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Resumo

BAHRY, Carlos André. Expressao relativa de genes, caracterizacdo quimica e
estrutural de tegumentos e desempenho de sementes de soja com
caracteristicas contrastantes. 2014. 130f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2014.

O tegumento da soja atua como modulador das interacdes entre as estruturas
internas das sementes e o meio externo, sendo vital para a qualidade destas. Para
tanto, buscou-se estudar melhor essa relacdo através da realizacdo de quatro
ensaios. No Ensaio 1 se avaliou a expressdo de oito genes possivelmente
relacionados com a qualidade das sementes e expressos nos tegumentos; no
Ensaio 2 determinou-se composicdo quimica dos tegumentos; no Ensaio 3 se
analisou a estrutura interna dos tegumentos; e, no Ensaio 4 avaliaram-se as
caracteristicas fisicas e fisiol6gicas das sementes. Foram utilizados quatro genétipos
de soja contrastantes para as caracteristicas de tegumento, dois de tegumentos
amarelos, BMX Poténcia RR e CD 202, e dois de tegumentos pretos, TP e IAC. A
expressdo relativa dos genes VINV1, SCB1, SCS1, SBP, LEGINSULIN, CHIAL,
SGF14c e CHS8* foi avaliada pela técnica gPCR, em sete fases de desenvolvimento
dos tegumentos, aos 25, 30, 35, 40, 45, 50 e 55 dias ap6s a antese. Quanto a
composi¢cdo quimica dos tegumentos determinou-se a concentracdo de compostos
fendlicos, potencial antioxidante, antocianinas, carotendides e lignina. Para a
caracterizacao estrutural dos tegumentos realizaram-se cortes anatdmicos destes
em microtomo, sendo a documentacdo dos resultados realizada pela captura de
imagens em microscopio. A qualidade das sementes foi avaliada pelos testes de
germinacao e primeira contagem, com e sem imersao das sementes; comprimento
de plantula, com e sem imersdo; emergéncia em solo; indice de velocidade de
germinacdo e emergéncia; velocidade de emergéncia; condutividade elétrica; massa
de mil sementes; massa dos tegumentos; razdo entre a massa dos tegumentos e a
massa das sementes; tamanho das sementes; embebicéo; e, protrusao radicular. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey nos Ensaios 1, 2 e 4. No Ensaio 4, em relacdo a embebicao das sementes
aplicou-se analise de regressdo. Os genes VINV1, SCS1, SBP e LEGINSULIN
expressam-se mais nas fases iniciais de desenvolvimento dos tegumentos de BMX
Poténcia RR e, o gene CHSS8*, nas fases finais deste mesmo gendtipo. Os genes
SCB1 e SGF14c expressam-se mais nas fases iniciais de desenvolvimento dos
tegumentos de CD 202 e, o gene CHIAL, nas fases finais. As concentragfes de
fendis, antioxidantes, antocianinas, carotendides e lignina s&o maiores nos
genotipos de tegumentos pretos. Estes também possuem a camada palicadica e as
células em ampulheta mais espessas que o0s tegumentos amarelos. Gendtipos de
tegumentos pretos, em especial o IAC, apresentam maior qualidade fisiolégica. BMX
Poténcia RR possui maior hidratacdo de suas sementes em relacdo aos outros
genotipos nas primeiras horas de embebicdo e TP, a menor; contudo, este ultimo e
IAC apresentam protrusdo radicular mais rapida. A concentracdo de lignina nos
tegumentos né&o influencia a hidratagéo das sementes de soja.

Palavras-chave: tegumentos contrastantes, genes alvos, lignina, camada
palicadica, qualidade fisioldgica.



Abstract

BAHRY, Carlos André. Relative genes expression, chemical and structural
characterization of seed coats and soybean seeds performance with
contrasting traits. 2014. 130p. Thesis (Doutorado em Ciéncias) — Programa de
Pé6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2014.

Soybean seed coats perform as a modulator of the interactions between internal
structures of seeds and the external environment, which are vital for its quality. In
order to perform a deeper study, four tests were performed. In Test 1, the expression
of eight genes was evaluated, possibly related to the quality of the seeds, and
express on the seed coats; on Test 2, the seed coats chemical composition was
determined; on Test 3, the internal structure of seed coats was analyzed and on Test
4, physical and physiological traits of seeds were evaluated. Four contrasting
soybean genotypes were used for the seed coat traits, two yellow seed coats, BMX
Poténcia RR and CD 202, and two black seed coats, TP and IAC. The relative
expression of the genes VINV1, SCB1, SCS1, SBP, LEGINSULIN, CHIA1, SGF14c e
CHS8* was evaluated through the gPCR technique in seven phases of seed coat
development, on the 25, 30, 35, 40, 45, 50 and 55 days after anthesis. Concerning
the chemical composition of the seed coats, the phenolic compounds concentration,
antioxidant potential, anthocyanin, carotenoids and lignin were determined. For the
structural characterization of the seed coats, two anatomic cuts of these in microtome
and the documentation of the results were performed by the capture of images on the
microscope. Seed quality was evaluated by the germination test and first counting,
with and without immersion of the seeds; seedlings length, with and without
immersion; emergence in soil; germination and emergence speed index, emergence
speed; electric conductivity; a thousand seeds mass; seed coats mass; seed coats
mass and seed mass ratio; size of the seeds; imbibitions; and radicle protrusion.
Data were subjected to variance analysis and the means compared by the Tukey test
on Tests 1, 2 and 4. On Test 4, concerning seed imbibition, a regression analysis
was performed. Genes VINV1, SCS1, SBP and LEGINSULIN are more expressed in
the early stages of development of the seed coats BMX Poténcia RR and the gene
CHS8* in the final stages of the same genotype. The SCB1 and SGF14c genes are
more expressed in early stages of development of the seed coats CD 202 and the
CHIAL gene in the final stages. The phenol concentration, antioxidants, anthocyanin,
carotenoids and lignin are higher in the black seed coat genotypes. These also have
a palisade layer and thicker hourglass cells than the yellow seed coats. Black seed
coats genotypes, specially the IAC presented a higher physiological quality. BMX
Power RR has higher seed hydration in comparison to the other genotypes on the
first imbibition hours while TP has the lower; however, the latter and the IAC show
radicle protrusion more fast. The lignin concentration in seed coats does not
influence soybean seeds hydration.

Keywords: contrasting seed coats, target genes, lignin, palisade layer, physiological
quality.
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1. Introducéo geral

No Brasil, a area explorada comercialmente com a cultura da soja na safra
2013/2014 foi de aproximadamente 30 milhdes de hectares, com uma producao de
mais de 86 milhdes de toneladas (CONAB, 2014).

Os dados divulgados pela Conab (2014) refletem o excelente momento em
gue se encontra a cadeia produtiva brasileira da soja: com aumento de area em
relacdo as safras anteriores; incremento de produtividade, pelo emprego de
tecnologias adequadas; e, melhor remuneragcdo aos agricultores, motivada pelo

cambio e pelo preco pago pelo grao.

Diante desse cenario promissor, observado no Brasil, o setor de sementes
merece ser lembrado como um dos pilares desse sucesso da cadeia produtiva da
soja, sendo um dos pré-requisitos para se iniciar uma lavoura com qualidade e com
potencial produtivo elevado, a utilizagcdo de sementes comerciais e de procedéncia
garantida, pois é através destas que as inovacdes tecnoldgicas e os ganhos
genéticos devido ao melhoramento chegam aos agricultores (FRANCA-NETO et al.,
2000; SANTOS et al., 2007).

Apesar dos avancos obtidos ao longo dos anos na area de ciéncia e
tecnologia de sementes, alguns estudos tém mostrado que a qualidade fisioldgica
das sementes de soja, provenientes de determinadas regifes, tem sido
comprometida pelos elevados indices de deterioragcdo por umidade e ruptura do
tegumento associada aos danos mecanicos na colheita e pos-colheita (COSTA et
al., 2001; CARRARO & PESKE, 2005).

Estes danos por deterioragcdo estdo relacionados ao periodo de
armazenamento a campo que as sementes de soja ficam submetidas apos a

maturidade fisiologica, estando expostas as flutuacées de umidade do ambiente
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(CARRARO & PESKE, 2005); sendo considerado um dos principais fatores que
promove a reducdo da qualidade das sementes (FRANCA-NETO et al., 2000). Ja os
danos mecanicos se devem, além de fatores intrinsecos da semente, aos diferentes
fatores que atuam durante todo o processo de producdo, beneficiamento e
armazenamento, como a colheita das sementes muito secas, colhedoras e
maquinas de beneficiamento mal reguladas, dentre outros (FLOR et al., 2004;
HENNING, 2007).Trabalhos desenvolvidos no sentido de melhorar a qualidade das
sementes de soja tém encontrado no tegumento algumas respostas que podem
contribuir para minimizar os problemas relacionados a essa questdo (MA et al.,
2004; SANTOS et al., 2007; SHAO et al., 2007; MENEZES et al., 2009; MERTZ et
al., 2009; RANATHUNGE et al., 2010).

O tegumento atua como uma protecdo contra fatores bidticos e abioticos apds
a maturidade fisioldgica, contribuindo para a manutencao da qualidade fisioldgica e
para a longevidade das sementes de muitas espécies, dentre as quais a soja. A
maior ou menor suscetibilidade do tegumento da soja aos danos mecéanicos pode
estar associada ao seu teor de lignina, enquanto que sua longevidade e o grau de
deterioragdo no campo tém sido relacionados a permeabilidade do tegumento
(ALVAREZ et al.,, 1997; SOUSA & MARCOS-FILHO, 2001; FLOR et al., 2004,
CAPELETI et al., 2005).

Alguns pesquisadores tém constatado que os tegumentos de coloragéo
escura (marrom e preta) apresentam semi-permeabilidade, maior espessura da
epiderme, taxas menores de embebicdo, maior resisténcia a deterioracdo e maior
conteudo de lignina em comparagcdo as cultivares tradicionalmente cultivadas, de
tegumentos amarelos e permeéaveis (PESKE & PEREIRA, 1983; TAVARES et al.,
1987; SANTOS et al., 2007; MERTZ et al., 2009), sendo assim, de interesse para a
pesquisa (ANDRADE, 2012).

Diante dos resultados promissores obtidos até entdo, fica evidente a
necessidade de aproximacdo dos programas de melhoramento genético da soja com
0s pesquisadores da area de ciéncia e tecnologia de sementes, visando desenvolver
cultivares, além de mais produtivas, com melhor qualidade de sementes, por meio
da utilizacdo de técnicas de biologia molecular aliadas a bioinformatica. Essas

ferramentas permitem a identificacdo de genes especificos que atuam nas diversas
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funcdes exercidas pelos tegumentos de sementes de soja, bem como a avaliacéo do
nivel de expressao de diferentes genes quanto as caracteristicas de interesse de
cada programa (HENNING et al., 2009; MERTZ et al., 2009; MERTZ, 2010;
RANATHUNGE et al., 2010; MONZON, 2012).

Assim, a caracteristica de semi-permeabilidade dos tegumentos pode ser
utilizada nos programas de melhoramento de soja sendo incorporada as cultivares

de alta produtividade, visando a qualidade das sementes (HENNING et al., 2009).
Baseado no exposto, o presente estudo teve como objetivos:

Avaliar a expresséao relativa de oito genes alvos, possivelmente envolvidos
com a qualidade das sementes, em quatro gendétipos de soja contrastantes para as

caracteristicas de tegumento.

Determinar a concentracdo de compostos fendlicos, potencial antioxidante,

antocianinas, carotendides e lignina nos tegumentos dos genétipos contrastantes.

Analisar a estrutura interna dos tegumentos de quatro genétipos contrastantes

para verificar a distribuicdo das camadas de células que os compdem.

Avaliar as caracteristicas fisicas e fisiolégicas das sementes dos genétipos

contrastantes para as caracteristicas dos tegumentos, por meio de diferentes testes.
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2. Revisao de literatura

2.1. Caracteristicas dos tegumentos e a qualidade das sementes de soja

Os atributos genéticos, fisicos, fisiologicos e sanitarios que conferem a
qualidade das sementes (KRZYZANOWSKI, 1998) podem ser considerados, em
grande parte, dependentes dos tegumentos (SILVA, 2003).

