Ambos,
inibem a atividade de enzimas, fitoeno dessaturase | e ent-caureno oxidase, importantes na via
biossintética de ABA e GA, ao passo que, FLU favorece a germinacgédo das sementes e o PBZ
inibe este processo fisioldgico (JIANG; ASAMI, 2018).

Visando elucidar os mecanismos envolvidos na dorméncia das sementes das plantas
do género Urochloa, o presente estudo traz as seguintes hipOteses: (1) sementes recém-
colhidas de cultivares do género Urochloa com diferentes niveis de dorméncia sdo sensiveis
ao ABA; (2) a sensibilidade ao ABA é superada durante 0 armazenamento em ambiente de
laboratério; (3) as sementes permanecem viaveis no banco de sementes do solo, porém ndo
realizam ciclos de dorméncia.

Dessa forma, foram investigadas as respostas germinativas de sementes de cultivares
do género Urochloa quando submetidas a aplicacdo de diferentes concentracdes de ABA, GA
e seus respectivos inibidores biossintéticos, FLU e PBZ; avaliou-se a sensibilidade das
sementes e o crescimento inicial das plantulas de cultivares do género Urochloa submetidas a
reguladores, inibidores e a combinagdo destes se alteram durante o armazenamento em
ambiente de laboratorio e verificou-se in situ se as sementes das cultivares de Urochloa spp.

enterradas no solo formam banco de sementes e adquirem dorméncia secundaria.
2. MATERIAL E METODOS

Material vegetal e caracterizagéo inicial das sementes

Foram utilizadas sementes puras e recem-colhidas, sem escarificagdo mecanica
(intactas), de trés cultivares do género Urochloa, as cultivares hibridas [Urochloa brizantha
(Hochst ex A. Rich) Staf x U. ruziziensis R. Germ. & C. M. Evrard] Cayana e Sabia e a U.
brizantha cv. Marandu, produzidas no municipio de Tesouro, Mato Grosso, Brasil em

2019/2020 e fornecidas pela empresa Barenbrug do Brasil Sementes Ltda.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13076?casa_token=c3fJhjfEtU4AAAAA%3ACVxl-o8NgXdT5WCCroo-C4hKjRY_sHcuZybMumpOwsaI61hd-a_DlCwf9apsmgnv5d98Zdgg6l_JIyY#ppl13076-bib-0196
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Inicialmente, foi realizada a caracterizacdo da qualidade inicial das sementes. O grau
de umidade inicial foram 6,48, 7,82 e de 7,71% pelo método de estufa (BRASIL, 2009), 76,
84 e 93 % de viabilidade inicial pelo teste de tetrazdlio, 17, 31 e 52% de porcentual de
germinacao, 0,45, 0,76 e 1,95 de indice de velocidade de germinacédo e 73,66; 59,24 e 36,07
uScmg? de condutividade elétrica para as sementes das cultivares Cayana, Sabia e Marandu,
respectivamente. Antes dos testes germinativos e da curva de embebicdo, as sementes foram
desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sodio 2,5% e detergente, por dez minutos, € em
seguida lavadas trés vezes em 4&gua deionizada. As sementes foram utilizadas nos

experimentos subsequentes durante os meses de setembro/2020 — junho/2021.

Experimento 1: Sensibilidade de sementes do género Urochloa a reguladores vegetais

e inibidores biossintéticos exdgenos

Obtengdo da curva de embebicdo: Foram utilizadas cinco repeticbes com 25
sementes para cada cultivar. Inicialmente, as sementes foram pesadas, acondicionadas em
placas de Petri, contendo duas folhas de papel filtro, previamente esterilizados, e umedecidas
2,5 vezes a massa seca dos papéis com agua deionizada. As placas foram mantidas em
temperatura ambiente e as pesagens foram realizadas apos 1, 2, 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 36, 48,
72,96 e 120 h do inicio da embebicdo. Com os valores dos pesos foi calculada a porcentagem
de ganho de agua em relacdo ao peso inicial das sementes, para estabelecer a curva de
embebicdo destas sementes.

Aplicagdo dos reguladores e seus inibidores biossintéticos. Reguladores e inibidores
foram diluidos primeiramente em solventes especificos. PBZ e GAs foram diluidos em etanol,
ABA em hidroxido de potassio (KOH) e FLU em acetona. Posteriormente todas as solucGes
foram diluidas em &gua deionizada até as concentracdes desejadas, sendo a concentracdo final
dos solventes 0,2% (v/v) de etanol e 0,01% (v/v) de KOH e acetona (VIEIRA et al., 2017).
N&do houve efeito dos solventes na germinacdo das sementes, conforme pré-teste sem 0s
reguladores e inibidores. Foram utilizadas as concentragdes 0, 25, 50, 100, 150 e 200 uM de
ABA, GAs3 FLU e PBZ (HUARTE; BENECH-ARNOLD, 2010), que foram obtidas a partir
das solucdes padrdes de 1 mM de cada regulador ou inibidor. As placas de Petri contendo
uma camada de papel de germinacdo foram umedecidas em 5 mL de solugdo na qual as
sementes foram embebidas no escuro a temperatura de 25 °C durante 14 h (fase 1), conforme
determinada pela curva de embebicdo. Apos as aplicacBes em cada tratamento, as sementes

foram transferidas para placas de Petri contendo dupla camada de papel de germinacéo, e
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umedecidos 2,5 vezes a massa seca dos papéis com uma solucdo aquosa de nistatina (0,5%)
para evitar contaminacgdo fungica (VIEIRA et al., 2017) e submetidas ao teste de germinag&o.
Para o teste de Germinacdo, as sementes foram semeadas em placas de petri contendo
dupla camada de papel de germinacao, esterilizados em estufa a 105 °C por 2 h, e umedecidos
com solucdo aquosa de nistatina (0,5%) para evitar contaminagdo fungica (VIEIRA et al.,
2017) equivalente a 2,5 vezes a massa seca dos papéis. As placas foram transferidas para
camara de germinacdo com temperatura alternada de 35-20 °C luz/escuro (BRASIL, 2009),
sob fotoperiodo de 8 h de luz e 40 pM fétons m? s. A germinacéo foi avaliada diariamente
durante 21 dias e a protrusdo da raiz primaria, > 2 mm, foi considerada como critério para a
germinacdo das sementes. A viabilidade das sementes remanescentes foi avaliada por meio do
teste de tetrazdlio (BRASIL, 2009). A partir dos dados de germinacdo, pbde-se determinar a
Germinacéo final - %GF, indice de Velocidade de Germinacdo - IVG (MAGUIRE, 1962) e o

Tempo necessario para 50% das sementes germinarem - Tso (FAROOQ et al., 2005).

Experimento 2: Sensibilidade aos reguladores e inibidores exdgenos das sementes do

género Urochloa durante o armazenamento

Concomitantemente a determinacdo da qualidade inicial das sementes, parte das
sementes foi armazenadas em sacos de papel Kraft em ambiente de laboratério e outra parte
em sacos confeccionados em malha de fios de polietileno de alta densidade, permeaveis a
agua e enterrados a 5 cm de profundidade (LECK, 2012) em solo do tipo Latossolo. Os dados
de temperatura média e precipitacdo foram registrados em estacdo meteoroldgica localizada
na UFLA. Para o armazenamento em ambiente de laboratério, apds 0, 107, 131, 168 e 257
dias de armazenamento foram retiradas amostras para as avaliagdes do grau de umidade
(%U), viabilidade inicial (%VI), caracteristicas germinativas e testes de vigor. Para o
armazenamento no solo, a primeira avaliacdo ocorreu 20 dias ap6s a simulacdo do banco de
sementes no solo.

Embebicédo das sementes: Amostras de 75 sementes, por repeticdo, foram colocadas
para embeber em solucbes de reguladores ou inibidores ou da combinagdo destes, conforme
condigdes experimentais descrita no experimento 1. As concentragfes de 100 pM (todas as
cultivares) para ABA, 25 (Sabid), 100 (Marandu) e 200 uM (Cayana) para GA, 50 (Sabia e
Marandu) e 100 uM (Cayana) para FLU, 50 (Cayana e Sabia) e 100 uM (Marandu) para PBZ
foram escolhidas, conforme resultados do experimento 1. Foi incluido o composto comercial
Pro-Gibb® (400 g/Kg GAs) e uma combinacio de GA+FLU, conforme a concentragio

indicada para cada cultivar. No total, sete tratamentos foram avaliados: Controle (dgua
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destilada), ABA, GA, FLU, PBZ, Pro-Gibb® e GA+FLU. Apds a aplicagdo, conforme os
tratamentos, as sementes, conforme descrito no experimento 1, foram distribuidas em placas
de Petri para o teste de germinacéo.

Testes de vigor: As sementes foram dispostas para germinar sobre substrato em forma
de rolos, esterilizados em estufa a 105 °C por 2 h, umedecidos com solugdo de nistatina
(0,5%) equivalente a 2,5 vezes a massa seca dos papéis. Para conservar a umidade nos rolos,
estes foram acondicionados em recipientes (500 ml) envoltos por sacos plasticos. Os rolos
foram mantidos em camaras de germinacdo com temperatura alternada e fotoperiodo
conforme descrito para o teste de germinacdo. Apoés sete dias, 10% das plantulas normais de
cada tratamento foram tomadas para afericdo dos comprimentos da parte aérea (CPA) e da
raiz (CR) com o auxilio de uma régua graduada. Aos 14 dias, foi realizada a quantificacdo de
clorofila a, b e carotenoides dos tecidos foliares. Para isso, foram pesados 0,1 g de tecidos
foliar, por repeticdo e imersos em 10 ml de acetona 80% em frascos ambar. Em seguida, 0s
frascos foram acondicionados em geladeira até a total descoloracdo dos tecidos. As leituras
foram realizadas a 663,2 nm (clorofila a), 646,8 nm (clorofila b) e 470 nm (carotenoides) em
espectrofotbmetro e os teores dos pigmentos foram calculados de acordo com Lichtenthaler e
Buschmann, 2001. Aos 14 dias, também foi avaliada a biomassa seca total das plantulas
inteiras (BSTP), as plantulas consideradas normais, de cada tratamento, foram acondicionadas
em sacos de papel Kraft, identificados e colocados em estufa de circulacdo de ar forcada a
temperatura de 70 °C por 72 horas. Ao final deste periodo, as amostras foram retiradas da

estufa, colocadas em dessecador e posteriormente pesadas.
Delineamento experimental e anélise estatistica

Foram realizados experimentos independentes para cada cultivar. No experimento 1,
foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado e seis concentracdes (0, 25, 50, 100,
150 e 200 uM) para cada tratamento (ABA, GA, FLU e PBZ). Foi realizado teste de
normalidade e homogeneidade das variancias por meio dos testes Shapiro-Wilk e Bartlett,
respectivamente, e, quando necessario, os dados foram transformados em porcentagem de raiz
quadrada de arco seno. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, considerando p < 0,05. A anélise dos dados foi
realizada com auxilio do pacote ExpDes.pt (FERREIRA et al. 2021) do software estatistico R,
versdo 4.2.2 (R CORE TEAM, 2021).