O tegumento da soja € o modulador das interacdes entre as estruturas
internas da semente e o meio externo. Ele atua na preservacédo da integridade da
semente, protegendo o embrido e tecidos de reserva contra o ataque de pragas,
incidéncia de doencas, danos mecanicos, deterioracdo e, também, modulando as
trocas gasosas com o ambiente e a absor¢cdo de agua, em especial durante o
processo de germinacdo (PESKE & PEREIRA, 1983; POPINIGS, 1985; BASKIN et
al., 2000; SOUSA & MARCOS-FILHO, 2001; BASKIN, 2003).0 tegumento também
exerce funcdo especial quanto ao fornecimento de nutrientes para o embrido,

durante o desenvolvimento da semente (WEBER et al., 2005).

2.1.1. Permeabilidade dos tegumentos de sementes de soja

As sementes de soja podem apresentar trés tipos de tegumentos quanto a
sua permeabilidade; o permeéavel, o semi-permeavel e o impermeavel, prevalecendo
os dois primeiros. O tegumento permeavel apresenta, normalmente, coloracdo

amarela e tem como caracteristica principal a facilidade de embebicdo, enquanto
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que, o tegumento semi-permeavel é, normalmente, de coloragéo preta, e tem como
caracteristica a restricdo, em diferentes niveis, da embebic&o de agua pela semente
(HENNING et al., 2009). Segundo Ranathunge et al. (2010), o grau de
permeabilidade do tegumento pode variar dentro do mesmo gendétipo, independente

de sua coloracgao.

A permeabilidade do tegumento € uma caracteristica controlada por QTL’s
(Quantitative trait loci), sofrendo acéo direta dos fatores do ambiente de producao
(LIU et al., 2007). O cruzamento entre soja doméstica (tegumento permeavel) e soja
selvagem (tegumento impermeavel) demonstrou que um pequeno numero de
grandes QTL’s representa a maior parte da variagdo relacionada a permeabilidade
do tegumento (SAKAMOTO et al., 2004; LIU et al., 2007).

Na soja, a perda de agua pela semente € controlada por uma fina cuticula
externa, formada principalmente por polimeros de cutina, composta de uma
variedade de ceras, acidos graxos, terpenos, compostos fendlicos e proteinas (MA
et al., 2004; SHAO et al., 2007). Quando intacta, a cuticula funciona como uma
barreira para as trocas liquidas da semente (HEREDIA, 2003). Porém, a presenca
de fissuras nesta camada permite a passagem imediata de agua, o que pode ser
comumente verificado em sementes de soja com tegumentos permeaveis
(RANATHUNGE et al., 2010); podendo comprometer, dessa forma, a sua qualidade
(SOUSA & MARCOS-FILHO, 2001; CARRARO & PESKE, 2005).

O estudo de Ranathunge et al. (2010), desenvolvido com o objetivo de avaliar
a origem da permeabilidade do tegumento de sementes de soja, mostrou que esta
se deve a presenca de fissuras na cuticula, localizadas na regido oposta ao hilo da
semente. Esse resultado vem ao encontro do observado por Ma et al. (2004) e
Meyer et al. (2007), os quais verificaram que a semente de soja embebe agua
principalmente através de fissuras (1-5um de largura e 20-200um de comprimento)
na regido oposta ao hilo e ndo pelo préprio hilo ou pela micrépila. Ainda segundo
Meyer et al. (2007), foi verificado que sementes com tegumento duro apresentam
uma reducdo de cinco vezes na permeabilidade a agua quando comparadas as

sementes com tegumentos permeéveis.
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Além disso, Ranathunge et al. (2010) verificaram que todo o processo de
formagdo da cuticula € semelhante para a semente de soja com tegumento
permeavel e ndo permedavel, assim como o hilo e a micrépila sdo permeaveis até
determinada fase de desenvolvimento da semente, tornando-se apoés, impermeaveis
a agua.

Para verificar essa caracteristica do hilo, os autores (RANATHUNGE et al.,
2010) avaliaram a permeabilidade dessa estrutura em diferentes fases de formacao
das sementes de soja ap0s a antese, utilizando-se para isso uma solucdo com o
corante PTS (Trisodium, 3-hydrosy-5,8,10-pyrene trisulfonate). Segundo os
resultados, a entrada de &gua atraves do hilo apresentou uma diminui¢do ao longo
do tempo, cessando aos 75 dias apds a antese, verificando-se, nessa fase, a
formacdo de uma zona de abscisdo. Desde entdo, esse passou a ser impermeavel a

agua.

Ainda, verificou-se que a cuticula estd completamente formada antes de a
semente terminar a sua expansdo, o que provoca fissuras na regido dorsal da
semente em funcdo de pressdes hidrostaticas internas da mesma, promovendo
assim, a permeabilidade do tegumento. Ja nas sementes consideradas nao
permeaveis, verificou-se auséncia dessas fissuras na cuticula externa, atribuindo-se
tal resultado, a maior flexibilidade da cuticula do tegumento impermeéavel quando
comparado ao tegumento permeavel, no periodo em que a semente ainda esta em
expansdo. No entanto, este processo nao esta completamente elucidado
(RANATHUNGE et al., 2010).

Segundo Shao et al. (2007), a cuticula dos tegumentos semi-permeéaveis
contém maiores quantidades de acidos graxos hidroxilados, quando comparado aos
tegumentos permeaveis. Essa diferenca na composicdo da cuticula pode alterar a
sua resisténcia mecénica ou a integridade bioquimica, proporcionando uma
justificativa para as diferencas fenotipicas entre rachaduras cuticulares e a
permeabilidade & agua. A evidéncia experimental para tal explicacéo foi obtida pela
remocao destes acidos graxos presentes na cuticula, através da aplicacao de alcali
guente. Como resultado, verificou-se maior permeabilidade dos tegumentos semi-
permeaveis quando comparado ao proprio tegumento naturalmente permeavel.

Como a cuticula é um produto sintetizado e secretado pelas células da camada
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palicadica do tegumento, revela-se, neste caso, a importancia destas duas
estruturas para a permeabilidade dos tegumentos da soja.

Esse resultado vem ao encontro do que Qutob et al. (2008) constataram.
Segundo os pesquisadores, além da cuticula (MA et al., 2004), a permeabilidade do
tegumento da soja pode estar relacionada, também, a camada palicadica
subjacente. Neste caso, a referéncia foi em relacdo aos danos que a camada

palicadica sofreria pela formacéo de fissuras, no caso de sementes permeaveis.

Além de conferir a permeabilidade as sementes, a camada palicadica,
também conhecida como epiderme, € responsavel pela resisténcia mecénica dos
tegumentos, estando esta caracteristica relacionada a concentracdo de lignina
(ALVAREZ et al., 1997).

Algumas evidéncias quanto a flexibilidade da cuticula foram apresentadas por
Lépez-Casado et al. (2007) e Shao et al. (2007) em frutos de tomate e em sementes
de soja, respectivamente. Segundo os pesquisadores, a flexibilidade ou néo, da
cuticula externa do tegumento, esta relacionada a complexidade dos carboidratos
gue compdem a cutina, durante o processo de formacgédo do tegumento. Tudo indica
que a cutina, constituinte da cuticula e composta de carboidratos complexos
(ramificados) garante ao tegumento maior resisténcia a expansao interna da
semente ou fruto. Ja, quando a cutina € composta, na sua maior parte, por
carboidratos que nao formam ramificacBes, a resisténcia da cuticula é menor,
levando a formacao de fissuras do tegumento na regido dorsal da semente com o
processo de expansdo desta. Tais resultados ainda precisam ser mais bem
explorados, através de novas pesquisas, para se obter o total esclarecimento do

funcionamento desse processo.

Em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., a permeabilidade do tegumento da
semente tem sido atribuida as mutacdes dos genes LAC15 (LIANG et al., 2006) e
GPAT5 (BEISSON et al., 2007). O gene LAC15 esta, provavelmente, envolvido na
biossintese de lignina, resposta aos estresses (LIANG et al., 2006) e a manutenc¢éo
da estrutura da parede celular e sua integridade (RANOCHA et al., 2002). Por sua
vez, o gene GPAT5 atua na biossintese de suberina. Segundo Santos et al. (2007),
o processo de lignificacdo do tegumento é importante, conferindo resisténcia

mecanica ao tecido e protegendo a parede celular do ataque de microrganismos.
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Para Alvarez et al. (1997), um bom indicativo da resisténcia mecanica do tegumento
de soja é este apresentar valores superiores a 5% de lignina.

Estudo desenvolvido por Mertz (2007) evidenciou que existem outras
caracteristicas que conferem a permeabilidade dos tegumentos além da cuticula,
como apontado por Ma et al. (2004). Segundo a autora, caracteristicas como a
espessura das camadas da epiderme e hipoderme, a presenca de pigmentos e o
formato e organizacdo das células, também influenciariam na permeabilidade dos
tegumentos de soja. Esse resultado € importante, visto que a pesquisa bastante
detalhada realizada por Ranathunge et al. (2010), considerou trés genétipos com
niveis distintos de permeabilidade, mas ndo distintos em colora¢do, sendo os

mesmos de coloracdo amarela.

O tegumento semi-permeavel é uma caracteristica muito importante no que
concerne a suscetibilidade da semente a deterioracdo de campo, devido ao fato de
que esta tende a sofrer menos com o processo de flutuacdo de umidade do ar ap6s
a maturidade fisiolégica, proporcionando com isso, maiores chances de
sobrevivéncia as condicdes adversas do ambiente, com reduzida perda de qualidade
(PESKE & PEREIRA, 1983). O processo de deterioracao por umidade € irreversivel
e inexoravel, sofrendo variacdo em funcéo da espécie, das cultivares e, até mesmo,

entre sementes de um mesmo lote (ZIMMER, 2012).

Por serem higroscopicas, as sementes estdo sujeitas as flutuacdes de
umidade do ambiente, podendo ocorrer expansdes e contracdes sucessivas do seu
volume, as quais ocasionardao a formacao de rugas no tegumento, na regido oposta
ao hilo. Esse processo pode culminar com o rompimento do tegumento, assim como
dos tecidos embrionarios, prejudicando as membranas celulares, e comprometendo
a qualidade fisiolégica da semente. Além disso, essa deterioracdo torna as
sementes mais suscetiveis aos danos mecanicos e a infecgdo por microrganismos
(FRANCA-NETO et al., 2000).

Outro ponto positivo dos tegumentos semi-permeaveis € a sua menor
porosidade e a maior quantidade de cera, que entre outros fatores, tém influéncia
direta no tempo de armazenamento, maior resisténcia ao ataque de pragas e
doencas e menores danos por embebicdo, 0 que confere maior vigor as sementes
(SOUSA & MARCOS-FILHO, 2001).
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2.1.2. Coloragao dos tegumentos de sementes de soja

A coloracdo dos tegumentos também tem sido associada com diversas
funcdes junto as sementes. Segundo Webb et al. (1995), a coloracdo escura dos
tegumentos de soja tem contribuido para a tolerancia aos nematdéides formadores de
galhas. Mansur et al. (1998) também verificaram efeito positivo associado a
tolerancia a seca, quando a coloracdo escura se manifestava nas sementes de soja.
Contudo, a sua genética € bastante complexa, envolvendo varios genes que
controlam o acumulo de produtos como antocianinas e proantocianidinas (PALMER
et al., 2004).

Genes que controlam a cor da flor podem também influenciar a coloracdo do
tegumento da soja (ZABALA & VODKIN, 2005; BHARTIYA et al.,, 2011). Por
exemplo, o lI6cus que confere a cor purpura nas flores de soja codifica uma flavona-
3-hidroxilase que afeta a pigmentacéo das sementes com tegumento preto (ZABALA
& VODKIN, 2007). Porém, outros genes tém efeitos distintos sobre a flor e a
coloracdo do tegumento das sementes de soja, pois o ramo delfinidina da
antocianina predomina na flor, enquanto o ramo cianidina parece estar relacionado
com a cor do tegumento (ZABALA & VODKIN, 2007).

Os trés mais importantes loci que conferem a pigmentacédo dos tegumentos e
do hilo das sementes de soja sdo I, R e T. O I6cus | controla a distribuicdo do
pigmento no tegumento, enquanto que os loci R e T influenciam a sua cor
(CHANDLEE & VODKIN, 1989). Segundo Clough et al. (2004) e Tuteja et al. (2004),
o lécus | é responsavel por codificar um grupo de genes da chalcona sintase,
determinando a distribuicdo espacial da pigmentacdo do tegumento, sendo que o
gene | dominante é responsavel pela coloragcdo amarela da soja, havendo, nesse
caso, diminuicédo significativa dos niveis de mRNA dos genes da chalcona sintase no

tegumento.