No experimento 2, a normalidade dos dados foi verificada por meio do teste Shapiro-

Wilk e quando necessario, os dados foram transformados em porcentagem de raiz quadrada
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de arco seno e raiz quadrada. As caracteristicas germinativas foram avaliadas em cada periodo
de armazenamento (0, 107, 131, 168 e 257 dias) usando ANOVA em delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial, com sete tratamentos (Controle - &agua
deionizada, ABA, GA, FLU, PBZ, Pro-Gibb® e GA+FLU) e cinco periodos de
armazenamento (0, 107, 131, 168 e 257 dias). Quando diferencas significativas foram
encontradas entre os fatores, comparacdes pelo teste de Tukey foram realizadas, considerando
p < 0,05. Analise hierarquica de agrupamentos e mapa de cores foram realizados nos dados de
vigor. A analise dos dados foi realizada com auxilio do pacote ExpDes.pt (FERREIRA et al.
2021) e o MultivariateAnalysis (AZEVEDO, 2021) do software estatistico R, versdo 4.2.2 (R
CORE TEAM, 2021).

3. RESULTADOS

Efeitos dos reguladores e inibidores na germinacdo de sementes recém-colhidas
de cultivares do género Urochloa.

Em sementes recém-colhidas dos trés cultivares do género Urochloa foram observados
diferentes niveis de sensibilidade aos reguladores e inibidores exdgenos. A aplicacdo de ABA
nas maiores concentracfes (100-200 pM) reduziu a germinacdo das sementes das cultivares
Cayana e Marandu, diferindo das demais concentragdes. Para a cultivar Sabia, isso foi
verificado a partir da concentracdo de 25 uM diferindo do tratamento controle. Além disso,
houve atraso para o inicio do processo germinativo das sementes em todas as cultivares nas

concentrag0es citadas (Fig. 1A-C).
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Figura 1 - Germinacdo acumulada de sementes recém-colhidas de cultivares do género Urochloa
submetidas a diferentes concentracfes de ABA, GA, FLU e PBZ.
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As barras sdao médias + erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra sdo iguais entre si pelo teste de
Tukey (P < 0,05). Os dados de germinacdo de ABA da cultivar Sabia foram transformados pelo arco-
seno raiz da porcentagem. Fonte: Do autor (2023).

Pelos dados de viabilidade das sementes remanescentes foi verificado que as

diferentes concentragdes dos reguladores e inibidores ndo afetaram negativamente a

viabilidade das sementes para as cultivares avaliados (ANEXO A).

Em relacdo ao IVG, em sementes das cultivares Cayana e Marandu nas maiores

concentragcdes (100-200 uM) de ABA houve reducédo dos valores diferindo do tratamento
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controle, enquanto para as sementes da cultivar Sabia isso ocorreu a partir da concentracdo de
25 puM. Quanto ao parametro Tso, apenas a concentragdo de 200 puM para as sementes da
cultivar Cayana houve aumento desta variavel e para as sementes da cultivar Marandu isso foi

observado nas maiores concentra¢fes (100-200 uM) (Tab. 1).
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Tabela 1 - indice de velocidade de germinacdo (IVG) e o tempo necessario para 50% das sementes germinarem (Tso) de cultivares do género
Urochloa submetidas a diferentes concentractes de ABA, GA, FLU e PBZ.

Cayana
[LM] VG Tso (dias)
ABA GA FLU PBZ ABA GA FLU PBZ
0 1,41+0,11a 1,41+0,11b 1,60+0,32 a 1,60+0,32a 6,58+0,86b 6,58+0,86a 5,13+0,26ab 5,89+1,13a
25 1,26+0,10a 1,98+0,27ab 1,62+0,16a 1,72+0,16a 8,29+0,63ab 7,14+0,27a 6,29+0,42a 6,64+1,30a
50 1,03+0,19a 1,88+0,33ab 2,12+0,17a 2,02+0,40a 7,58+0,40ab 6,83+0,24a 4,94+0,26ab 7,10+0,93a
100 0,09+0,05b 2,11+0,13ab 2,565+0,27a 1,83+0,20a 11,08+1,50ab 6,33+0,12a 4,62+0,43b 6,58+0,98a
150 0,10+0,01b 2,10+0,20ab 2,59+0,22a 1,22+0,18a 9,25+0,63ab 5,94+0,47a 4,75%0,25b 9,21+1,94a
200 0,23+0,07b 2,99+0,43a 2,66+0,25a 1,70+0,22a 12,88+2,13a 5,36+0,35a 4,70+0,12b 8,68+1,23a
Sabia
[HM] VG Tso (dias)
ABA GA FLU PBZ ABA GA FLU PBZ
0 1,31+0,19a 1,31+0,19a 1,47+0,17a 1,47+0,17a 8,53+0,44abc 7,93+0,47a 6,57+1,15a 6,58+1,15ab
25 0,36+0,08b 2,03+0,20a 1,21+0,20a 1,27+0,07a 10,85+0,43ab 7,28+0,50a 7,22+ 0,82a 9,81+0,98a
50 0,10+0,04bc 1,82+0,11a 1,97+0,17a 1,59+0,24a 13,87+1,60a 6,86+0,17a 7,27+0,60a 6,46+0,93b
100 0,05+0,05c¢ 1,65+0,14a 1,59+0,15a 0,91+0,11a 1,12+1,13c 7,56+0,44a 5,53+0,65a 8,09+0,69ab
150 0,02+0,02c 1,68+0,14a 1,78+0,06a 1,40+0,19a 3,37+3,38bc 7,56+0,24a 7,19+0,26a 8,54+0,98ab
200 0,20+0,06bc 1,85+0,21a 1,75+0,16a 1,15+0,12a 13,69+2,76a 7,09+0,17a 7,50+0,86a 8,90+0,45ab
Marandu
[HM] VG Tso (dias)
ABA GA FLU PBZ ABA GA FLU PBZ
0 5,19+0,39a 5,19+0,39a 6,55+0,20a 6,55+0,20a 3,93+0,20c 3,93+0,20a 3,33+0,21a 3,06+0,16d
25 4,14+0,23ab 5,87+0,72a 5,87+0,14a 6,24+0,47a 4,9+0,306¢C 3,33+0,38a 3,28+0,13a 3,43+0,24cd
50 3,12+0,16b 5,00+0,26a 6,15+0,20a 4,78+0,23b 5,56+0,22bc 3,76+0,16a 3,15+0,20a 3,81+0,23cd
100 1,10+0,25¢ 5,86+0,21a 5,92+0,23a 3,54+0,20b 7,64+0,66b 3,13+0,19a 3,65+0,23a 6,24+0,27a
150 0,84+0,32c 5,58+0,38a 5,73+0,26a 3,57+0,25b 10,00+0,37a 3,92+0,33a 4,03+0,15a 4,63+0,10bc
200 0,79+0,11c 5,80+0,71a 6,40+0,50a 3,82+0,40b 10,28+0,77a 3,84+0,31a 3,20+0,36a 5,64+0,49ab

Médias + erro. Médias seguidas de mesma letra nas colunas sdo iguais entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Os dados de IVG de ABA da cultivar Sabia

foram

transformados

pelo

arco-seno

raiz

da

porcentagem.

Fonte:

Do

(2023).
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Nas maiores concentragdes (100 e 200 uM) e em 50 puM de FLU a germinacdo das
sementes de Cayana e Sabia foram promovidas e ndo houve efeito significativo dessa variavel
para Marandu (Fig. 1D-F). O Tso para as sementes da cultivar Cayana foi observado que as
maiores concentracdes de FLU (100-200 uM) reduziram esse parametro, diferindo da menor
concentracdo (25 pM), enquanto para as sementes das cultivares Sabia e Marandu ndo houve
efeito significativo para essa variavel. Ndo foram observadas diferencas significativas para o
IVG nas sementes das cultivares estudadas (Tab. 1).

A aplicacdo de GA na maior concentracdo (200 uM) aumentou cerca de 78% a
germinacdo das sementes da cultivar Cayana, quando comparadas ao tratamento controle,
porém para as demais cultivares ndo houve efeito significativo na germinacdo das sementes
com aplicacdo de GA (Fig. 1G-I). Em relacdo ao IVG, as sementes da cultivar Cayana na
maior concentracdao (200 uM) de GA aumentou significativamente esse parametro, diferindo
do tratamento controle, enquanto para as outras cultivares ndo houve efeito significativo. Para
0 Tso ndo foi observado efeito significativo para as cultivares quando as sementes foram
tratadas com GA (Tab. 1).

PBZ promoveu a germinacdo das sementes da cultivar Cayana nas concentracdes de
50 e 100 uM havendo diferencas significativas com o tratamento controle, enquanto nas
sementes da cultivar Marandu este pardmetro foi reduzido na concentragdo de 150 pM,
diferindo do tratamento controle, mas ndo das concentracdes de 100 e 200 pM. Para as
sementes da cultivar Sabia, a reducdo e promoc¢do da germinacdo das sementes ocorreu nas
concentracdes de 100 e 150 pM, diferindo entre si (Fig. 1J-L). Para os dados de IVG e Tso das
sementes da cultivar Marandu houve diferengas significativas com aplicagcdo do PBZ, sendo
que a partir da concentracdo de 50 UM houve reducgéo do IVG, enquanto, a concentracédo de
100 uM desse inibidor aumentou o Tso das sementes dessa cultivar diferindo do tratamento
controle (Tab. 1).