Outro gene que influencia a pigmentacdo de sementes e também a
pubescéncia das plantas tem sido isolado e atribuido ao locus T. O alelo T
dominante codifica uma enzima funcional citocromo P450 correspondente a um
flavondide-3-hidroxilase (TODA et al., 2002; ZABALA & VODKIN, 2003). A relacéo
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entre a cor da pubescéncia e a do tegumento também foi observada por Vernetti &
Vernetti Junior (2009). Os autores mencionam que os alelos que controlam a cor da

pubescéncia (T), também influenciam a cor do tegumento.

A alteracdo do padrdo de hidroxilacdo do anel B do flavonoide ndo s6 pode
mudar a cor do tegumento como também a sua integridade. Uma combinacdo dos
alelos recessivos i e t resultam em defeitos no tegumento, como fissuras e fendas
profundas (ZABALA & VODKIN, 2003), que podem também ser causadas pelo nivel
de enchimento da semente, temperatura, dentre outros fatores (NAKAMURA et al.,
2003; BENITEZ et al., 2004; GITHIRI et al., 2007).

As respostas biolégicas atribuidas aos organismos vivos, neste caso as
sementes de soja com tegumentos contrastantes, sdo controladas por genes ou
conjunto de genes que apresentam expressao diferencial em determinada condi¢céo
ou tecido (HENNING, 2010). E, para obter a compreensdo necessaria deste
processo que ocorre em nivel de DNA, as ferramentas biotecnoldgicas séo

indispensaveis.

2.2. Biotecnologia aplicada a ciéncia e tecnologia de sementes

A contribuicdo da biotecnologia na area de sementes é inquestionavel.
Através dos estudos em nivel de DNA, com a aplicacdo de técnicas especificas, tem
sido possivel a geracdo de informacgdes relevantes para o entendimento de muitos
processos envolvidos com a qualidade das sementes, especialmente o0s
relacionados com tegumentos de sementes de soja contrastantes (CLOUGH et al.,
2004; TUTEJA et al, 2004; LIU et al, 2007; ZABALA & VODKIN, 2007
RANATHUNGE et al., 2010).

Uma dessas contribuicdes veio da pesquisa realizada por Mertz (2010). No
estudo em questéo foi avaliada a expresséao diferencial de fragmentos de genes de
dois gendtipos de soja com tegumentos contrastantes quanto a permeabilidade e a
coloragdo, atraves da técnica AFLP (ZABEAU, 1993; VOS et al, 1995). A
pesquisadora prospectou sete fragmentos de genes diferencialmente expressos

entre 0s tegumentos e comparou 0S mesmos com sequéncias de bancos de dados
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publicos de DNA e proteinas e a literatura disponivel. Como resultado, observou-se
funcdes diversas das proteinas identificadas. Uma delas € um flavondide 3'-
hidroxilase, relacionada com a coloracdo do tegumento da semente e sua
integridade estrutural (MOISE et al., 2005). Também identificou-se uma
arabinogalactana (FLA14 - fasciclin-like arabinogalactan proteins - FLAS), que
provavelmente participa da regeneracéo da parede celular secundéria (FRIEDMANN
et al., 2007; HUANG et al., 2008; YANG et al., 2008). Além destas, outras proteinas
relacionadas a defesa contra patdégenos, estresses bidticos e abidticos, divisao
celular e crescimento de oOrgdos de plantas e fatores de transcricdo, foram
identificadas (GODOY et al., 2000; HE & GAN, 2004; TIAN et al., 2004; LI et al.,
2005; HU et al., 2009).

Monzon (2012) também realizou estudo com tegumentos de soja
contrastantes quanto a permeabilidade e a coloracdo. Com base nas descobertas
realizadas por Mertz (2010), a pesquisa em questdo teve foco na proteina FLA14,
gue de acordo como descrito anteriormente, provavelmente participa da sintese de
parede celular secundéaria (FRIEDMANN et al., 2007; YANG et al., 2008). O trabalho
objetivou gerar e validar iniciadores capazes de quantificar a expressao génica da
referida proteina em quatro gendétipos de soja, sendo dois de tegumentos pretos e
dois de tegumentos amarelos, aos 50 dias da sua formacgéo apds a antese. A técnica
utilizada foi a gPCR. Como resultado, verificou-se que a expressdo do gene FLA14
foi quantitativamente superior nos genétipos de soja de tegumentos pretos em
relacdo aos de tegumentos amarelos. Essa informacdo vai além da simples
expressao diferencial de um gene. A mesma vai ao encontro de diversas pesquisas
gue identificam na parede celular e na presenca de lignina uma forma de maximizar

a qualidade das sementes.

A qualidade das sementes esta relacionada a suscetibilidade do tegumento e
consequentemente a fragilidade da propria semente. Sementes com tegumentos
mais resistentes, os quais podem ser atribuidos ao maior contetdo de lignina, menor
porosidade e coloragéo preta, resistem mais aos danos mecanicos provocados pela
colheita e processos pos-colheita, apresentam menor deterioracdo de campo, maior
tolerancia ao ataque de pragas e doencas e maior longevidade (PESKE &
PEREIRA, 1983; TAVARES et al., 1987; ALVAREZ et al., 1997; SOUSA &
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MARCOS-FILHO, 2001; FLOR et al., 2004; TUTEJA et al., 2004; CAPELETI et al.,
2005; SANTOS et al., 2007; RANATHUNGE et al., 2010).

Com base nesses conhecimentos, a aplicacdo de técnicas de biologia
molecular aliadas as estratégias para modificacdo e entendimento do controle
genético do desenvolvimento do tegumento, propriedades e caracteristicas, podem
contribuir para a geragao de constituicdes superiores, refletindo na qualidade das
sementes produzidas (MIRANDA, 2008).

Seguindo essa linha, Henning (2007) realizou o cruzamento da cultivar de
soja CD 202 (tegumento amarelo e permeavel) com o gendtipo TP (tegumento preto
e semi-permeavel). Na populacdo gerada pelo cruzamento, o pesquisador construiu
um mapa genético do tegumento utilizando marcadores microssatélites (600
iniciadores), RAPD (50) e AFLP (64) e buscou comparar 0os marcadores
microssatélites utilizados na construgcdo do mapa com proteinas codificadas pelas
sequéncias ancoradas por estes marcadores no banco de ESTs da soja. Para a
construcdo do mapa foram utilizados 20 marcadores microssatélites, 2 RAPD e 11
AFLP, os quais formaram 13 grupos de ligacdo. Dos marcadores microssatélites
selecionados, quatro deles apresentaram homologia com o banco de ESTs
(sequéncias expressas marcadas) da soja, estando relacionados de forma indireta
com a qualidade das sementes.

Por exemplo, o marcador Satt070 apresentou homologia com o complexo F-
box, que de acordo com Kipreos & Pagano (2000), atuam na regulacdo do
crescimento do citoesqueleto, estando relacionado com a parede celular que confere
resisténcia ou suscetibilidade ao tegumento. O marcador Satt094 obteve homologia
com a enzima Phytoene synthase, a qual esta envolvida com a pigmentacdo do
tegumento (LICHTENTHALER et al.,, 1997). JA o marcador Satt424 apresentou
homologia com duas enzimas, a Isoflavone reductase, que atua na sintese de
flavondides e a Pinoresinol-lariciresinol reductase, que esta envolvida com a sintese
de lignina (HENNING, 2007).

Essa pesquisa revela a importancia, para o sistema produtivo como um todo,
da melhor relacdo que deve existir entre os programas de melhoramento da soja e

pesquisadores da area de sementes, buscando desenvolver cultivares com
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constiuicdes genéticas superiores, relacionadas a produtividade, resisténcia a
pragas e doencgas e também, a qualidade das sementes.

Como se pode observar, a pesquisa na area da biologia molecular associada
ao controle da qualidade das sementes tem evoluido rapidamente e, novas técnicas
tém-se mostrado Uteis na obtencdo de classes distintas de marcadores moleculares
(VASCONCELOS et al., 2010). Estes auxiliam na elucidacao dos fatores que afetam
a qualidade, a identificacdo e a preservacdo do material genético, permitindo o
monitoramento de todo o processo produtivo. Contudo, € necessario avancgar nas
pesquisas para se obter mais respostas quanto a expressao de genes que atuam no
tegumento das sementes, com reflexo direto na qualidade destas.

Assim, 0 uso de técnicas como a da Reacdo em Cadeia da Polimerase em
tempo real (QPCR) € uma alternativa, uma vez que as quantidades de mRNA
convertidos em cDNA e amplificados na reacédo podem ser monitoradas a cada ciclo
pela fluorescéncia emitida durante a reacédo (LOGAN et al., 2009). Com a finalizagéo
de cada ciclo, cada par de iniciadores sintetizam a sequéncia complementar,
aumentando de forma exponencial, enquanto as sequéncias mais longas acumulam-
se de uma forma linear, desde que as quantidades de DNA de partida estejam
apropriadas (ARGYROPOULOS et al., 2006).
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3. Material e métodos

3.1. Ensaio | - Expresséo relativa dos genes alvos

3.1.1. Obtencao do material vegetal

O experimento foi instalado em casa de vegetacao junto a Embrapa Clima
Temperado - Estacdo Terras Baixas (CPACT/ETB), localizada no municipio do

Capao do Leéo, Rio Grande do Sul.

Quatro gendtipos de soja contrastantes para as caracteristicas de tegumento
foram utilizados, as cultivares CD 202 (convencional) e BMX Poténcia RR
(transgénica) (Anexo A), ambas de tegumentos amarelos, permeaveis e
consideradas suscetiveis a deterioracdo, e os genoétipos TP e IAC, ambos de
tegumentos pretos, semi-permeaveis e mais resistentes a deterioragcdo (MERTZ,
2007).

As plantas foram cultivadas em baldes plasticos de 8,5 litros, tendo como
substrato solo de lavoura peneirado. Previamente a semeadura, misturou-se ao solo
uma formulacdo NPK 05-20-20. Além disso, as sementes foram inoculadas com
Bradyrhizobium japonicum, na forma de inoculante turfoso. Para cada gendétipo
foram semeadas seis sementes por vaso. ApOs a emergéncia procedeu-se 0

desbaste, deixando apenas duas plantulas por vaso.

O controle da umidade do solo foi realizado através de monitoramento diario,

aplicando-se agua quando necessario. Nos estadios vegetativos V4 e V8 (FEHR &
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CAVINESS, 1977) foram realizadas aplicacdes foliares de micronutrientes a base de
manganés, cobre e zinco (Mancozin, 250mL por hectare em cada aplicagdo). Além

de uma aplicacéo de enxofre em V8 (Thiotrac, 2L por hectare).

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado sendo
que, para cada genotipo, foram utilizadas cinco repeticdbes de duas plantas,
totalizando 20 unidades experimentais.

A semeadura foi sincronizada de forma que o florescimento dos gendétipos
fosse concomitante. Por serem cultivadas em casa de vegetacao, a interferéncia de
fatores ambientais sobre a expressdo génica nas plantas foi minimizada, quando
comparada ao cultivo em ambiente aberto (condicdo de campo), onde ha a
exposicao a maiores oscilacdes do ambiente edafoclimatico. Mesmo assim, a partir
da antese, realizou-se a marcacdo de flores, para que todas as sementes
amostradas estivessem na mesma fase de desenvolvimento. Foram realizadas sete
coletas de legumes em intervalos de cinco dias (25, 30, 35, 40, 45, 50 e 55 dias

apos a antese) para cada genotipo.

Imediatamente ap0s a coleta, as sementes, ainda nos legumes, foram
acondicionadas em caixa de isopor contendo gelo e transportadas ao Laboratério de
Sementes e Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas, onde os tegumentos
foram separados das sementes com o auxilio de laminas esterilizadas, tomando-se
o cuidado de manter o tecido vegetal livre de impurezas, sem nenhum resquicio de
cotilédones ou qualquer outro tecido que néo fosse tegumento. Depois de separados
das sementes, os tegumentos de cada genotipo foram armazenados em ultrafreezer,

a - 80°C, até o procedimento de obtencdo de RNA.

3.1.2. Extracdo de RNA

Previamente ao procedimento de extracdo e obtencdo do RNA dos
tegumentos de soja, realizou-se a esterilizacdo de todas as vidrarias, cadinhos,
pistilos e demais utensilios em autoclave, por 45 minutos a temperatura de 130°C.
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A extragao foi realizada em um mesmo momento para todos os tratamentos
(épocas de amostragem e genoétipos), em triplicata. Para tanto, procedeu-se
primeiramente a maceracdo das amostras de tegumento com nitrogénio liquido até
se obter 0,08 a 0,1g de tecido finamente moido, transferindo-o para microtubo com
volume de 1,5 mL e adicionando-se na sequéncia 500 puL de Concert Plant RNA

Reagent (Invitrogen™).

A solucédo foi homogeneizada com movimentos circulares leves e incubada
por cinco minutos a temperatura ambiente em posicdo horizontal para maximizar a
area de contato. Posteriormente procedeu-se a centrifugacdo, também em
temperatura ambiente, a rotacdo de 12.000 giros, por cinco minutos. O
sobrenadante, entéo, foi transferido para um novo microtubo, acrescentando-se 100
ML de NaCl (5M) e 300 uL de cloroférmio, realizando-se uma nova centrifugacéao,
esta com 12.000 giros por 15 minutos, a temperatura de 4°C. A fase aquosa
(superior), em torno de 450 pL, foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL,
acrescentando-se igual volume de isopropanol, deixando a solucdo, apos leve
homogeneiza¢cédo, em repouso por 10 minutos, a temperatura ambiente. Logo apos,
nova centrifugacao foi realizada, com 12.000 giros de rotacdo, por 10 minutos a 4°C.
ApOs esta etapa, o sobrenadante foi vertido, tomando-se o cuidado de manter o
pellet no microtubo. Adicionado 1 mL de etanol 75%, centrifugou-se esta solucao por
trés minutos a 12.000 giros e a temperatura ambiente. Ao término da centrifugacao,
manteve-se apenas o pellet no microtubo, acrescentando 25 uL de agua RNase-free
para solubilizar o RNA. Por fim, a solucdo contendo RNA permaneceu por 30

minutos a -20°C para a diluicAo completa do pellet.

ApoOs este procedimento, as amostras de RNA foram tratadas com DNase |
(Kit Deoxyribonuclease I, Amplification Grade -Invitrogen ™) e tiveram sua pureza e
integridade mensuradas através de eletroforese em gel de agarose a 1%, e atraves
de analises de absorbancia (260/280 nm), utilizando-se espectrofotometro NanoVue
(Plus Spectrophotometer). Depois de analisadas, as amostras foram armazenadas

em ultrafreezer a temperatura de - 80°C para conservacao até a proxima etapa.
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3.1.3. Sintese de cDNA

Antes da obtencdo do cDNA, as amostras de mRNA foram tratadas com a
enzima DNAse | (Invitrogen™), sendo estas padronizadas visando uniformizar sua
concentracdo, com base no calculo 1000/concentracdo de mRNA. Depois de
padronizadas as amostras de mMRNA, estas foram colocadas em microtubos de 1,5
mL, onde acrescentou-se 1 pyL de DNAse, 1 uL de 10 x DNase | Reaction Buffer e
agua DEPC (Diethylpyrocarbonate) até completar o volume de 10 uL. Em seguida, a
solucdo foi mantida em repouso a 25°C durante 15 minutos. Para inativar a DNAse
adicionou-se 1 pL de EDTA a solucdo, levando esta ao termociclador Techne,

modelo TC-412, por um periodo de 10 minutos a temperatura de 65°C.

Os cDNAs fita simples foram sintetizados por transcricao reversa utilizando a
enzima SuperScript 111° (Invitrogen™), conforme recomendacdes do fabricante. Para
tanto, adicionou-se 1 pL de OligoDT e 1 pyL de dNTP (desoxirribonucleotideos
fosfatados), retornando a solucao ao termociclador por 5 minutos a 65°C. Logo apos,
acrescentou-se 2 uL de RT Buffer, 4 yL de MgCl, (25 mM), 2 uL de DTT, 1 uL de
RNA out e 1 uL de Superscript 111®, levando esta solucdo ao termociclador por 50
minutos a 50°C. Ao término desta etapa, as amostras foram mantidas por 10
minutos a 25°C e, em seguida, foram incubadas novamente por 50 minutos a 50°C,

finalizando com extensdo de cinco minutos a 85°C.

Para avaliar a qualidade do cDNA obtido, foi realizada uma PCR semi-
guantitativa utilizando-se 6,25 pL de GoTaq® Green Master Mix; 2 yL de cDNA de
cada amostra; 2,75 yL de agua DEPC; e 2,50 pyL de B-actina (10 uM) como
normalizador; realizando-se a visualizagdo em gel de agarose (1%) corado com
brometo de etidio. A pureza e a integridade do cDNA também foram mensuradas

para garantir a qualidade do material utilizado.
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3.1.4. Selecao dos genes alvos

A selecdo dos genes alvos do estudo baseou-se na ampla revisdo sobre
formacdo de sementes e tegumentos realizada por Moise et al. (2005) e, também,
no trabalho realizado por Mertz (2007), que identificou fragmentos de genes em
sementes de soja com tegumentos contrastantes quanto a sua qualidade. Além
disso, se buscou junto aos bancos publicos de dados, como NCBI (National Center
for Biotechnology Information), outros genes possivelmente envolvidos com a

qualidade das sementes de soja.

Com base nessa pesquisa, selecionaram-se para o estudo oito genes alvos,

apresentados na Tabela 1.

3.1.5. Selecao dos genes normalizadores

A escolha dos genes normalizadores baseou-se no trabalho de Hu et al.
(2009). A partir dos resultados obtidos pelos pesquisadores, gquanto aos genes
normalizadores mais apropriados para a soja, optou-se pela escolha de cinco
normalizadores para serem testados preliminarmente, ACT11, SKIP16, UKN1, UKN2
e 3 ACTINA. Para a avaliacdo da estabilidade dos normalizadores, oito amostras
aleatérias de cDNA foram utilizadas, optando-se pelos dois normalizadores que

apresentaram menor variagdo de expressao nas mesmas (Anexo B).

3.1.6. Desenho dos iniciadores

Para o desenho dos iniciadores realizou-se uma busca pelas sequéncias de
ESTs das proteinas correspondentes aos genes indicados na Tabela 1 junto ao
banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os iniciadores (Tabela 1)

foram desenhados com auxilio do programa Vector NTI Advance 11.0
(INVITROGEN™, 2008), observando os parametros de temperatura de anelamento,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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tamanho do iniciador, percentagem de GC (40-60%), tamanho do fragmento
amplificado, auséncia de dimerizacdo e a inexisténcia de sitios secundarios de

anelamento.

Tabela 1 - Relacdo dos genes alvos, acessos e sequéncias dos iniciadores usados para a qPCR.

Gene/Acesso Sequéncia dos iniciadores

VINV1 Ss 5 TGGGTCAATGTGCTAGGCCACTGAA 3
(XM_003550543.1) AS 5 TGCTTGCAGGTTGCTGTGACCAAA 3’

SCB1 is 5 GTTGATGACAGCCAATGCTGCGTT &
(AF467554.1) ® 5 GATTGCTTTCGGCAAGGGAGTTCTT 3’

SCS1 Ss 5 TTCTCTGGGTTCGCAGCTCGTCTAT 3’
(NM_001251323) AS 5 GAGCTTCAGAATGGGGTCAGGGAA 3’

SBP Ss 5 GGAAAGCCGTGAAAGGGAAGAAGAA 3
(L06038.1) As 5 CCCGAATTCTGCCACCTTCAGTTT 3
LEGINSULIN Ss 5 GCCACTTCCACCATAATGTTCCCAA 3
(D17396.1) As 5 CCTCGAAAGGTGAACATGCACCATT 3’

CHIA1 Ss 5 CCTTCTTGGGGCCACAGCAGAA 3’

(AF202731) As 5 GGCTCTGGCAACCTTCTCCACAGTA 3
SGF14c Ss 5 CGAACGCTATGAAGAAATGGTGGAAGCA 3
(HM004361.1) As 5 GAAAGAATCCTCCACGAAGCCCTACG 3
CHS8* Ss 5 TCATTGATAGCATATGGATACCGAAGTTGATGGG 3’
(AY237728.1) As 5 CCACCGTCTACTACGACTGTTTGTTAGTTTG 3’

*Ss: senso; As: antissenso.

3.1.7. Otimizacao dos sistemas de amplificacao

3.1.7.1. Gradiente de temperatura de anelamento

Para verificar a temperatura de anelamento 6tima para cada par de
iniciadores foi realizado experimento utilizando gradiente de temperatura entre 50°C
e 60°C para os genes alvos e genes normalizadores. Os resultados qualitativos para
a presenca ou a auséncia de amplificacédo indicaram a temperatura de 60°C como a

temperatura 6tima.
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3.1.7.2. Parametros de ciclagem

Com base nos resultados do experimento para determinacdo da temperatura

Otima de anelamento, estabeleceram-se os seguintes parametros de ciclagem:

Pré-incubacao:

1x 95°C por 5 minutos

Amplificacéo:

45x 95°C por 10 segundos
60°C por 20 segundos
72°C por 20 segundos

Curva de Melting:

1x 95°C por 5 segundos
50°C por 1 minuto

98°C continuo (oito aquisicdes/grau)

Resfriamento:

1x 40°C por 10 segundos

3.1.7.3. Determinacao da concentracdo 6tima dos iniciadores

Para determinar a concentragéao final 6tima de cada iniciador (Anexo C) foram
realizadas andlises utilizando as concentragcbes de 100, 200 e 400 nM e as
recomendacdes de uso de Master Mix comercial, segundo informacdes detalhadas
na Tabela 2. Foi utilizada uma mesma amostra de cDNA para todos 0s ensaios, a

fim de permitir a comparacéo final dos resultados.
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Tabela 2 - Mistura de reacdo utilizada para determinar a concentracdo final de cada conjunto de
iniciadores.

100 nM 200 nM 400 nM

1X 1 1 1
MasterMix 2x 12,5 12,5 12,5 12,5
Agua 6,5 6,5 5,5 3,5
DNA 5 5 5 5
Total 23 24 23 21
Primer Mix (2,5 uM) 1 (100 nM) NA NA* NA
Primer Mix (2,5 uM) 2 (200 nM) NA NA NA
Primer Mix (2,5 yM) 4 (400 nM) NA NA NA

*ndo se aplica.

3.1.8. Avaliacéo de desempenho dos sistemas de amplificagéo

3.1.8.1. Curvas de dissociacao

Depois da quantificacdo relativa, verificou-se a qualidade do produto
amplificado por meio de curvas de dissociacdo no final da gPCR pelo aumento
progressivo da temperatura na reacdo (Anexo D). Assim, procedeu-se o calculo
relacionado a emissao da fluorescéncia, avaliando-se a especificidade analitica dos
iniciadores através da desnaturacéo do produto de PCR gerado.

3.1.8.2. Eficiéncia dos sistemas de amplificacéo

A eficiéncia para cada gene foi determinada através da realizacdo de uma
curva, com diluicdes seriadas de 1:3; 1:30; 1:300; e, 1:3000. Apés as diluicdes
seriadas foi possivel o calculo da eficiéncia através do Slope de cada curva (Anexo
E) seguindo a férmula abaixo (ZHAO & FERNALD, 2005):

E = |10 (—1/s|ope)|_1
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3.1.9. Célculo da expressao relativa (R)

A analise quantitativa de expresséo génica em tempo real dos genes alvos foi
realizada em equipamento Light Cycler 480 Instrument Il (96) (Roche Applied
Science®) usando-se SYBR® Green. Para a reacdo de amplificacao utilizou-se 12,5
ML de PCR Master Mix SYBR® Green, 2 uM de cada iniciador(10 mM), 5 uL de
cDNA (0,2 pug) e agua DEPC em quantidade suficiente para completar o volume final
de 25 pL.

As amostras foram alocadas em placas Opticas com 96 pocos (Roche Applied
Science®) e cobertas com adesivos Opticos (Roche Applied Science®). As
condi¢cBes de amplificacdo foram: desnaturacéo a 50°C por 2 minutos e, 95°C por 10
minutos, seguida de 40 ciclos de trés etapas (95°C durante 0,5 minutos, 57°C
durante 1 minuto e 72°C por 1 minuto) e, extensédo final a 72°C durante 5 minutos,

seguida de curva padrao de dissociacao.

No final dos ensaios de reacéao foi obtido o C4 (Quantification Cycle) (BUSTIN
et al., 2009) do aumento da fluorescéncia ocorrido durante os ciclos da reacdo. Os
dados oOpticos foram posteriormente analisados com auxilio do programa Light
Cycler® 480 Gene Scanning Software.