Efeitos dos reguladores, inibidores e combinagfes destes na germinacdo de

sementes de cultivares do género Urochloa durante o armazenamento em laboratério

Em sementes das cultivares foram observados 7,3, 7,7 e 7,7% de grau inicial de
umidade e aumento de aproximadamente 13, 18 e 15% no periodo de 168 dias de
armazenamento para as cultivares Cayana, Sabid e Marandu, respectivamente (ANEXO B).
Em relacdo a viabilidade inicial das sementes, ndo houve diferencas significativas ao longo

dos periodos de armazenamento (ANEXO B).
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As sementes das cultivares hibridas Cayana e Sabia continuaram sensiveis ao ABA
exogeno até o periodo de 131 dias de armazenamento, ao passo que para as sementes da
cultivar Marandu essa sensibilidade foi observada apenas no periodo 0 de armazenamento,
sendo observado reducéo na porcentagem de germinacdo final (Fig. 2A-C). Por outro lado, foi
observado que os tratamentos ndo reduziram a viabilidade das sementes remanescestes em

nenhuma das cultivares estudadas (ANEXO C-D).

Figura 2 — Germinacéo final (%) das sementes de cultivares do género Urochloa submetidas

aos diferentes tratamentos durante o armazenamento em laboratério.
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Foi verificado que ABA exdgeno reduziu o IVG até o periodo de 131 (Marandu) e 168
(Cayana e Sabid) dias de armazenamento. Para as sementes da cultivar Cayana, no periodo de
107 dias de armazenamento, foi verificado que FLU exdgeno aumentou o IVG dessas
sementes diferindo do controle e ABA, sendo iguais aos demais tratamentos. Em sementes da
cultivar Sabia, submetidas a GA+FLU observou-se aumento no 1IVG no periodo de 168 dias
de armazenamento, sendo iguais a GA e Pro-Gibb®, diferindo dos demais tratamentos. J4 em
sementes da cultivar Marandu, houve aumento do IVG quando foram submetidas ao
tratamento com Pro-Gibb® antes do armazenamento (tempo 0), diferindo do controle. No

periodo de 168 dias de armazenamento foi verificado que a aplicagdo de GA aumentou o IVG
das sementes, sendo diferente do controle (Tab. 2).
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Tabela 2 - indice de velocidade de germinacdo (IVG) e o tempo necessario para 50% das sementes germinarem (Tso) de cultivares do género
Urochloa submetidas aos diferentes tratamentos durante o armazenamento em laboratorio.

Cayana
Trat IVG - Periodo de Armazenamento - dias
' 0 107 131 168 257
Controle 2,34+0,17Ba 2,73+£0,10Ba 2,20+0,30Aa 2,62+0,27ABCa 2,01+0,63Aa
ABA 0,33+0,08Cb 0,86+0,20Cab 0,51+0,14Bb 1,17+0,25Dab 1,68+0,23Aa
GA 2,48+0,29Bb 3,93+0,19Aa 2,28+0,47Ab 2,35+0,15BCb 2,17+0,07Ab
FLU 3,02+0,26ABb 4,28+0,31Aa 2,85+0,31Abc 2,14+0,18Cc 2,25+0,04Abc
PBZ 2,98+0,26ABa 3,58+0,27ABa 2,04+0,12Ab 3,12+0,18ABa 1,55+0,08Ab
GA+FLU 3,761£0,21Aa 3,60+0,28ABa 2,35+0,15Ab 2,53+0,38ABChb 2,05+0,15Ab
Pro-Gibb® 2,72+0,29Babc 3,48+0,36ABa 2,60+0,42Abc 3,37+0,27Aab 2,41+0,10Ac
Trat Tso (dias) - Periodo de Armazenamento - dias
' 0 107 131 168 257
Controle 6,30+0,27Ba 5,64+0,33Bab 4,49+0,29Bb 5,62+0,42Bab 4,48+0,26Ch
ABA 8,44+0,16Acd 8,83+0,54Abc 10,59+0,72Aa 10,10+0,53Aab 7,31+0,47Ad
GA 4,98+0,61Ba 4,94+0,24Ba 5,04+0,70Ba 4,23+0,32BCa 5,23+0,20BCa
FLU 5,49+0,15Ba 4,38+0,32Bab 3,94+0,36Bb 4,10+0,25BCab 4,88+0,38Cab
PBZ 5,68+0,06Ba 4,19+0,44Bb 5,00+0,23Bb 3,86+0,35Ch 6,50+£0,58ABa
GA+FLU 5,55+0,28Ba 4,66+0,16Bab 3,69+0,12Bab 3,82+0,46Chb 5,00+0,14BCab
Pro-Gibb® 5,59+0,18Ba 5,38+0,11Ba 4,49+0,29Bb 4,29+0,38BCab 5,72+0,41BCa
Sabia
Trat IVG - Periodo de Armazenamento - dias
' 0 107 131 168 257
Controle 2,06+0,13Aa 2,1+0,25Aa 1,91+0,26Aa 1,4+0,08Ba 1,74£0,15Aa
ABA 0,31+0,15Bb 0,2+0,08Bb 0,43+0,14Bb 1,2+0,08Ba 1,3+0,20Aa
GA 2,81+0,16Aa 2,4+0,14Aab 1,78+0,20Abc 1,9+0,13ABbc 1,5+0,34Ac
FLU 2,45+0,26Aa 2,2+0,23Aab 1,93+0,26Aab 1,6+0,35Bb 1,5+0,22Ab
PBZ 2,46+0,07Aa 2,1+0,19Aab 1,60+0,18Abc 1,6+0,30Bbc 1,24+0,09Ac
GA+FLU 2,651+0,29Aa 2,7+0,12Aa 1,65+0,29Ab 2,6+0,23Aa 2,0+0,19Aab
Pro-Gibb® 2.59+0,15Aa 2,5+0,24Aa 2,01+0,18Aa 2,0+0,16ABa 2,0+0,09Aa
Trat Tso (dias) - Periodo de Armazenamento - dias
' 0 107 131 168 257
Controle 8,10+0,38Ba 7,50+0,20BCa 7,40+0,46Ba 6,94+0,30BCa 7,45+0,48Ca
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ABA 12,88+0,69Aa 12,67+0,66Aa 12,00+0,87Aa 9,47+0,27Ab 10,48+ 0,19Ab
GA 6,32+0,34Ca 6,87+0,44Ca 7,53+0,39Ba 7,67+0,32Ba 7,60+0,14BCa
FLU 7,53+0,12BCa 6,90+0,33BCa 6,01+0,10Ba 7,30+0,34BCa 7,09+0,29Ca
PBZ 5,96+0,08BChb 8,46+0,69Bab 6,99+0,34Bb 7,36+0,26BCb 9,16+0,24ABa
GA+FLU 6,33+0,18Cab 5,16+0,26Db 6,13+0,35Ba 5,84+0,49Cab 6,16+0,24Cab
Pro-Gibb® 8,10+0,38Ca 5,96+0,22CDa 7,40+0,46Ba 6,46+0,11BCa 7,01+0,15Ca
Marandu
Trat IVG - Periodo de Armazenamento - dias
' 0 107 131 168 257
Controle 5,35+0,34Bb 7,44+0,54Aa 6,71+0,46Aab 5,6+0,26BCab 6,6+0,26ABab
ABA 2,27+ 0,37Cc 3,36+0,33Babc 3,31+0,47Bbhc 4,7+0,48Cab 5,2+0,62Ba
GA 6,64+0,34ABab 7,78+0,36Aa 5,88+0,57Ab 7,9+0,32Aa 7,2+0,65ABab
FLU 6,59+0,53ABa 7,02+0,55Aa 5,80+0,37Aa 6,3+0,35ABCa 7,2+0,31ABa
PBZ 6,45+0,46ABa 5,98+0,82Aa 5,46+0,39Aa 6,4+0,58ABCa 6,3+0,40ABa
GA+FLU 7,04+0,34ABa 7,49+0,73Aa 7,13+0,54Aa 6,8+0,37ABa 6,8+0,76 ABa
Pro-Gibb® 7,92+0,69Aa 7,89+0,46Aa 7,19+0,43Aa 6,8+0,31ABa 8,3+0,42Aa
Trat Tso (dias) - Periodo de Armazenamento - dias
' 0 107 131 168 257
Controle 3,67+0,14Ba 2,25+0,17Dc 3,34+0,07BCab 3,46+0,17Bab 3,00+0,11BCb
ABA 7,88+0,07Aa 5,57+0,13Ac 6,27+0,17Ab 4,33+0,17Ad 3,59+0,18Ae
GA 2,75+0,06Ca 2,65+0,02CDab 2,82+0,17Ba 2,57+0,10Cab 2,14+0,17Db
FLU 3,06+0,08Ca 2,77+0,06BCDa 3,00+0,14BCa 3,02+0,17BCa 2,83+0,05BCa
PBZ 3,06+0,18Cab 3,28+0,15Bab 3,51+0,14Ba 2,95+0,11BCb 3,13+0,15ABab
GA+FLU 2,90+0,20Cab 3,08+0,15BCa 2,22+0,09Ec 2,92+0,07BCab 2,52+0,14CDbc
Pro-Gibb® 2,85+0,19Ca 2,48+0,12Da 2,36+0,09DEa 2,62+0,03Ca 2,50+0,06CDa

Médias + erro. Médias seguidas de mesma letra, mailsculas nas colunas e minasculas nas linhas, em cada periodo de armazenamento sdo iguais entre si pelo
teste de Tukey (P < 0,05). Fonte: Do autor (2023).
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Foi verificado em sementes das cultivares estudadas aumento do Tso em todos 0s
periodos avaliados, quando essas foram tratadas com ABA, sendo que aos 257 dias de

armazenamento esse tratamento ndo diferiu estatisticamente do PBZ exogeno (Tab. 2).