A expresséo relativa (R) dos oito genes alvos foi calculada baseando-se na
eficiéncia da amplificacdo (E) e no ciclo da PCR, em que se detectou o aumento da

fluorescéncia acima do sinal basal (PFAFFL, 2001).

Depois de obtidos os valores de Cy (BUSTIN et al., 2009) dos genes alvos,
estes foram normalizados a partir dos valores verificados no controle, adotando-se
para tal, a coleta de tegumentos realizada aos 25 dias apds a antese para o

gendtipo BMX Poténcia RR.

E gene aIvoACq (controle - amostra) R: express&o relativa

R= E: eficiéncia de amplificacao dos iniciadores

ACq (contole - amostra) Cqg: (Quantification Cyf:le) = ci_clo de RCR no qual
se detectou a fluorescéncia acima do sinal base do
equipamento.

E gene normalizador
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3.1.10. Procedimento estatistico

Os resultados de expressao foram avaliados no programa estatistico WinStat,
sendo os dados submetidos a andlise de variancia (Anexo F) e posteriormente
comparados por teste de médias, aplicando-se Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

3.2. Ensaio Il - Caracterizacdo quimica dos tegumentos

3.2.1. Obtencé&o do material vegetal

O material vegetal destinado a avaliacdo da composicdo quimica dos
tegumentos foi obtido junto ao experimento realizado para obtencdo de material
vegetal para analise de expressdo génica (Ensaio |), seguindo assim, o mesmo
delineamento experimental. No entanto, para essa etapa, foram colhidas as demais

sementes que nao foram utilizadas na etapa de expressao.

No momento da colheita, os legumes foram destacados manualmente e as
sementes coletadas da mesma forma, para preservar a integridade dos tegumentos.
Determinou-se a umidade das sementes obtidas, verificando-se ndo ser necessaria
a realizacdo de secagem artificial, sendo entdo realizada a embalagem e

armazenamento em camara fria (15°C e 60% UR) por cinco meses.

Para a determinagdo da composi¢cao quimica das sementes, 0s tegumentos
foram separados das sementes com auxilio de bisturi, até obter quinze gramas de
tegumentos para cada genotipo. Com excecdo da determinacdo de lignina, onde se
utilizou cinco gramas de tegumentos puros, foram utilizados para os demais testes

2,5 gramas por genotipo, divididos em cinco repeti¢oes.
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3.2.2. Determinacédo de compostos fendlicos totais dos tegumentos

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método adaptado
de Swain & Hillis (1959), em que a leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 688nm e os resultados expressos em
mg de &cido galico.g™ de amostra.

3.2.3. Determinacédo do potencial antioxidante dos tegumentos

O potencial antioxidante foi determinado através do método utilizado por
Brand-Williams et al. (1995) que mede a capacidade de inibicdo do radical livre
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). Os resultados foram expressos em pmol,

equivalente a Trolox.g™ de amostra.

3.2.4. Determinacdo de antocianinas totais dos tegumentos

O teor de antocianinas totais foi determinado pelo método espectrofotométrico
adaptado de Lees & Francis (1995), sendo a leitura da absorbéancia realizada em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 520nm. O conteudo de antocianinas
no tegumento de cada gendtipo foi expresso em mg de cianidina-3-glicosideo.g™ de

amostra.

3.2.5. Determinacao de carotenodides totais dos tegumentos

O teor de carotendides totais foi determinado segundo método AOAC 970.64
(1990), sendo a leitura da absorbancia realizada em espectrofotdbmetro no
comprimento de onda de 460nm. O conteudo de carotendides foi expresso em ug 3-

caroteno.g™ de amostra.
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3.2.6. Determinacdao de lignina dos tegumentos

A lignina foi determinada a partir da fibra dos tegumentos em detergente
acido, adotando-se o método lignina “Klason”, segundo Van Soest (1967). Para tanto
foram utilizadas cinco gramas de tegumento puro para cada gendétipo, divididas em
cinco repeticbes de uma grama, sendo o resultado final expresso em percentagem

de lignina em relacdo a massa seca inicial da amostra de tegumentos.

3.2.7. Procedimento estatistico

Para andlise dos resultados obtidos em cada teste desse ensaio, visando
caracterizar quimicamente o0s tegumentos contrastantes, foi utilizado o programa
estatistico WinStat, sendo os dados submetidos a andlise de variancia (Anexo F) e
posteriormente comparados pelo teste de médias, aplicando-se Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.

3.3. Ensaio lll - Caracterizacao estrutural dos tegumentos

3.3.1. Andlise comparativa da estrutura interna dos tegumentos

Para verificacdo da distribuicdo de camadas de células pelo perfil dos
tegumentos dos quatro genotipos de soja contrastantes, duas amostras de
tegumentos inteiros de cada genotipo foram coletadas e fixadas em solugdo de
Karnovsky (KARNOVSKY, 1965 - modificado com a utilizagdo de tampao fosfato pH
7,2), desidratadas em série etilica ascendente e infiltradas em resina plastica (Leica
Historesin), segundo as instrugbes do fabricante. As amostras foram seccionadas
em microtomo rotativo manual (ANCAP) com navalha descartavel (Feather). As

secgOes com cinco micrometros de espessura foram coradas com azul de toluidina a
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0,05% (SAKAI, 1973), em tampéo fosfato e citrato (MCILVAINE, 1921), pH 4,5 e

montadas em resina sintética “Entellan” (Merck).

A documentacao dos resultados foi realizada através da captura de imagens a
partir de laminas usando camera Leica DC 300F acoplada ao microscépio Leica DM
LB.

3.4. Ensaio IV - Avaliacdo das caracteristicas fisicas e fisioldgicas das

sementes

3.4.1. Obtencé&o do material vegetal

O material vegetal destinado a avaliacdo da qualidade fisiolégica das
sementes foi obtido de plantas cultivadas em canteiros sob as mesmas condi¢cdes
edafocliméticas para os quatro genétipos.

No momento de colheita, os legumes foram destacados manualmente e as
sementes coletadas da mesma forma, para preservar a integridade das mesmas.
Determinou-se a umidade das sementes obtidas verificando-se ndo ser necesséria a
realizacdo de secagem artificial, sendo entdo realizada a embalagem e
armazenamento em camara fria (15°C e 60% UR) por cinco meses.

3.4.2. Teste de germinagéo e primeira contagem

Para o teste de germinacdo semearam-se oitocentas sementes de cada
genotipo, divididas em cinco repeticbes e quatro sub-repeticdes, em rolos de papel
filtro, umedecidos 2,5 vezes a sua massa com agua destilada. Os rolos, contendo as
sementes, foram acondicionados em germinador a 25°C durante oito dias, sendo
realizada no final do teste, a contagem de plantulas normais, com resultado
expresso em percentagem (BRASIL, 2009). A primeira contagem foi realizada

concomitantemente com o teste de germinacdo, realizando-se a contagem de
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plantulas normais aos cinco dias da instalacdo do teste, sendo o resultado expresso

em percentagem de plantulas normais.

3.4.3. Comprimento de plantula

O comprimento das plantulas foi determinado a partir das plantulas normais
provenientes da primeira contagem da germinacao, fazendo-se a leitura do
comprimento da parte aérea, da raiz e do total de cada plantula e realizando-se a
média dos valores obtidos em cada repeticdo. O resultado foi expresso em

centimetros.

3.4.4. Teste de germinacdo e primeira contagem de sementes submetidas a

imersdo em agua

Cinquenta sementes intactas de cada gendtipo, com umidade em torno de
12%, foram divididas em cinco repeticdes e acondicionadas em copos plasticos
contendo 75 mL de Agua deionizada e mantidas a 20°C por 24 horas. Depois desse
periodo procedeu-se a semeadura das sementes em rolos de papel filtro
umedecidos 2,5 vezes a sua massa com agua destilada, sendo alocados em
germinador a 25°C. Devido ao periodo de imersdo de 24 horas, as sementes ficaram
no germinador por sete dias. Ao término deste periodo avaliou-se a percentagem de

plantulas normais para cada genotipo, expressando-se o resultado em percentagem.

A primeira contagem foi realizada concomitantemente com o teste de
germinacao, realizando-se a contagem de plantulas normais aos quatro dias da

instalacao do teste, sendo o resultado expresso em percentagem.
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3.4.5. Comprimento de plantula com imers&o das sementes

O comprimento das plantulas foi determinado a partir das plantulas normais
provenientes da primeira contagem da germinacdo das sementes submetidas a
imersao prévia em agua, por 24 horas, fazendo-se a leitura do comprimento da parte
aérea, da raiz e do total de cada plantula e realizando-se a média dos valores

mensurados em cada repeticdo. O resultado foi expresso em centimetros.

3.4.6. Emergéncia em solo

Para a avaliacdo da emergéncia em solo foram semeadas 50 sementes de
cada gendtipo, divididas em cinco repeticfes, sendo cada repeticAo composta por
dois recipientes plasticos de 500 mL, com cinco sementes em cada. A contagem das
plantulas emergidas procedeu-se aos 14 dias da semeadura. O resultado foi

expresso em percentagem de plantulas normais emergidas.

3.4.7. indice de velocidade de emergéncia e velocidade de emergéncia

O indice de velocidade de emergéncia das plantulas foi realizado juntamente
com o teste de emergéncia em solo. As contagens das plantulas emergidas foram
realizadas diariamente, até estabilizagcdo da emergéncia. Em funcdo de ndo ser
realizado descarte das plantulas em cada contagem, obteve-se valor cumulativo.
Dessa maneira, o numero de plantulas emergidas, referentes a cada contagem, foi

obtido subtraindo-se do valor lido, o valor referente a leitura do dia anterior.

Consideraram-se como emergidas as plantulas que apresentavam o0s
cotiléedones ndo mais em contato com o solo. Com base no numero de plantulas
emergidas em cada leitura, calculou-se o indice de velocidade de emergéncia (IVE)
(MAGUIRE, 1962) e a velocidade de emergéncia (VE), de acordo com Edmond &
Drapala (1958).
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3.4.8. indice de velocidade de germinac&o

Para a determinacdo do indice de velocidade de germinacdo semeou-se dez
sementes de cada gendtipo por repeticdo, num total de cinco repeticbes, em caixas
tipo gerbox, tendo como substrato papel mata-borrdo umedecido 2,5 vezes a sua
massa com agua destilada. As sementes ficaram acondicionadas em germinador a
temperatura de 25°C durante todo o periodo de avaliacdo. As leituras foram
realizadas diariamente até estabilizacdo da germinacdo. Os célculos foram
realizados de acordo com Maguire (1962), corrigindo os valores para 100% de
viabilidade.

3.4.9. Condutividade elétrica

O teste de condutividade elétrica aplicado nas sementes foi o massal. Para
tanto, dez sementes intactas de cada genotipo, para cada repeticdo (de um total de
cinco), foram pesadas em balanca de precisdo de 0,0001g, colocadas em copos
plasticos contendo 75 mL de agua deionizada e mantidas a 20°C, por 24 horas.
Apéds, a condutividade elétrica da solucdo foi medida em condutivimetro Digimed
CD-20 e os dados obtidos, expressos em pS.cm™.g* de sementes.

3.4.10. Massa de mil sementes

A massa de mil sementes foi determinada, para cada genotipo, a partir da
contagem aleatéria de mil sementes, divididas em cinco repeticdes de duzentas
sementes, corrigindo o valor para 12% de umidade, sendo o resultado expresso em

gramas, de acordo com as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).
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3.4.11. Massa dos tegumentos

Determinada a partir da afericho da massa dos tegumentos retirados de
quinhentas sementes de cada gendtipo, divididos em cinco repeticdes de cem
tegumentos, em balanca de precisdo de 0,0001 g, sendo o resultado expresso em

gramas.

3.4.12. Razao entre a massa dos tegumentos e a massa das sementes

A partir da retirada dos tegumentos de quinhentas sementes, pesou-se em
balanca de precisdo de 0,0001 g, as duas partes separadamente, procedendo-se
entdo, a divisdo das massas para se obter a relacdo de massa entre tegumentos e

sementes.

3.4.13. Tamanho das sementes

O tamanho das sementes foi determinado a partir da retengdo destas no
conjunto de peneiras de didmetro variando de 3,5mm a 8,0mm, com intervalo de
0,5mm entre peneiras. Para tanto, utilizou-se toda a amostra de sementes
previamente pesada em balanca de precisdo (0,0001g), para cada genotipo, divida
em cinco repeticdes. Depois de agitar manualmente o conjunto de peneiras por trinta
segundos, procedeu-se nova pesagem para cada repeticdo, a fim de verificar a
guantidade de sementes retidas em cada peneira, convertendo o resultado final em

percentagem.

3.4.14. Embebic&o das sementes

O ganho de agua foi determinado em sementes dos quatro gendétipos com
tamanho padronizado, retidas em peneira 5,5-6,0. Utilizaram-se cinco repeticdes de
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dez sementes para cada genoétipo, colocadas em copos plasticos de 200 mL, sendo
adicionados 65 mL de agua destilada. A massa das sementes foi determinada em
balanca de precisdo (0,0001g), com leituras nas primeiras doze horas, a cada 30
minutos; das 12 as 28 horas, de hora em hora; das 28 as 36 horas, a cada duas

horas; e das 36 as 42 horas, a cada trés horas.

3.4.15. Protruséao radicular

Avaliacéo realizada juntamente com o teste de embebicdo das sementes, em
que se registrou 0 momento exato da protrusdo da radicula das primeiras sementes

de cada genotipo.

3.4.16. Procedimento estatistico

Para andlise dos resultados obtidos nos testes desta etapa, visando avaliar a
qualidade fisica e fisiologica das sementes de cada genétipo, foi utilizado o
programa estatistico WinStat, sendo os dados submetidos a andlise de variancia
(Anexo F) e posteriormente comparados por teste de médias, aplicando-se Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade. Excecao ao teste de embebicdo das sementes, ao

gual se aplicou analise de regressao.
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4. Resultados e discussao

4.1. Ensaio | - Expresséao relativa dos genes alvos

A andlise de variancia indicou que ocorreu interacdo entre genotipos
contrastantes e fases de desenvolvimento dos tegumentos de sementes de soja
(dias apds a antese) para todos os genes avaliados (Anexo F). Dessa forma, os
dados médios de expressao foram comparados entre 0os genétipos, para cada fase
de desenvolvimento dos tegumentos e, entre fases de desenvolvimento para cada
genotipo, sendo os resultados apresentados na sequéncia, de forma individual, para

cada gene alvo.

4.1.1. VINV1

A enzima invertase (VINV1) catalisa a clivagem da sacarose em glicose e
frutose, estando presente em diversos locais das plantas, incluindo parede celular,
vacuolos e citoplasma (WEBER et al., 1995; RUAN et al., 2010; VARGAS &
SALERNO, 2010; PATRICK et al., 2013).

Nas sementes, a invertase atua com maior intensidade, provavelmente, na
fase em que o embrido estd em intensa mitose, sendo expressa na area de
descarga do tegumento da semente, elevando com isso, a concentracdo de solutos
e consequentemente a entrada de agua na semente, contribuindo assim, para o
turgor e expansao celular (TURGEON, 2010).
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Em relagdo a expressdo da invertase em tegumentos de soja contrastantes,
no presente estudo, foi possivel verificar diferenca entre os genétipos e também,
entre as fases de desenvolvimento dos tegumentos, como pode ser visualizado na

Figura 1.

Expresséo relativa do gene VINV1 entre gendtipos contrastantes

O nivel de expressao do gene VINV1, aos 25 e 45 dias ap0s a antese (DAA)
foi maior no gendtipo BMX Poténcia RR em relacdo aos demais. Ja aos 30, 35, 40 e
55 DAA, houve maior expressao do respectivo gene no gendtipo TP. Porém, nao
diferindo aos 35 e 55 DAA do gendtipo BMX Poténcia RR, assim como de IAC aos
55 DAA.

Aos 50 DAA a expressao foi maior no gendtipo CD 202, seguido de BMX
Poténcia RR e IAC, que né&o diferiram entre si.

O gene VINV1 é homologo a invertase estudada por Weber et al. (1995) em
Vicia faba L.. Segundo o autor, esta contribuiu para a transformacao de sacarose em
hexoses, principalmente na etapa de pré-armazenamento. Logo, subentende-se
maior expressdo do gene VfVINV1 nos estadios iniciais de desenvolvimento das
sementes, que se encontram em plena divisdo celular (BORISJUK et al., 1998).
Essa associacao foi confirmada por Miller & Chourey (1992) em mutantes de milho
deficientes nesta enzima, em que o0s pesquisadores constataram intensa

degeneracdo embrionaria precoce nestes materiais.

No entanto, segundo Elliott et al. (1993), as invertases também estao
envolvidas na maturacao dos frutos e, possivelmente, regulam os niveis de hexoses
em tecidos maduros e a mobilizacdo de sacarose armazenada nos vacuolos. Assim,
0s niveis de expressao variaveis verificados em algumas fases de desenvolvimento

dos tegumentos, em alguns genotipos, podem ser devidamente explicados.
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Expressdo relativa do gene VINV1 entre fases de desenvolvimento dos

tequmentos contrastantes

No genotipo BMX Poténcia RR, os resultados de expressao do gene VINV1
foram maiores aos 25 DAA (dias ap0s a antese). Ja, os menores valores de
expressdo do gene, para o respectivo genotipo, foram verificados aos 30 e 50 DAA,
observando-se, neste caso, um padrdo de expressdo maior no inicio do
desenvolvimento dos tegumentos. O crescimento do embrido dentro dos limites do
legume esta correlacionado com o esmagamento das camadas de células internas
do tegumento. Logo, esta compressao compromete o correto desenvolvimento das
paredes celulares do tegumento, um dos locais de sintese de invertases, afetando
assim, a plena funcédo destas e consequentemente interrompendo o crescimento do
embrido (Weber et al., 1995). Em virtude disso, a expressédo do respectivo gene é

menor, de uma maneira geral, na fase final de formacao dos tegumentos.
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Figura 1 — Expresséo relativa do gene VINV1 em tegumentos de sementes de soja coletados em sete
épocas apos a antese, em quatro gendtipos contrastantes quanto as caracteristicas de tegumento. *
Médias seguidas por letras distintas, minasculas entre gendétipos, dentro de cada época de coleta e,
mailsculas dentro de cada gendétipo e entre épocas de coleta, diferem entre si pelo teste de Tukey,

ao nivel de 5% de probabilidade.
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A fisiologia molecular de descarga de fotossintatos e particionamento destes
durante o desenvolvimento de sementes de Vicia faba L. tem sido estudada por
Weber et al. (1995). Os referidos pesquisadores tém observado que, durante a fase
de pré-armazenamento, altos niveis de hexoses nos cotilédones e no espaco
apoplastico estdo correlacionados com a atividade da invertase ligada a parede do
tegumento, atribuindo a mesma o papel de mediadora e for¢ca propulsora para a
atividade de dreno das sementes. Além disso, estas invertases atuam junto ao ciclo
celular, promovendo a divisdo e expansdo das células (CHOPRA et al., 2005;
BIHMININE et al., 2013).

Em relagdo ao gendtipo CD 202, a maior expressdo do gene foi observada
aos 30, 40 e 45 DAA, com reduzida expresséo aos 25 e 55 DAA.

Para o gendtipo TP, a maior expressdo do gene ocorreu aos 30 e 40 DAA,
ndo diferindo esta primeira época mencionada dos 35 DAA. J4, a menor expressao
do gene, para este gendtipo, ocorreu aos 50 DAA. Para IAC, o padrao de expressao
superior do gene foi verificado mais ao final do desenvolvimento do tegumento, ou
seja, aos 50 DAA, porém, sem diferir da expressdo observada aos 35, 40 e 55 DAA.
No caso especifico deste genoétipo, a menor expressao ocorreu na fase inicial de
desenvolvimento dos tegumentos, ou seja, aos 30 DAA, nao diferindo dos 25 DAA.

4.1.2. SCB1

Genes contendo dominio BURP, como o SCB1, compreendem uma grande
familia presente em organismos vegetais, porém, com fun¢cdes ndo muito bem
compreendidas até o momento (GAN et al., 2011). Muitas proteinas BURP tém sido
isoladas, tendo apresentado padrdes de expressao diversos, em funcdo da espécie,
dos tecidos estudados e das fases de desenvolvimento destes. SALI3-2 e SALI5-4a
apresentaram expressao diferencial em plantas submetidas ao estresse por
aluminio, enquanto BNM2, encontrada nos vacuolos das células de Brassica napus
L., mostrou-se atuante no acumulo de proteinas de reserva (DATTA et al., 1993;
RAGLAND & SOLIMAN, 1997; TEERAWANICHPAN et al., 2009).
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Dezessete genes com dominio BURP foram identificados por Ding et al.
(2009). Segundo os pesquisadores, a maior parte destes genes apresentou
expressao diferencial quando as plantas foram submetidas a estresses abioticos,
como seca, frio, sal e fornecimento de &cido abscisico. Da mesma forma como

constatado por Shao et al. (2011) em Populus trichocarpa Thorr & Gray.

No caso da soja, mais especificamente no tegumento das sementes,
Batchelor et al. (2002) também identificou uma proteina com dominio BURP, sendo
este gene prospectado e avaliado o seu nivel de expressdo no presente estudo,

como pode ser verificado na sequéncia.

Expressao relativa do gene SCB1 entre gendtipos contrastantes

A maior expresséo do gene SCB1, aos 25 DAA, foi observada no gendétipo CD
202, sendo significativamente superior em relacdo aos demais, que nao
apresentaram diferenca entre si. Situacdo semelhante foi observada aos 30 DAA,
em que houve superioridade da expresséo do gene para o referido genétipo, porém,
com elevacdo da expressdo sendo observada, também, nos gendétipos BMX
Poténcia RR e IAC, que nao diferiram entre si e, com menor expressao sendo
constatada no genétipo IAC (Figura 2).

A partir dos 35 DAA a expressdo do gene SCB1 foi reduzida em todos os

genotipos, ndo se verificando diferenca entre os mesmos.

A proteina SCB1 (Seed Coat BURP domain protein 1), segundo Batchelor et
al. (2002), é expressa, especificamente, no tegumento de sementes de soja no inicio
do seu desenvolvimento. O mRNA do gene se acumula, primeiramente, nas paredes
internas do parénquima tegumentar e, posteriormente, nas paredes mais externas.
Esse acumulo ocorre antes da maturacdo desta estrutura e do enchimento da
semente. Esse padrdo de expressdao se deve a possivel funcdo atribuida a este
gene, que estaria atuando na formacgéao, mais especificamente na diferenciacdo das
células do parénquima do tegumento de sementes e também na alocagcdo de

proteinas na matriz da parede celular.

Além disso, a presenca de espacos intercelulares na zona de descarga de

nutrientes para o embrido tem evidenciado que estes chegam pela via apoplastica,
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podendo estar o gene SCB1 diretamente envolvido no processo de diferenciacao
dessas células, formando aerénquimas (YAKLICH, 1995; MILLER et al. 1999).
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Figura 2 — Expressao relativa do gene SCB1 em tegumentos de sementes de soja coletados em sete
épocas apos a antese, em quatro genétipos contrastantes quanto as caracteristicas de tegumento. *
Médias seguidas por letras distintas, mindsculas entre gendétipos, dentro de cada época de coleta e,
mailsculas dentro de cada gendétipo e entre épocas de coleta, diferem entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade.

Expressdo relativa do gene SCB1 entre fases de desenvolvimento dos

tegumentos contrastantes

Ao analisar a expressdao do gene SCB1, no gendtipo BMX Poténcia RR,
observou-se que esta foi maior aos 30 DAA, ndo havendo diferenga entre as demais

fases de desenvolvimento do tegumento.

Diferentemente do observado para BMX Poténcia RR, no genétipo CD 202, a
maior expressao ocorreu aos 25 DAA, seguida dos 30 DAA. Em relacédo as demais
fases de desenvolvimento dos tegumentos, para este gendtipo, ndo se verificou

diferenca de expresséo para o gene em questéo (Figura 2).

Apesar da maior expressdo do gene SCB1l nos estadios iniciais de
desenvolvimento dos tegumentos, ou seja, aos 25 e 30 DAA, no presente estudo,

Batchelor et al. (2002), constatou maior expressao deste gene de forma ainda mais



51

precoce, aos nhove e doze dias apds a antese. Ja aos 18 DAA, esta expresséo foi

praticamente nula.

Em relacdo ao gendtipo TP, ndo se observou diferenca de expressdo deste
gene em relacdo as fases de desenvolvimento dos tegumentos. Situacao
semelhante foi observada para IAC, com excec¢ao da expressao superior verificada
aos 30 DAA.

Apesar das possiveis funcbes atribuidas ao gene SCB1, ainda € prematuro
afirmar a exata funcéo deste gene, havendo a necessidade de novas pesquisas para
elucidar com precisao qual o seu real papel na formacéo inicial dos tegumentos da

soja.