Efeitos dos reguladores, inibidores e combinagdes destes nas plantulas de

cultivares do género Urochloa durante o armazenamento em laboratorio

Na Figura 3, pode-se observar o agrupamento hierarquico e um mapa de coloracéo
relativos aos tratamentos, em cada periodo de armazenamento, para cada cultivar. Em todas as
cultivares observou-se a formacéo de dois grupos em todos os periodos de armazenamento e a
contribuicdo de cada variavel avaliada para a formacdo destes. Sendo que, quanto mais azul
maior o valor da variavel em relagdo ao tratamento e, quanto mais vermelho menor o valor da

variavel em relacdo ao tratamento (Fig. 3A-0).
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Figura 3 — Agrupamento hierarquico das pléantulas de cultivares do género Urochloa com
mapa de cores detalhando a contribuicdo de cada variavel aos diferentes
tratamentos durante o armazenamento em laboratorio.
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Legenda: A — E: Cayana - 0, 107, 131, 168 e 257 dias de armazenamento; F — J: Sabia - 0, 107,
131, 168 e 257 dias e k — o: Marandu - 0, 107, 131, 168 e 257 dias de armazenamento;
CR — comprimento da raiz; CPA — comprimento da parte aérea; BSTP — biomassa seca total
da plantula inteira; Chl.a — clorofila a; Chl.b — clorofila b e Car — carotenoides. Os dados de
carotenoides da cultivar Sabia foram transformados pela raiz quadrada. Fonte: Do autor
(2023).

Chl.a
Chl.b

Em plantulas da cultivar Cayana, observou-se que nos periodos de 0 os tratamentos
GA+FLU e FLU, no 107 os tratamentos GA+FLU e Pro-Gibb®, no 131 os tratamentos
GA+FLU, no 168 o tratamento Pro-Gibb® e, nos 257 dias de armazenamento os tratamentos
GA+FLU, FLU e ABA diferiram dos demais tratamentos pois foi verificado menores valores
de pigmentos (Chl.a, Chl.b e carotenoides) (Fig. 3A-C e E). Enquanto, que no periodo de 168
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dias de armazenamento, pdde-se verificar que Pro-Gibb® diferiu dos demais tratamentos pois
foi observado maiores valores dos pigmentos fotossintéticos (Fig. 3D).

Em plantulas da cultivar Sabid, observou-se que nos periodos de O os tratamentos
GA+FLU e FLU, no 107 o tratamento GA+FLU, no 131 os tratamentos FLU e Pro-Gibb®, no
168 os tratamentos Controle e GA+FLU e nos 257 dias de armazenamento os tratamentos
GA+FLU, FLU e ABA diferiram dos demais tratamentos por apresentarem 0S menores
valores dos pigmentos (Fig. 3F- J). Para as plantulas da cultivar Marandu, foi observado que
em todos os periodos avaliados os tratamentos GA+FLU e FLU diferiram dos demais

tratamentos por apresentar os menores valores dos pigmentos (Fig. 3K-O).
Efeito do armazenamento das sementes de cultivares do género Urochloa no solo

A precipitacdo total no periodo do experimento foi de 209,1 mm e a temperatura
média de 22 °C. Apo0s a instalacdo do experimento, em torno de 15 dias, pode-se verificar a
emergéncia de aproximadamente 90% das plantulas para as cultivares estudadas (Fig. 4).

Figura 4 — Emergéncia de plantulas de cultivares do género Urochloa armazenadas no banco
de sementes no solo. Cada imagem representa uma repeticao de cada cultivar.
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Cayana Sabia Marandu

Fonte: Do autor (2023).
4. DISCUSSAO

Neste estudo, em sementes das cultivares avaliados foram observados diferentes niveis
de dorméncia, sendo a cultivar Cayana o com nivel maior, seguida pelas cultivares Sabia e
Marandu. Devido a isso, observou-se que a supera¢do da dorméncia dessas sementes ocorre
gradualmente, pois a aplicacdo de GA e FLU promoveu menos de 60% da germinagdo das
sementes das cultivares hibridas Cayana e Sabia. Sabe-se que a principal funcéo fisiologica do
ABA em sementes é manter a dorméncia, garantindo que as sementes ndo germinem em

condicBes inadequadas para sobrevivéncia da planta (SHU et al., 2016). Embora os efeitos
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inibitorios do ABA na germinagdo das sementes e/ou na manutencdo da dorméncia tenham
sido largamente estudados, seus efeitos na sensibilidade de sementes de cultivares do género
Urochloa ainda ndo foram totalmente explicados. Na presente pesquisa foi observado, que as
cultivares estudadas foram sensiveis ao ABA exdgeno nas maiores concentracdes (100 - 200
M) para as cultivares Cayana e Marandu e a partir da menor concentracdo (25 uM) para a
cultivar Sabid. Assim, Sabia foi a cultivar mais sensivel ao ABA seguida de Cayana e
Marandu.

Nas sementes secas, a dorméncia geralmente ndo é mantida devido aos altos niveis
residuais de ABA sintetizado durante o processo de maturagdo, mas sim pela sintese de novo
desse fitorm6nio ou devido a sensibilidade das sementes (AWAN et al., 2017; FINCH-
SAVAGE; FOOTITT, 2017). Nesse sentido, os resultados do presente trabalho apontam que a
manutencdo da dorméncia nas sementes recém-colhidas de todos as cultivares ocorreu em
razdo da sensibilidade dessas sementes ao ABA, uma vez que apresentaram pequena variacao
da germinagdo com as concentragoes testadas de FLU, da mesma forma como foi observado
para Lolium rigidum Gaud. (GOGGIN et al., 2009).

Em sementes da cultivar Cayana foi observado baixa sensibilidade a aplicacéo
exogena de GA do que nas demais cultivares. Esse regulador promoveu parcialmente a
germinacdo das sementes dessa cultivar somente na maior concentragdo (200 uM) testada.
Além disso, essa cultivar foi insensivel ao PBZ, o que sugere que suas sementes independem
da sintese de novo de GA para ocorrer a germinacdo. Por outro lado, as sementes das
cultivares Sabia e Marandu, nas concentracfes avaliadas, dependem da sintese de novo de GA
para germinarem. Isso se assemelha aos resultados encontrados para Urochloa humidicola cv.
Llanero, que possuia nivel de dorméncia similar as sementes da cultivar Cayana neste estudo
(SORIGOTTI et al.,, 2016). Isto sugere que sementes de Urochloa com nivel alto de
dorméncia sdo sensiveis a aplicacdo exdgena de GA, porém requerem concentracdes elevadas
desse regulador para germinarem. Enquanto sementes com menores niveis de dorméncia,
como as cultivares Sabia e Marandu, sdo insensiveis a GA exdgena, e por isso dependem da
sintese de novo de GA no embrido para aumentarem a porcentagem de germinacao de suas
sementes.

Assim, a dorméncia das sementes das cultivares do género Urochloa com nivel maior
de dorméncia, sera superada com a reducéo de sua sensibilidade ao ABA, que ocorre durante
o0 pbés-amadurecimento. Pode-se observar que a dorméncia das sementes das cultivares Sabia e
Marandu no periodo 0 de armazenamento foi superada. Essas apresentaram 62 e 80% de

porcentagem de germinacao final, respectivamente, podendo ser comercializadas por estarem
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acima dos limites estabelecidos pelas Normas oficiais para comercializacdo de sementes de
Urochloa que é de 60% (BRASIL, 2008). Porem, a dorméncia das sementes da cultivar
Cayana somente superada aos 107 dias de armazenamento. Estes resultados confirmam que as
sementes das cultivares investigadas, necessitam do armazenamento para superar sua
dorméncia, por meio da reducdo da sensibilidade de suas sementes ao ABA. O
armazenamento também foi indicado por Ajala-Luccas et al. (2018) para sementes recém-
colhidas de Urochloa humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga a fim de reduzir a dorméncia.

Além disso, até 131 dias de armazenamento as sementes das cultivares hibridas
continuaram sensiveis ao ABA exdgeno e ndo houve incremento na porcentagem de
germinacéo de suas sementes com a aplicagdo de GA e Pro-Gibb®. Com isso, acredita-se que
as GAs endogenas sdo suficientes para promover a germinacao dessas sementes, dependendo
apenas da reducdo da sensibilidade ao ABA promovido pelo armazenamento. Para a cultivar
Marandu a sensibilidade das sementes foi observada apenas no periodo inicial de
armazenamento, porém a velocidade e o tempo de germinacdo foram afetados negativamente
pelo ABA exo6geno durante todo os periodos avaliados.

Diante dos resultados, sugere-se que a aplicacdo de reguladores, nas concentragdes
testadas, em sementes recém-colhidas das cultivares Cayana e Sabié que possuem nivel maior
de dorméncia sdo insuficientes para superar a dorméncia. Porém o armazenamento é
indispensavel para reducdo da sensibilidade das sementes ao ABA. Além disso, a aplicacdo de
GA e de Pro-Gibb® nio aumentam a germinacdo das sementes ap0s o armazenamento, nas
concentracdes utilizadas. Esses resultados divergiram dos encontrados para sementes
armazenadas de Brachiaria humidicola cv BRS Tupi tratadas com GA (LIBORIO et al.,
2018).

De maneira geral, independente dos periodos de armazenamento os tratamentos
GA+FLU efou FLU aplicados via semente nas cultivares investigados afetaram
negativamente os teores dos pigmentos nas folhas das plantulas. Isso ocorreu devido ao uso
do FLU, que inibiu a sintese de carotenoides (JIANG; ASAMI, 2018) e posteriormente,
impossibilitou a manutengdo do complexo fotossintético, uma vez que a reducdo resultante
dos carotenoides leva & oxidacdo das clorofilas e, portanto, ao branqueamento nas folhas
(AWAN et al., 2017). Em estudo anterior, foi verificado que os niveis de transcri¢cdo de genes
envolvidos no anabolismo/catabolismo de carotenoides e clorofilas diminuiram com aplicagéo
foliar de FLU em plantulas de arroz (Oryza sativa L.) (ZOU et al., 2018). Por meio dos
resultados da presente pesquisa, sugere-se que FLU é um tratamento eficaz para promover a

germinacdo das sementes recém-colhidas das cultivares hibridas, com maior nivel de
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dorméncia, porém seus efeitos nas plantulas ocasionam danos em perdas de funcGes vitais no
crescimento e desenvolvimento. Assim, estudos futuros devem investigar se esse efeito pode
ser revertido, para que o uso desse inibidor possa substituir o armazenamento dessas
sementes.

Outro aspecto importante observado foi que as sementes das cultivares de Urochloa
ndo formam banco de sementes persistentes no solo. Assim, logo apo6s serem dispersas as
sementes das cultivares ndo realizam ciclos de dorméncia no solo, ou seja, ndo adquirem
dorméncia secundaria quando sdo enterradas ou expostas a condi¢cbes ambientais. Em
sementes de Brachiaria humidicola cv BRS Tupi, sementes com nivel alto de dorméncia, a
permanéncia dessas sementes no banco de sementes no solo por 108 dias, ndo proporcionou
aumento consideravel da germinacdo (VERZIGNASSI et al., 2013). Esses resultados colocam
em discussdo a necessidade, e papel, da luz para germinacdo dessas espécies, uma vez que

enterradas, as sementes possuiram alta emergéncia de plantulas.
5. CONCLUSOES

A dorméncia fisiologica das sementes nas cultivares do género Urochloa testadas é
mantida pela sensibilidade das sementes ao ABA, logo essa sensibilidade é o principal
impedimento a germinacao;

Tratamentos com GA, FLU e Pro-Gibb® ndo promovem a germinacio das sementes
armazenadas em ambiente de laboratdrio, sendo que este tipo de armazenamento reduz a
sensibilidade das sementes ao ABA, 0 que, assim, promove a germinacao;

O uso de FLU influencia negativamente o conteddo de pigmentos fotossintéticos nas
plantulas de cultivares do género Urochloa e

A dorméncia das sementes nas cultivares estudadas é priméria, inata e ndo ha indicios

de formacdo de bancos de sementes persistentes ou ciclos de dorméncia no solo.
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ANEXOS

ANEXO A - Viabilidade das sementes remanescestes de cultivares do género Urochloa
submetidas a diferentes concentracfes de ABA, GA, FLU e PBZ.

Cayana
[LM] Viabilidade das sementes remanescentes (%)
ABA Erro GA Erro FLU Erro PBZ Erro
0 3la +2,83 32a +2,83 16a + 4,76 16 a + 4,76
25 47 a +5,97 2la + 3,42 19a +5,81 46 a +4,84
50 48 a + 6,27 20a +1,15 24 a + 3,45 41a + 5,26

100 53 a +2,52 14 a +191 28 a +5,35 37a + 8,85

150 62 a + 5,00 22a +2,31 2la +5,23 39a * 8,60

200 62 a +7,19 23 a +1,74 26 a * 6,87 36 a +10,11

Sabia
[LM] Viabilidade das sementes remanescentes (%)
ABA Erro GA Erro FLU Erro PBZ Erro
0 40b +5,00 40 a + 5,00 32a +5,72 33a +5,72
25 65 ab +8,31 38a + 3,52 24 a +4,23 50 a + 10,57
50 68 a +7,09 22 a + 8,36 41a +6,41 51a +5,23
100 64 ab +2,55 26 a + 4,29 35a +5,12 40 a + 5,62
150 70 a *6,53 18a + 3,76 33a +2,93 40 a +5,35
200 50 ab +4,91 34a + 5,47 24 a +5,31 35a +9,76
Marandu
[LM] Viabilidade das sementes remanescentes (%)
ABA Erro GA Erro FLU Erro PBZ Erro
0 37a + 15,37 37a + 15,37 46 a + 15,77 46 a + 15,77
25 60 a +1354 41 a +9,32 14 a + 9,46 46 a + 20,83
50 66 a +7,55 25a + 8,56 38a + 14,24 3la +10,83
100 8la +2,88 27 a + 16,33 34a + 14,93 58 a + 14,36
150 64 a +10,83 70a 114,01 46 a +12,03 45a + 5,55
200 84 a + 4,58 27a + 10,42 28 a + 14,57 59 a +8,83

Médias seguidas de mesma letra sdo iguais entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05 %). Fonte: Do autor
(2023).



ANEXO B - Grau de umidade (% - A) e viabilidade inicial (% - B) das sementes das
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cultivares do género Urochloa durante o armazenamento em laboratorio.
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As barras sdo médias + erro padrdo. Fonte: Do autor (2023).

ANEXO C - Viabilidade das sementes remanescentes do teste de germinacdo da cultivar
hibrida Cayana submetidas a diferentes tratamentos durante o armazenamento
em laboratorio.

Periodo de Armazenamento - dias

Tratamentos

0 107 131 168 257

Controle 25+ 291Ba 30+794BCa 24+6,62ABa 16 +6,69Aa 22+ 12,74Aa
ABA 68 + 3,34Aa 71+ 7,31Aa 52 +6,58Aab 34+587Ab 28 +532Ab
GA 14 +5,84Ba 18 + 3,83Ca 18 +595ABa 22+6,57Aa 23 +3,51Aa
FLU 25+11,90Ba 33+11,31BCa 23 +5,42Ba 16 + 2,91Aa 17 + 3,71Aa
PBZ 16 + 3,89Ba 17+ 6,18 Ca 29 +463ABa 28+ 10,39Aa 17 +4,22Aa
GA+FLU 13+722Ba 41+718ABCa 21+6,66ABa 22+1150Aa 30+ 8,69Aa
Pro-Gibb 23+286Bb 52+11,10ABa 24 +6,62Bb 21 +550Ab 25+5,18Aab

Médias + erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra, mailsculas nas colunas e mintsculas nas
linhas, em cada periodo de armazenamento sdo iguais entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05 %). Fonte:
Do autor (2023).
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ANEXO D - Viabilidade das sementes remanescentes (VR%) das cultivares hibrida Sabia e da
U. brizantha cv. Marandu submetidas a diferentes tratamentos durante o
armazenamento em laboratorio.

Sabia

Tratamentos VR% Erro
Controle 35b +2,12
ABA 62 a + 2,83
GA 30b + 2,65
FLU 32b +2,39
PBZ 33b +2,95
GA+FLU 33b +2,14
Pro-Gibb 30b +2,92

Periodo de Armazenamento - dias VR% Erro
0 36 ab + 3,94
107 43 a + 3,18
131 37 ab +2,78
168 30b + 2,89
257 37 ab + 2,44

Marandu

Tratamentos VR% Erro
Controle 44 ab + 4,36
ABA 63 a + 4,24
GA 40b + 5,66
FLU 26Db +4,11
PBZ 39b + 5,56
GA+FLU 39b +5,40
Pro-Gibb 32b +4,91

Periodo de Armazenamento - dias VR% Erro
0 52 a +5,57
107 48 a +5,27
131 51a + 4,44
168 24 b +4,11
257 28 b + 4,53

Médias seguidas de mesma letra sdo iguais entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05 %). Fonte: Do autor
(2023).
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CAPITULO I

ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO SINALIZAM PARA A GERMINACAO
DE SEMENTES DE CULTIVARES DO GENERO UROCHLOA.

Elaborado de acordo com a NBR 6022 (ABNT, 2018)
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RESUMO

Durante a germinagdo das sementes, espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas por
diferentes vias por meio do burst oxidativo durante a embebicdo, gerando sinalizacdo para
diversas vias que culminam na finalizagdo do processo germinativo. No entanto, em sementes
de cultivares do género Urochloa ainda ndo é compreendido como as EROs atuam na
sinalizagdo para a germinacdo e nem se a producdo destas pelas NADPH oxidases sdo
importantes neste processo, como tem sido relatado para outras espécies vegetais. Assim,
neste trabalho foi testada a eficiéncia na geracdo de sinalizagdo de uma das fontes de
producdo de EROs para a germinacdo de sementes e, averiguacdo da capacidade do peroxido
de hidrogénio (H202) em favorecer a germinagédo das sementes de trés cultivares de Urochloa.
As sementes foram pré-embebidas em A&gua deionizada, H.O, acido ascorbico nas
concentragdes de 0, 70, 200 mM e em cloreto de difenilenoioddnio (DPI) na concentracéo de
70 uUM. As caracteristicas avaliadas foram: germinacdo final, indice de velocidade de
germinagdo, tempo necessario para 50% das sementes germinarem, histolocaliza¢éo do &nion
superdxido O3, niveis de H20: e atividade das enzimas do sistema antioxidante, os dois
ultimos foram analisados em sementes secas e embebidas. A aplicacdo de DPI influenciou
negativamente as caracteristicas germinativas e reduziu o acimulo de 05 nos embrides. Em
sementes secas das cultivares houve maiores niveis de H»O,. As enzimas do sistema
antioxidante mantiveram as EROs em niveis que possibilitaram a sinalizacdo para a
germinacdo das sementes. Conclui-se que a germinacéo das sementes de cultivares do género
Urochloa estudadas dependem das EROs para a sinalizacdo da germinacdo, sendo que as
sementes da cultivar Cayana sdo mais sensiveis a reducdo dessas espécies e a atividade das
NADPH oxidases de membrana sdo os principais geradores de EROs de sinalizacdo para
germinacdo, sendo o O3 a principal EROs envolvida nesse processo.

Palavras-chave: Cayana. Sabia. Marandu. NADPH oxidase. Anion super6xido. Dorméncia

fisioldgica.
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ABSTRACT

During seed germination, reactive oxygen species (ROS) are produced by different pathways
through the oxidative burst during imbibition, generating signals for several pathways that
culminate in the completion of the germination process. However, in seeds of cultivars of the
genus Urochloa, it is still not understood how ROS act in signaling for germination, nor if
their production by NADPH oxidases are important in this process, as has been reported for
other plant species. Thus, in this work, the efficiency in the generation of signaling of one of
the sources of production of ROS for the germination of seeds was tested, and, the
investigation of the capacity of hydrogen peroxide (H20>) in favoring the germination of the
seeds of three cultivars of Urochloa. The seeds were pre-soaked in deionized water, H202,
ascorbic acid at concentrations of 0, 70, 200 mM and in diphenyleneiodonium chloride (DPI)
at a concentration of 70 pM. The evaluated characteristics were: final germination,
germination speed index, time required for 50% of the seeds to germinate, histolocalization of
the superoxide anion (03 ), H20:> levels and activity of the enzymes of the antioxidant system,
the last two were analyzed in dry seeds and soaked. The application of DPI negatively
influenced the germination characteristics and reduced the accumulation of O3 in the
embryos. In dry seeds of cultivars there were higher levels of H2O2. The enzymes of the
antioxidant system maintained the ROS at levels that enabled the signaling for seed
germination. It is concluded that the germination of seeds of cultivars of the genus Urochloa
studied depend on ROS for germination signaling, and the seeds of the cultivar Cayana are
more sensitive to the reduction of these species and the activity of membrane NADPH
oxidases are the main generators of Signaling ROS for germination, with O3 being the main
ROS involved in this process.