4.1.3. SCS1

O gene SCS1 foi especificamente identificado na parede celular do
parénquima derivado do integumento externo de sementes de soja, sendo integrante
da superfamilia subtilase. Em eucariotos, subtilisinas sdo moléculas reguladoras
importantes, que regem o0 processamento e maturacdo de peptideos ativos, tais
como os hormonios vegetais (BARR, 1991).

Além disso, estudos tém atribuido as subtilisinas a funcdo de um peptideo
sinal de defesa da planta, ativando genes relacionados a defesa contra estresses
bidticos e abidticos (PEARCE et al., 2010) e também, exercendo papel importante
na degradacao de proteinas de armazenamento durante o processo de germinacao
de sementes de soja (TAN-WILSON et al., 2012). Porém, esta superfamilia tem sido
pouco estudada e, portanto, as fungfes especificas dos genes que a integram ainda
ndo estdo completamente esclarecidas, especialmente quando se trata de
tegumentos de sementes (BEILINSON et al., 2002).

O gene SCS1, prospectado em sementes de soja por Batchelor et al. (2000),

foi avaliado no presente estudo, sendo os resultados obtidos, apresentados a seguir.
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Expresséo relativa do gene SCS1 entre gendtipos contrastantes

A maior expressdo do gene SCS1, aos 25 dias apds a antese (DAA), foi
observada no gendtipo CD 202, sendo significativamente superior em relacdo aos
demais, seguido de BMX Poténcia RR, que nao diferiu do gendtipo TP e, ndo tendo
sido observada, também, diferenca deste ultimo, em relacdo ao genotipo IAC (Figura
3).

Padrdo de expressado distinto ao anterior foi observado aos 30 DAA, com
maior valor encontrado no gendétipo BMX Poténcia RR, seguido de IAC, CD 202 e

TP, tendo havido diferenca entre todos os genétipos estudados.

Aos 35, 40 e 45 DAA néo se observou diferenca entre os genoétipos para os
niveis de expressdo do gene SCS1. Situacao diferente foi observada aos 50 e 55
DAA, em que houve maior expressdao em IAC, porém, sem diferir de BMX Poténcia
RR e CD 202 aos 50 DAA e, de BMX Poténcia RR e TP aos 55 DAA.

Fica evidente, com base nos dados da Figura 3, que este gene apresenta
maior expressdo nas fases iniciais de desenvolvimento dos tegumentos das
sementes de soja, havendo reducdo de sua expressdo a partir dos 35 DAA. Estes
resultados possibilitam a expansdo nas pesquisas relacionadas a este gene, visto
que até o presente momento, 0 estudo realizado a respeito considerou fases de
desenvolvimento mais precoces para avaliar a expressao deste gene. Batchelor et
al. (2000) consideraram o periodo de avaliacdo de seis a 24 DAA, precedendo em

um dia o periodo inicial de avaliacdo da expressédo de SCS1 neste estudo.

Segundo os mesmos pesquisadores, 0 gene em questao atua, possivelmente,
junto a formacéo e diferenciacédo das células espessas do parénquima do tegumento
de sementes de soja, visto que o maior acimulo de mRNA do mesmo foi verificado
antes da maxima diferenciacdo desta estrutura, mais especificamente aos 12 DAA.
Este periodo também precede, ligeiramente, a extensdo completa dos tecidos
vasculares da cobertura em torno do revestimento da semente e o enchimento do

embrido com lipideos e corpos proteicos (BATCHELOR et al., 2000).

As células espessas do parénquima sado derivadas do tegumento interno,
sendo este muito proeminente durante a primeira semana de formacdo. Estas

células sédo importantes na rota de translocacdo apoplastica de nutrientes para o
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embrido. Logo, o gene SCS1, pode estar contribuindo para a formacao desta rede
de tecidos vasculares responsaveis pela nutricdo do embrido durante a sua
formacéo (MOISE et al., 2005).

Os resultados observados por Batchelor et al. (2000) para o gene SCS1, bem
como a possivel funcdo deste gene na diferenciacdo celular do parénquima do
tegumento de sementes de soja associa-se, e muito, ao observado por Batchelor et
al. (2002) em relacdo ao gene SCB1. Apesar de pertencerem a familias diferentes,
estes dois genes em particular podem atuar em conjunto durante o processo inicial
de formacédo dos tegumentos das sementes. Essa informacao deve ser considerada
em futuras pesquisas, haja vista que a formacao desta estrutura de protecado das
sementes (tegumento) ocorre devido a expressdo de um numero amplo de genes,
incluindo SCS1 e SCB1. Embora seus reais papéis neste processo ndo estejam
completamente elucidados, ambos os genes podem desempenhar uma fungéo muito
relevante para que ndo ocorra formagdo anormal das células presentes no

parénquima tegumentar.
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Figura 3 - Expressao relativa do gene SCS1 em tegumentos de sementes de soja coletados em sete
épocas apos a antese, em quatro genétipos contrastantes quanto as caracteristicas de tegumento. !
Médias seguidas por letras distintas, mindsculas entre gen6tipos, dentro de cada época de coleta e,
mailsculas dentro de cada genotipo e entre épocas de coleta, diferem entre si pelo teste de Tukey,

ao nivel de 5% de probabilidade.
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Expressdo relativa do gene SCS1 entre fases de desenvolvimento dos

tequmentos contrastantes

O maior valor de expressao do gene SCS1, para o genétipo BMX Poténcia
RR, foi observado aos 30 DAA, ndo havendo diferenca de expresséo aos 25, 35, 40,
45 e 50 DAA. A menor expressao foi verificada aos 55 DAA, porém, sem diferir dos
35, 40, 45 e 50 DAA (Figura 3).

Da mesma forma que para BMX Poténcia RR, no genétipo CD 202, o maior
valor de expressao foi verificado aos 30 DAA, sendo superior em relacdo aos
demais, seguido de 25 DAA e, com menor expressao sendo observada aos 55 DAA,
sem diferir, no entanto, dos 50 DAA. Apesar da expressdo precoce do gene no
presente estudo, Batchelor et al. (2000) ndo evidenciaram sinais de expressao
significativa para SCS1 a partir dos 18 DAA até aos 24 DAA.

As subtilisinas tém sido expressas principalmente nas fases de
desenvolvimento dos tecidos em que ocorre diviséo celular. Neuteboom et al. (1999)
mencionam a expressao significativa do gene AIR3, também uma subtilisina, durante

a formacao de raizes laterais em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.

Também na mesma espécie, Rautengarten et al. (2008) constataram maior
expressdo de uma subtilisina, a AtSBT1.7, nas sementes entre oito e dez dias apos
a antese, reforcando a hip6tese do envolvimento destes genes no processo de
divisdo celular em tegumentos. Além disso, o0s pesquisadores realizaram o
silenciamento deste gene, apresentando os mutantes, uma deformacéo na ruptura
do tegumento devido a ndo expansdo e absorcao correta de agua pela camada de
mucilagem localizada abaixo da camada externa do tegumento, que é responsavel
pela sua ruptura completa. Segundo os pesquisadores, esses resultados indicaram
que AtSBT1.7 desencadeia o acumulo e / ou a ativacdo de enzimas necessarias
para o afrouxamento da parede primaria mais externa do tegumento. Ou, ainda, este
gene é responsavel por facilitar o aumento de volume da mucilagem e com isso,
realizar o pleno rompimento do tegumento para emergéncia da plantula associada a

absorcao de agua.

A subtilisina SEP-1 foi identificada por Fontanini & Jones (2002) durante o
processo de germinagcdo de Hordeum vulgare L. cv. Morex, expressando-se em
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todos os tecidos, com excecédo do endosperma, sugerindo que, provavelmente esta
nao seja uma enzima envolvida na degradacéo de proteinas de reserva. No entanto,
nesta fase, a semente encontra-se em intenso processo de divisédo celular, podendo
este gene atuar no controle e ordenacédo da formacéo de células nos mais variados

tecidos.

Em relacdo ao gendtipo TP, ndo se observou expressao diferencial para o
gene SCS1 entre as diferentes fases de desenvolvimento dos tegumentos. Ja, para
IAC, a maior expressdo ocorreu aos 30 DAA, semelhante ao observado nos
gendtipos BMX Poténcia RR e CD 202. Porém, ndo houve diferenga de expressao
para as demais fases (Figura 3).

4.1.4. SBP

O gene SBP (proteina de ligacdo a sacarose) € um membro da superfamilia
Cupin. Esta familia apresenta func¢des diversas, como proteinas de armazenamento,

enzimas e proteinas de ligacdo a sacarose (DUNWELL et al., 2000).

O gene SBP em particular, codifica para uma proteina de ligacdo a sacarose,
encontrada na membrana plasmatica das células dos cotilédones, folhas e floema de
legumes maduros (GRIMES et al.,, 1992). Além disso, tem-se atribuido ao SBP
provavel funcdo de proteina de armazenamento em sementes, 0 que pode estar
relacionada a sua clara similaridade estrutural com as proteinas vicilin-like, que
desempenham essa funcdo (BRAUN et al., 1996; CONTIM et al., 2003; WENZEL et
al., 2005).

A Figura 4 traz os resultados de expressdao do gene SBP, homodlogo ao
estudado por Grimes et al. (1992). Foi possivel observar diferenca entre os
genotipos e também entre as fases de desenvolvimento dos tegumentos para cada

genotipo.
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Expresséo relativa do gene SBP entre gendtipos contrastantes

O nivel de expressdo do gene, aos 25 e aos 30 DAA, foi maior no gendtipo
BMX Poténcia RR quando comparado aos demais, que nao diferiram
significativamente entre si. Porém, nas épocas subsequentes, aos 35, 40 e 45 DAA,
esta diferenca nao foi verificada, havendo semelhanca no nivel de expressao entre

0S quatro genétipos estudados.

Esse resultado vem ao encontro do observado por Freitas et al. (2007), os
quais verificaram que o gene GmSBP2 da soja apresentou maior expressao em
tecidos jovens e raizes, que atuam como drenos durante a fase vegetativa,
principalmente. No entanto, observou-se que a proteina codificada por este gene
encontra-se no sistema vascular da planta de soja, atribuindo ao mesmo, a provavel
funcdo de transporte da sacarose para atender os processos fisiolégicos da planta
(PIROVANI et al., 2002; CONTIM et al., 2003).

A proteina SBP pode atuar, possivelmente, no transporte de sacarose,
segundo Overvoorde et al. (1997) e Pirovani et al. (2002). Segundo os primeiros
pesquisadores, a caracterizacdo da SBP purificada da membrana plasmatica tem
demonstrado que 25% dela se comporta como uma proteina de membrana tipo II,
que atravessa a bicamada, e o restante, comportando-se como uma proteina
periférica associada a membrana. Heim et al. (2001) verificaram, em Vicia faba L.,
que SBP (VISBP) foi encontrada predominantemente nos vacuolos de
armazenamento de proteinas, mas uma pequena fracdo da proteina também foi
detectada na membrana plasmatica das células cotiledonares, desempenhando

papel de transporte, vindo ao encontro do observado por Overvoorde et al. (1997).

Aos 50 DAA, a maior expressdao do gene ocorreu no genoétipo IAC, ndo
diferindo, porém, de BMX Poténcia RR. De forma semelhante, aos 55 DAA, o
genaotipo IAC apresentou maior expressdo do gene SBP em seus tegumentos, em
relacdo aos demais, tendo sido verificada a menor expresséo, no genotipo CD 202
(Figura 4).
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Figura 4 - Expressao relativa do gene SBP em tegumentos de sementes de soja coletados em sete
épocas apos a antese, em quatro gendtipos contrastantes quanto as caracteristicas de tegumento. *
Médias seguidas por letras distintas, mindsculas entre gendétipos, dentro de cada época de coleta e,
mailsculas dentro de cada gendétipo e entre épocas de coleta, diferem entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade.

Rocha et al. (2007) atribuiram a proteina SBP uma funcdo bastante
importante para a area de sementes. Segundo o pesquisador, devido a sua alta
estabilidade, a proteina pode atuar na tolerancia a dessecacao durante a maturacao

das sementes.