Keywords: Cayana. Sabia. Marandu. NADPH oxidase. Superoxide anion. Physiological

dormancy.
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1. INTRODUCAO

A germinacao das sementes € um processo complexo que se inicia com a absor¢do de
agua e culmina com o surgimento do eixo embrionério, geralmente a radicula (BEWLEY et
al., 2013). A retomada do metabolismo durante a embebicdo de sementes produz espécies
reativas de oxigénio (EROs), como o peroxido de hidrogénio (H202), &nion superdxido (03) e
o radical hidroxila ("OH) (RAJJOU et al., 2012). Isso inclui a geragdo de EROs via NADPH
oxidases, catabolismo lipidico e B-oxidacdo nos glioxissomos, e respiracdo mitocondrial
(WOJTYLA et al., 2016; ISHIBASHI et al., 2017) como os principais sitios de geracdo de
EROs durante a retomada do metabolismo em sementes ortodoxas. Dessa forma, os niveis de
EROs aumentam controladamente em sementes embebidas. Na biologia de sementes, as
EROs tém sido sugeridas como moléculas sinalizadoras para a germinacdo de varias espécies
de plantas (EL MAAROUF-BOUTEAU et al., 2015; MA et al., 2016; LI et al., 2017). Apesar
de inimeros estudos sobre esse tema, o0 papel das EROs na sinaliza¢do para a germinacao de
sementes de gramineas tropicais, principalmente de forrageiras como as do género Urochloa,
ainda sdo insipientes nas pesquisas, o que dificulta a compreensdo e 0 manejo dos plantios.

As NADPH oxidases, também sdo conhecidas como homdlogos de oxidase da
explosdo respiratoria, sdo enzimas transmembranares que transportam elétrons por meio da
membrana plasmaética para reduzir o oxigénio ao 03, que logo é dismutado em H>O2 e O2
(HU et al., 2020). Essas proteinas tém sido consideradas pecas importantes na geracao de
EROs durante a germinacdo de sementes (SARATH et al., 2007; KAI et al., 2016;
ISHIBASHI et al., 2017). Os niveis de EROs podem ser alterados com aplicacdo de cloreto de
difenilenoioddnio (DPI), bloqueador da atividade de NADPH oxidase de membrana (HU et
al., 2020) ou é&cido ascérbico (ASA), antioxidante de amplo espectro e utilizagdo em células
vegetais, capaz de promover limpeza de EROs (BILSKA et al., 2019).

A geracdo controlada de EROs para a sinalizacdo da germinacdo necessita da atuacao
de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos como as enzimas superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR) e componentes
ndo enzimaticos como o acido ascorbico (ASA), glutationa (GRH) e fendis, que sdo
primordiais para alcangar o equilibrio entre a sinalizagdo oxidativa e o dano oxidativo
(WOJTYLA et al., 2016; BAILLY, 2019; KUMAR et al., 2021). Conforme discutido por
Bailly et al. (2008), os niveis de EROs devem estar dentro da “janela oxidativa” para garantir
a sinalizacao eficiente da germinacéo.

A maioria das espécies de gramineas forrageiras produz sementes com dorméncia

(RIBEIRO et al., 2019), como é o caso de U. brizantha cv. Marandu e das cultivares hibridas
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Cayana e Sabia, lancadas no ano de 2020 no mercado brasileiro de forrageiras. A presenca da
dorméncia fisiologica, além da fisica (FERREIRA, cap. 1), é um dos principais impedimentos
para a germinacao dessas sementes, além de dificultar sua comercializacdo. Em diferentes
espéecies de Poaceae a dorméncia fisiologica tem sido relacionada a impermeabilidade das
estruturas das sementes ao oxigénio (ABRANTES; MACHADO-NETO; CUSTODIO, 2020;
LV et al., 2017). Em estudos anteriores (FERREIRA, cap. 1) foi verificado que sementes
recém-colhidas de cultivares do género Urochloa exibem dorméncia fisiologica em diferentes
niveis e que para supera-la é necessaria reducdo da sensibilidade das sementes ao ABA, que é
proporcionado pelo armazenamento para as cultivares Cayana e Sabia. Por outro lado, a
germinacao das sementes armazenadas ndo aumentou com a aplicacdo exdgena de giberelina
ou inibidor de biossintese de acido abscisico. Todavia, ndo foi possivel investigar que fator
impulsiona a sinalizacdo para a germinacdo dessas sementes.

Assim, neste trabalho foi avaliado o envolvimento das NADPH oxidases de
membrana, uma das fontes de producdo de EROs, na sinalizacdo para a germinacdo de
sementes e averiguagdo da capacidade do H202 em favorecer a germinacéo das sementes de
trés cultivares de Urochloa. Portanto, a hipotese é que: (i) ASA e/ou DPI podem inibir a
germinacdo e H20. pode promové-la ou aumenta-la; (ii) as enzimas do sistema antioxidante
mantém o equilibrio das EROs o que possibilita a sinalizacdo para a germinagao pelos niveis
de H2O. enddgenos e (II) as NADPH oxidases alimentam a geracdo de EROs para
sinalizacdo da germinacdo das sementes de cultivares do género Urochloa. Essas informacdes
irdo promover melhor entendimento sobre a sinalizacdo da germinacdo das cultivares do
género Urochloa e contribuir para geracdo de tecnologias de melhorias no setor dessas

sementes.

2. MATERIAL E METODOS
Material vegetal e caracterizagéo inicial das sementes

Foram utilizadas sementes puras e recém-colhidas, com escarificagdo manual
(removidas a péalea, lema, gluma e tegumentos) de trés cultivares do género Urochloa, as
cultivares hibridas Cayana e Sabia [Urochloa brizantha (Hochst ex A. Rich) Staf x
U. ruziziensis R. Germ. & C. M. Evrard] e a U. brizantha cv. Marandu, produzidas no
municipio de Tesouro, Mato Grosso, Brasil em 2022/2023 e fornecidas pela empresa
Barenbrug do Brasil.

Inicialmente, foi realizada a caracterizacdo da qualidade inicial das sementes, sem

escarificacdo manual. Nestas foram observados o grau de umidade inicial de 9,5, 9,7 e 10,1%
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pelo método de estufa (BRASIL, 2009), 70, 86 e 94 % de viabilidade pelo teste de tetrazélio
(BRASIL, 2009), 57, 48 e 61% de germinacdo final para as cultivares Cayana, Sabia e
Marandu, respectivamente. Antes dos testes germinativos e da curva de embebicdo, as
sementes foram desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sédio 2,5% e detergente, por dez
minutos, e em seguida lavadas trés vezes em agua deionizada. As sementes foram utilizadas

no experimento subsequente durante os meses de setembro — outubro/2022.
Curva de embebicéo e determinacéo do tempo para aplicacdo dos tratamentos

Foram utilizadas quatro repeticdes com 25 sementes para cada cultivar. Inicialmente,
as sementes foram pesadas em balanca analitica de precisdo, acondicionadas em placas de
Petri, contendo duas folhas de papel de germinacéo esterilizados em estufa a 105 °C por 2 h e
umedecidos com solucdo aquosa de nistatina (0,5%) equivalente a 2,5 vezes a massa seca dos
papéis (VIEIRA et al., 2017). As placas foram mantidas em temperatura ambiente e as
pesagens foram realizadas apos 1, 2, 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 36, 48 h do inicio da embebicao.
A curva resultante foi utilizada como pardmetro para a identificacdo da fase Il. Pela
caracterizacdo da curva de embebicdo das sementes foi selecionado o tempo de 12 h para a

aplicagédo dos tratamentos (ANEXO A).

Aplicacdo de exdgena de H202 Acido ascorbico (ASA) e Cloreto de
difenilenoiodénio (DPI)

A solucdo de DPI foi preparada de acordo com Miiller et al (2009), sendo o reagente
dissolvido em dimetilsulfoxido (10 mM), previamente diluido em &gua deionizada. Este
solvente ndo influenciou negativamente a germinacdo, de acordo com pré-testes realizados.
Um experimento foi instalado para cada cultivar e os tratamentos foram: agua deionizada
(Controle), H202 (70 mM), ASA (200 mM) e DPI (70 puM). Essas concentrages foram
previamente testadas e as mais eficientes na promocdo ou inibicdo da germinagdo das
sementes estudadas foram utilizadas. As sementes foram colocadas em placas de Petri
contendo uma camada de papel de germinagdo, umedecidas em 5 mL dos tratamentos e
mantidas no escuro a temperatura de 25 °C durante 12 h. Apos a aplicacéo dos tratamentos as
sementes foram transferidas para placas de Petri contendo dupla camada de papel de

germinacado e submetidas ao teste de germinagéo.

Teste de germinacéo
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As placas foram mantidas em camara de germinagdo com temperatura alternada de 35-
20 °C luz/escuro (BRASIL, 2009), sob fotoperiodo de 8 h de luz e 40 uM fétons m2 s, A
germinacao foi avaliada diariamente até ndo ser observada protruséo da radicula (> 2 mm) por
trés dias consecutivos (10 dias). A partir dos dados de germinagdo, p6de-se determinar a
germinagdo acumulada, porcentagem de germinacdo final - %GF, indice de velocidade de
germinacao - IVG (MAGUIRE, 1962), tempo necessario para 50% das sementes germinarem
- Tso (FAROOQ et al., 2005). A viabilidade das sementes remanescentes foi avaliada por
meio do teste de tetrazélio (BRASIL, 2009).

Analises bioquimicas das sementes secas e embebidas

Sementes secas (antes da aplicacdo dos tratamentos) e embebidas (apos aplicacdo dos
tratamentos) foram acondicionadas em microtubos, congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80 °C até a realizacdo das analises.

A extracdo das enzimas do sistema antioxidante foi realizada utilizando 0,1g de
material fresco congelado de acordo com Biemelt; Keetman; Albrecht (1998), com
modificacdes, em que o macerado foi homogeneizado com 1,5 mL de tampdo de extracao (pH
7,8) contendo 100 mM de fosfato de potéssio, 0,1 mM de acido etilenodiaminatetracético
(EDTA), 10 mM de &cido ascérbico e 5% de polivinil pirrolidona (m/v), centrifugado duas
vezes a 13000 g por 10 min a 4 °C e o sobrenadante coletado foi utilizado nas analises
enzimaticas de superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e de glutationa
redutase (GR). Os teores de proteinas de cada amostra foram determinados pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976).

A atividade da SOD foi determinada pela quantidade de enzima capaz de inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) em 50%. O meio reacional continha fosfato de
potassio (50 mM; pH 7,8), L-metionina (14 mM), EDTA (0,1 uM), riboflavina (2 uM) e NBT
(75 pM), conforme descrito por Giannopolitis e Ries (1977). A reacdo foi conduzida em luz
fluorescente (15 W) por sete minutos. O meio de reagdo sem amostras também foi submetido
a iluminacdo. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 560 nm.

A atividade de APX foi medida em meio composto de fosfato de potassio (100 mM;
pH 7,0), &cido ascorbico (0,5 mM), H20. (0,2 mM) e o extrato enziméatico. A oxidagdo do
ascorbato foi realizada na leitura de 290 nm, seguindo o método de Nakano e Asada (1981). O
coeficiente de extingdo molar foi de 2,8 mM* cm™.

A atividade da GR foi determinada em meio contendo fosfato de potassio (50 mM; pH

7,8), glutationa oxidada (1 mM), NADPH (0,075 mM) e o extrato enzimatico, com a oxidacao
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do NADPH sendo monitorada a 340 nm. O coeficiente de extingdo molar foi de 6,22 mM™?
cm? (CAKMAK, STRBAC, MARSCHNER, 1993).

Os niveis de H,O, foram determinados conforme Velikova, Yordanov e Edreva
(2000), com modificacbes, em que 0,1 g de sementes secas e embebidas foram
homogeneizadas com 1,5 mL de Acido tricloroacético (0,1%). O extrato foi centrifugado a
12.000 g por 15 min a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado para a reagdo com tampao fosfato
de potassio (2,5 mM; pH 7,0) e iodeto de potassio (0,5 M). As amostras foram analisadas em
espectrofotbmetro com leitura de absorbancia em 390 nm e os niveis de H»O, foram

quantificados por meio de uma curva padréo.
Histolocalizagdo do anion superoxido (03)

A histolocalizacdo do anion superéxido foi realizada ao final da embebicdo das
sementes nos tratamentos metodologia descrita por Oracz et al (2012), com modificagdes.
Dez sementes por cultivar foram cortadas longitudinalmente com auxilio de pinca e bisturi e
imersas em tampdo TRIS-NaOH (10 mM; pH 7,0) com solucdo de azul de nitrotetrazolio (1
mM) por 30 minutos no escuro. As sementes foram entdo lavadas na solucdo tampdo TRIS-
NaOH e o anion superédxido foi visualizado como depdésitos de coloragdo azul escuro, em
seguida fotografadas.

Analise estatistica

Foram realizados experimentos independentes para cada cultivar. A normalidade dos
dados foi verificada por meio do teste Shapiro-Wilk e quando necessario os dados foram
transformados. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, considerando p < 0.05. A anlise dos dados foi realizada
com auxilio do pacote ExpDes.pt (FERREIRA et al. 2021) do software estatistico R, versdo
4.2.2 (R CORE TEAM, 2021).

3. RESULTADOS
Efeitos dos tratamentos nas caracteristicas germinativas

O porcentual de germinacdo das sementes de Urochloa foi reduzido em 59, 44 e 48 %
para as cultivares Cayana, Sabia e Marandu quando tratadas com DPI (Fig. 2A-C). O
tratamento com ASA reduziu em 13% a germinacdo final das sementes da cultivar Cayana,

em relacdo ao controle (Fig. 2A). Quanto a viabilidade das sementes remanescentes, foi
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observado que os tratamentos avaliados né&o influenciaram a morte das mesmas, para todas as
cultivares avaliadas (ANEXO B).

Figura 2 - Porcentagem de germinacdo acumulada (A-C), indice de velocidade de germinacéo
(IVG: D-F) e tempo necessario para 50% das sementes germinarem (Tso: G-1) das
sementes de trés cultivares do género Urochloa embebidas em agua deionizada
(Controle), peroxido de hidrogénio (H202), cloreto de difenilenoiodonio (DPI) e
Acido ascorbico (ASA).
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Em relagdo ao IVG, observou-se que quando as sementes foram tratadas com DPI
houve reducéo drastica na velocidade de germinacdo em sementes de todas as cultivares do
género Urochloa avaliadas, porém quando as sementes foram tratadas com H.O, e ASA
houve aumento na velocidade de germinagdo em sementes das cultivares Cayana e Marandu,

diferindo do tratamento controle (Fig. 2D-F). Quanto ao Tso, foi observado aumento desta

T
]
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variavel quando as sementes das cultivares foram tratadas com DPI, diferiu do tratamento
controle.

Conforme mostrado na figura 3A-C, em sementes de todos as cultivares tratadas com
DPI houve menores acimulos de O; no embrido, quando comparadas com as sementes
embebidas nos demais tratamentos, observado pela coloracao azul escuro.

Figura 3 — Histolocalizagcdo de &nion superdxido (03) de sementes de trés cultivares do
género Urochloa embebidas em agua deionizada (Controle), perdxido de
hidrogénio (H20>), cloreto de difenilenoiodénio (DPI) e Acido ascorbico (ASA).

Cayana a .
Sabia . .

Marandu

Endosperma

Embrido

Controle  H,0, ASA DPI
Fonte: Do autor (2023).

Efeitos dos tratamentos nos niveis de perdxido de hidrogénio, proteinas solGveis

totais e na atividade das enzimas do sistema antioxidante

Em sementes secas foram observados maiores teores de proteinas sollveis totais em
relagdo as embebidas (ANEXO C). Os niveis de H202 foram menores quando as sementes
foram embebidas, diferindo das secas para todos as cultivares do género Urochloa avaliadas.
(Fig. 4A-C).
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Figura 4 — Niveis de H202 (A-C) e atividade enzimética da SOD (D-E), APX (G-I) e GR (J-L)
de sementes de trés cultivares do género Urochloa secas e embebidas em agua
deionizada (Controle), peroxido de hidrogénio (H203), cloreto de difenilenoioddnio
(DPI) e Acido ascorbico (ASA).
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Para as sementes das cultivares Cayana e Sabid houve maiores atividades da SOD
(Fig. 4D-E) quando essas foram tratadas com ASA, diferindo das sementes secas. Ja para a
cultivar Marandu, em sementes embebidas em agua deionizada, H202. e ASA houve aumento
na atividade da SOD, diferindo das sementes secas (Fig. 4F). Houve aumento da atividade da
APX nas sementes da cultivar Cayana embebidas em H;O2 e DPI (Fig. 4G). Foi também
verificado aumento da atividade da APX nas sementes da cultivar Sabia quando estas foram

embebidas em ASA, ndo sendo observada diferenca significativa com DPI (Fig. 4H). Ja em
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sementes da cultivar Marandu houve maior atividade da APX quando as sementes foram
embebidas em H20., ASA e DPI, diferindo das sementes secas e das embebidas em agua
deionizada (Fig. 4l).

Em sementes da cultivar Cayana foram observadas menores atividades da GR quando
as sementes foram embebidas em ASA, diferindo dos tratamentos controle e DPI (Fig. 4J). J&
em sementes da cultivar Sabid houve aumento da atividade da GR quando foram embebidas
com DPI, ndo diferindo do H20, e ASA (Fig. 4K). A atividade da GR também aumentou em
sementes da cultivar Marandu quando estas foram embebidas, diferindo das sementes secas
(Fig. 4L).
4. DISCUSSAO

As EROs tém sido relatadas por estarem envolvidas na sinalizagdo da germinagéo de
sementes (BAILLY, 2019). Os resultados observados nesta pesquisa sugerem que as EROs,
principalmente O; e o H20., podem regular a germinacdo das sementes das cultivares
analisadas de forma dependente de NADPH oxidase. As NADPH oxidases da membrana
plasmatica sdo enzimas importantes para a producdo de EROs, pois estas reduzem o oxigénio
molecular a 05 pela oxidagdo do NADPH (SAGI; FLUHR, 2006). Assim, a aplicagéo do DPI
nas sementes influenciou negativamente as caracteristicas germinativas das trés cultivares do
género Urochloa estudadas, provavelmente devido a reducéo da geracdo de anion superdéxido
no embrido, especialmente no escutelo, necessarios para sinalizacdo da germinacao. Isso esta
de acordo com a redugdo do acimulo do O; nos embrides das sementes nas cultivares
estudadas (Fig. 3A-C) e semelhante ao que foi relatado em sementes de outras
monocotileddneas, como cevada, arroz e milho quando tratadas com DPI (ISHIBASHI et al.,
2015; Ll etal., 2017; GUO et al., 2021).

Sementes secas produzem EROs de maneira continua e espontanea a partir de reagdes
ndo enzimaticas (BAILLY, 2019). De forma contraria, quando estas sdo embebidas, a geracao
das EROs muda do sistema ndo enzimatico para o enzimatico, estando relacionada,
principalmente com NADPH oxidases, glioxissomos e mitocondria (KUMAR et al., 2021; LI
et al., 2022). Dessa forma, os resultados elevados de H2O2 nas sementes secas das cultivares
estudadas sugerem que a producdo de EROs tem inicio logo apds a dispersdo dessas
sementes, e que a remogdo das estruturas ndo esteve relacionada com este acimulo, conforme
foi observado em sementes recem-colhidas de U. humidicola cv. Llanero, nas quais a remogéo
das estruturas também ndo acarretou aumento nos niveis de H20. (ABRANTES;
MACHADO-NETO; CUSTODIO, 2020).
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A reducéo dos niveis de H20> nas sementes embebidas, ocorreu em consequéncia da
eficiéncia dos sistemas enzimatico e ndo enzimatico em manter as EROs em niveis basais, o
que possibilitou a sinalizacdo para a germinacdo das sementes. Além disso, os dados de
germinacdo das sementes da cultivar Cayana, tratadas com ASA e DPI, sugerem que essa
cultivar seja mais sensivel ao H20> para germinar.

Como mencionado, as NADPH oxidases ndo sdo a Unicas vias de producdo de EROs
em sementes embebidas. Portanto, sugerimos que o aumento nas atividades das enzimas nas
sementes das cultivares estudadas, quando tratadas com DPI, ocorreu devido a geracdo de
EROs por outras vias de produgdo como a mitocondria e 0s glioxissomos. Enquanto o ASA,
por ser um antioxidante nao enzimatico, pode ter neutralizado diretamente as EROs (BILSKA
et al., 2019), e assim ter diminuido as EROs necessarias para sinalizacdo da germinacdo das
sementes da cultivar Cayana.

Em contraste com as cultivares hibridas, os dados de atividade da GR aumentaram
durante a germinacdo das sementes da cultivar Marandu ao passo que a atividade da APX
reduziu drasticamente. 1sso sugere que as sementes dessa cultivar possuem respostas
bioquimicas diferentes das cultivares hibridas quando sdo embebidas, o que pode favorecer a
germinacao.

De acordo com os dados da caracterizacgdo inicial das sementes, parte da populacéo
das sementes das cultivares Cayana e Sabia tinha superado a dorméncia fisiologica. Assim, a
retirada das estruturas das sementes auxiliou na liberacdo da dorméncia, aumentando de
maneira consideravel a germinabilidade. Isso € consistente com outras pesquisas realizadas
em sementes de espécies do género Urochloa (AJALA-LUCCAS et al., 2018; ABRANTES;
MACHADO-NETO; CUSTODIO, 2020; LIU et al., 2022). Dessa forma, acreditamos que as
estruturas que envolvem as sementes das cultivares investigados é uma barreira fisica a

germinacdo das sementes além da dorméncia fisioldgica.
5. CONCLUSOES

As sementes das cultivares do género Urochloa estudadas dependem das EROs para a
sinalizacdo da germinagdo, sendo que as sementes da cultivar hibrida Cayana sdo mais
sensiveis a reducdo dessas EROS.

A atividade das NADPH oxidases de membrana séo as principais geradoras de EROs
de sinalizacdo para germinacdo das sementes de Urochloa avaliadas, sendo o O3 a principal

EROs envolvida nesse processo.
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ANEXOS
ANEXO A - Curva de embebicéo de sementes de cultivares do género Urochloa.
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As barras sdo médias + erro padrdo. Fonte: Do autor (2023).
ANEXO B - Viabilidade das sementes remanescestes de cultivares do género Urochloa

embebidas em agua deionizada (Controle), peroxido de hidrogénio (H202),
cloreto de difenilenoioddnio (DPI) e Acido ascorbico (ASA).

Viabilidade das sementes remanescentes (%)

Tratamentos Cayana Sabia Marandu
Controle 0 92 67
H>0» 75 0 50
ASA 65 88 60
DPI 86 63 60

Fonte: Do autor (2023).
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ANEXO C - Proteinas soluveis totais de sementes de cultivares do género Urochloa
embebidas em agua deionizada (Controle), peroxido de hidrogénio (H202),
cloreto de difenilenoioddnio (DPI) e Acido ascorbico (ASA).
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A manutencdo da dorméncia das sementes recém-colhidas das cultivares investigadas
de Urochloa depende da sensibilidade das sementes ao ABA, pois a utilizacdo de GA
exogeno ndo aumentou a germinacdo dessas sementes. Os resultados obtidos ao longo do
armazenamento revelaram que a sensibilidade ao ABA foi superada apdés 131 dias para as
cultivares Cayana e Sabia e ap6s 78 dias para a cultivar Marandu.

Observou-se que fluridone pode ser uma alternativa para a superacdo da dorméncia
nas sementes recém-colhidas, porém seu efeito tardio nas plantulas pode inviabilizar seu uso
para este fim, sendo necessarios outros estudos que visem investigar se plantulas provenientes
de sementes tratadas com FLU sdo capazes de produzir plantas bem desenvolvidas em
condi¢des ambientais.

As sementes das cultivares estudadas ndao adquiriram dorméncia secundaria no banco
de semente no solo. Dessa forma, se faz necessario que em pesquisas futuras seja investigado
esse tipo de armazenamento afim de avaliar se sementes de diferentes cultivares do género
Urochloa adquirem ou ndo dorméncia secundaria frente a influéncia de fatores ambientais.
Estudos sobre esse assunto ainda séo incipientes na literatura para essas espécies vegetais,
especialmente para cultivares hibridas. Acrescenta-se aqui estudos sobre a influéncia da luz
para a germinacdo das sementes das cultivares estudadas, uma vez que a emergéncia de
plantulas ocorreu ap6s enterramento das sementes para a simulacdo do banco de sementes.

A sinalizagdo para a germinagéo das sementes investigadas foi promovida pelas EROs,
especialmente o0 05, uma vez que a reducdo dos niveis dessa espécie reativa, ocasionada pelo
DPI, reduziu a germinacdo das sementes. Além disso, reafirmamos com esta pesquisa que as
sementes das cultivares do género Urochloa apresentam dorméncia combinada (fisioldgica e
fisica), visto que os dados de germinacdo das sementes escarificadas e armazenadas foram
maiores do que as sementes intactas. Assim, a germinacdo maxima em sementes armazenadas
(sem dorméncia fisioldgica) é obtida quando as estruturas que as recobrem sdo removidas

(dorméncia fisica) (Fig. 1).
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Figura 1 — Resumo gréfico do mecanismo de superagdo da dorméncia de sementes de trés
cultivares do género Urochloa proposto neste estudo.

e ‘:{“‘a\ Anos de
" produgio
N TRNY WAL, O 0 O N2 Fisiologica
1 i N o, \)’ /
— ‘ " Dorméncia S8
CH, L. q
| . Fisica
. L Fluridone
Pigmentos fotossintéticos :
—_

Recém-colhidas

- BN Sensibilidade Armazenamento
131 dias AN _— | Armazenamento —_—
N ao ABA I Seco Banco de sementes no solo
Cayana l :
Sabia Nio

3 adquirem
Anefes, — EROsl— 0;

£

’v DPI

Legenda;====f [nibe: --?--> suposicdes: —» comprovadas: ===+ inibidor do ABA. Fonte: Do
autor (2023).

Dorméncia
Secundaria

Neste estudo, ao serem avaliados lotes produzidos em diferentes anos, observou-se
que os anos de producdo interferiram no nivel de dorméncia e na sinalizacdo para a
germinagdo. Os niveis de dorméncia em sementes das cultivares variaram com 0s anos de
producédo e conforme o agrupamento hierarquico houve formacdo de trés grupos: Grupo 1 —
Marandu 2021; Grupo 2 — Sabia e Marandu 2022 e o Grupo 3 — Sabia 2020/2021 e Marandu
2020. Em que, os grupos se diferem entre si, conforme o comportamento das variaveis (Fig.
2). Nos primeiros anos de produgdo avaliados, as cultivares hibridas Cayana e Sabia
apresentaram dorméncia mais profunda que nos ultimos anos, assemelhando-se as respostas
germinativas de Marandu, a cultivar com menor nivel de dorméncia. Dessa forma, é
necessario investigar a influéncia dos fatores ambientais durante a formacgdo das sementes e
dispersdo nos atributos germinativos dessas. A compreensdo deste fenbmeno oferecera

subsidios para 0 manejo das espécies em campo.
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Figura 2 - Analise de agrupamento hierarquico com a formacao de grupos com base nos dados
de precipitacdo (mm — PREC), temperatura média (°C - TEMP), umidade média do
ar (% - UMI), porcentagem final de germinacéo (% - GERM), indice de velocidade
de germinacéo (IVG) e de viabilidade ao final do teste de germinacdo (% - TZ) de
sementes de duas cultivares do género Urochloa.
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Fonte: Do autor (2023).

Para a analise de componentes principais das cultivares Sabia e Marandu, avaliadas
durante os anos de 2020, 2021 e 2022, foram necessarios dois componentes principais (PC1 e
PC2), para discriminar aproximadamente 84% da variancia total em que o PC1l foi

responsavel por 42,3% e o segundo, PC2, por 39,1% das varia¢des dos dados (Fig. 3).

Figura 3 — Autovetores, grafico biplot por meio da analise de componentes principais dos
dados de precipitacdo (mm — PREC), temperatura média (°C - TEMP), umidade
média do ar (% - UMI), porcentagem final de germinacéo (% - GERM), indice de
velocidade de germinacdo (IVG) e de viabilidade ao final do teste de germinacgéo
(% - TZ) de sementes de duas cultivares do género Urochloa.
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Fonte: Do autor (2023).

Os dados climaticos e as caracteristicas germinativas (%GF, IVG e de viabilidade ao
final do teste de germinacdo) das sementes para o grupo Il apontaram que quanto maior a
temperatura e umidade média do ar menor a viabilidade das sementes ao final do teste de
germinacdo (menor dorméncia), enquanto para o grupo Il quanto maior a precipitacdo menor
a germinacdo e o IVG (maior dorméncia). Logo, ha indicios que durante a producdo das
sementes dessas cultivares esses fatores ambientais influenciam no nivel de dorméncia. No
entanto, sdo necessarios outros estudos para confirmarem essa hipotese.

De forma pratica e aplicavel, os resultados aqui apresentados evidenciaram que 0
armazenamento € indispensavel para a superacdao da dorméncia fisioldgica nas sementes das
cultivares investigados. Uma alternativa para as empresas de sementes de cultivares do género
Urochloa para armazena-las e dispor destas sementes durante o ano todo, para atender o
mercado consumidor, seria instalar diversas camaras frias com diferentes temperaturas e

umidade.