Para confirmar essa atribuicdo, Overvoorde et al. (1997) realizou estudo em
duas etapas. As analises dos extratos proteicos totais das membranas de sementes
desidratadas confirmaram a presenca de SBP neste tecido desidratado, o que lhe
confere o papel de proteina de reserva, jA que todas as proteinas que néao
apresentam essa funcao sédo degradadas antes de o tecido se tornar quiescente. A
outra etapa consistiu em isolar proteinas microssomais de sementes de soja dos
dois aos sete dias apdés a embebicdo. Depois da embebicdo, o nivel de SBP
diminuiu semelhante as outras proteinas de armazenamento, atingindo niveis
indetectaveis aos sete dias, o que comprovou sua fun¢cdo como substancia de

reserva para a semente durante o processo de germinacéao.

Baseado no exposto, énfase deve ser dada ao gendtipo IAC, visto que houve

um padrao superior de expressao do respectivo gene, aos 55 DAA, ou seja, proximo
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a maturidade fisiologica. Tal expressdo néo foi verificada nos demais genotipos para

esta mesma fase de desenvolvimento.

Expressdo relativa do gene SBP entre fases de desenvolvimento dos

tequmentos contrastantes

No gendtipo BMX Poténcia RR, os resultados de expressao variaram ao longo
do desenvolvimento dos tegumentos, observando-se maior expressao do gene SBP
aos 30 DAA, seguido de 25 DAA. Ja aos 35, 40, 45, 50 e 55 DAA, a expressao foi
semelhante, ndo havendo diferengca em ambas para 0 mesmo gendtipo. No entanto,
nos gendtipos CD 202 e TP, o nivel de expressao do gene néo variou entre as fases

de desenvolvimento dos tegumentos (Figura 4).

Possivelmente esta maior expressdo observada no genotipo BMX Poténcia
RR, nas fases iniciais de desenvolvimento dos tegumentos, esteja relacionada com
a funcdo exercida pela proteina codificada pelo gene SBP, que é de transporte de
sacarose, atuando mais especificamente nos drenos, de acordo como observado por
Grimes et al. (1992). Segundo os pesquisadores, observou-se padrao de acumulo
superior da proteina de forma paralela a taxa de absorcdo de sacarose em
cotilédones, assim como em folhas novas. Assim, pode-se inferir que este gene atua
junto ao fornecimento de fotoassimilados para estruturas em fase inicial de

desenvolvimento.

Em estudo realizado por Wang et al. (2009), identificou-se uma proteina SBP
(VrSBP1) nos cotilédones em desenvolvimento de Vigna radiata L.. Verificou-se que
se trata de uma proteina localizada no tonoplasto dos vacuolos de cotilédones,
sendo mobilizada quando as sementes de feijdo iniciam o processo de germinacao.
Portanto, a associacdo de VrSBP1 ao tonoplasto Ihe credita o possivel papel como

transportador de acucar do vacuolo durante o processo de germinacao.

Da mesma forma que o observado para o genotipo BMX Poténcia, a maior
expressao do gene SBP ocorreu, para o gendétipo IAC, aos 30 DAA, porém, com
menor expressao quando comparado ao primeiro. Na sequéncia, o maior valor de

expressao ocorreu aos 55 DAA, nao diferindo dos 30 DAA, assim como dos 40, 45 e
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50 DAA. E, o menor nivel de expressao do gene, para IAC, ocorreu aos 25 DAA, que
também nao diferiu de 35 e 45 DAA (Figura 4).

Ao se inferir a possivel relacdo deste grupo génico com 0S genes que
codificam para proteinas de armazenamento, os dados aqui obtidos quanto ao
padrao de expressdo para o gene SBP vem ao encontro de alguns trabalhos
realizados. Dhaubhadel et al. (2007), analisando o padréo de expresséo de milhares
de genes, através da técnica de microarranjo, no embrido de sementes de soja,
observaram que, para os genes que codificam para proteinas de armazenamento, a
expressado ocorreu durante todo o desenvolvimento da semente, sendo mais
pronunciada nas fases iniciais e intermediarias e reduzida nas fases finais de

formacdao desta.

Este padrdo de expressdo dos genes de proteinas de armazenamento
também foi observado durante o enchimento de sementes de arroz por Duan & Sun
(2005), indicando existir uma fase de desenvolvimento especifica para a

regulacdo pés-transcricional destes genes.

4.1.5. LEGINSULIN

Proteinas isoladas a partir do tegumento de sementes da fabacea Canavalia
ensiformis (L.) D.C. apresentaram, segundo Venéancio et al. (2003), a mesma massa
molecular e a sequéncia de aminoacidos que a insulina, horménio animal com
funcdes diversas, como participacdo em vias de sinalizacdo, transcricdo de genes,
sintese de proteinas, armazenamento de lipideos e reducdo dos niveis de acucares
no sangue (ALPER, 2000; BAUMANN et al., 2000; BRUNNING et al., 2000).

Aliado a esta descoberta, pesquisas realizadas com insulina mostraram que
esta promoveu a germinacdo de sementes, acelerou a sintese de proteinas
ribossomais em embrides de milho em processo de germinagcdo e, aumentou a
atividade de enzimas que catalisam a transformacao de carboidratos em lipideos de
armazenamento em sementes (GOODMAN & DAVIS, 1992; SANCHEZ et al., 1999;
DINKOVA et al., 2000).
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Este gene relacionado a insulina, denominado de LEGINSULIN (proteina de
ligacdo a insulina), foi prospectado com base no trabalho de Watanabe et al. (1994),
sendo avaliado o0 seu nivel de expressdo nos tegumentos de genotipos

contrastantes, como pode ser verificado na sequéncia.

Expresséo relativa do gene LEGINSULIN entre gendétipos contrastantes

A expressdo do gene LEGINSULIN, aos 25 DAA, foi semelhante entre os
diferentes genoétipos avaliados. No entanto, aos 30 DAA, observou-se maior
expressdo do gene no genétipo BMX Poténcia RR, seguido de IAC, CD 202 e TP,
com diferenca entre todos os genotipos. Diferente do observado aos 25 DAA
verificou-se maior expressao do gene, aos 35 DAA, para o genétipo TP, nédo

havendo diferenca entre os demais (Figura 5).

O gene LEGINSULIN foi prospectado por Watanabe et al. (1994) a partir de
radiculas de soja em desenvolvimento. Segundo os pesquisadores, a partir dos
resultados obtidos, foi possivel constatar importante papel deste gene como uma
molécula sinalizadora. Yamazaki et al. (2003) atribuiu ao gene LEGINSULIN uma
possivel funcdo hormonal, agindo através da interacdo com a proteina 43 - kDa,
gerando, assim, uma transdugcdo de sinal celular, através da atividade de
fosforilacdo da respectiva proteina.

Aos 40, 45 e 50 DAA nao se observou diferenca na expressao do gene
LEGINSULIN entre os genétipos estudados. Em contrapartida, aos 55 DAA, houve
maior expressdo no genotipo CD 202 em relacdo aos demais, que nao diferiram

entre si.

Bewley & Black (1994) constataram, em sementes em formacao, que a
proteina com constituicdo semelhante a insulina diminuiu com o desenvolvimento
destas, estando a reducdo da sua expressédo diretamente relacionada com a perda
de agua pelas sementes e frutos. Segundo os pesquisadores, a presenca deste
composto semelhante a insulina em quantidades maiores, quando a semente é
metabolicamente ativa, € um indicativo de uma possivel atuacdo desta em eventos
de sinalizacéo, sendo sugerido, também, por Silva et al. (2002), Ryan et al. (2002) e
Venancio et al. (2003).
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Figura 5 - Expresséo relativa do gene LEGINSULIN em tegumentos de sementes de soja coletados
em sete épocas apOs a antese, em quatro genoétipos contrastantes quanto as caracteristicas de
tegumento. * Médias seguidas por letras distintas, mindsculas entre gendétipos, dentro de cada época
de coleta e, mailsculas dentro de cada gendtipo e entre épocas de coleta, diferem entre si pelo teste
de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Expressao relativa do gene LEGINSULIN entre fases de desenvolvimento dos

tequmentos contrastantes

A maior expressao do gene LEGINSULIN, para o genétipo BMX Poténcia RR,
ocorreu aos 30 DAA, sendo esta superior as demais fases de desenvolvimento dos
tegumentos, que ndo diferiram entre si. Situacdo similar a esta foi observada
também no gendtipo IAC. Nesta fase, o embrido encontra-se em pleno
desenvolvimento, requerendo um grande aporte de fotoassimilados. Baumann et al.
(2000) isolaram uma proteina semelhante a insulina em sementes de Vigna
unguiculata (L.) Walp em desenvolvimento, constando a possivel atuacdo desta no

transporte de carboidratos para o embrido.

O padrao de expressdo verificado no gendétipo CD 202 apresentou
comportamento distinto aos demais, com maior expressao sendo observada em

duas fases, aos 30 DAA e aos 55 DAA, néo diferindo entre si (Figura 5).
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Em relacdo ao gendtipo TP, o maior nivel de expressédo do gene LEGINSULIN
ocorreu aos 30 DAA, nédo sendo observada diferenca entre as demais fases de

desenvolvimento dos tegumentos.

Atualmente, além do gene LEGINSULIN da soja, alguns ortdlogos tem sido
bastante estudados, como o PAlb, em ervilha (LOUIS et al., 2007). Segundo
Jouvensal et al. (2003), Yamazaki et al. (2003) e Gelly et al. (2004), estes genes
pertencem a Familia Inhibitory Cystine - Knot, que inclui os inibidores de proteases,
assim como pequenas lectinas, que conferem defesa contra o ataque de pragas, em
especial os de sementes de cereais armazenadas, como Sitophilus sp. (LOUIS et
al., 2007), assim como algumas espécies de pulgbes (GRESSENT et al., 2011),

sendo um promissor bioinseticida (SILVA et al., 2009).

4.1.6. CHIAL

O gene CHIAL codifica para uma enzima quitinase pertencente ao grupo |, de
acordo com sua estrutura primaria, caracterizada pela presenca de um dominio de
ligacdo a quitina na regido N-terminal, rica em cisteinas altamente conservadas.
Esse grupo de enzimas catalisam a hidrolise das ligagdes 3-1,4-N-acetilglucosamina
presentes na quitina. Esse polissacarideo € o maior componente da parede celular
dos fungos e do exoesqueleto dos artrépodes, estando ausente nos vegetais
(KASPRZEWSKA, 2003). Logo, a presenca deste grupo de enzimas nos tecidos das
plantas é importante, pois colabora para a defesa desta contra os patdgenos, de
forma dependente ao seu nivel de expresséo no tecido (GIJZEN et al., 2001; KERN
et al., 2010)

A inducdo de quitinases é frequentemente coordenada com a expressao de
enzimas B-1,3 glucanases especificas e de outras proteinas relacionadas a
patogénese (Proteinas PR) em resposta ao ataque de patdgenos, bem como em
resposta a elicitores e fatores abioticos (TAKENAKA et al., 2009; PULLA et al.,
2011). Além disso, outros processos de defesa podem ser incluidos, como a
explosdo oxidativa, acumulo de fitoalexinas, lignificacdo e enrijecimento da parede
celular (DURRANT & DONG, 2004).
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Os resultados apresentados na Figura 6, referente a expressédo do gene que
codifica a proteina CHIAL, evidenciaram diferencas entre os gendétipos e fases de

desenvolvimento dos tegumentos.

Expresséo relativa do gene CHIAL entre gendtipos contrastantes

Aos 25 DAA a expressdo do gene foi relativamente baixa em todos os
genadtipos. No entanto, verificaram-se maiores valores para 0s genoétipos BMX
Poténcia RR e TP, que diferiram dos gendtipos CD 202 e IAC, tendo os dois ultimos,

apresentado expressao extremamente baixa.

Situacdo semelhante foi observada aos 30, 35, 40 e 45 DAA, em que a
expressdo do gene CHIAl1 foi bastante reduzida. Porém, nestas fases de
desenvolvimento do tegumento, a diferenca entre os genotipos ndo se verificou. Ja
aos 50 DAA houve um padréo de expressdo bastante elevado para o genétipo TP

em relacdo aos demais, que nao diferiram entre si.

Nos 55 dias de desenvolvimento do tegumento verificou-se o maior valor de
expressao do gene, observado no gendtipo CD 202, seguido de IAC e, ndo havendo

diferenca entre os genétipos TP e BMX Poténcia RR.

Diante dos resultados verificados na Figura 6 foi possivel constatar que o
gene que codifica para a proteina CHIAL apresenta expresséo pronunciada na fase
final de desenvolvimento dos tegumentos das sementes, quando comparado ao
periodo inicial e intermediario de formacdo desta estrutura de protecdo, vindo ao
encontro do observado por Gijzen et al. (2001). Segundo os pesquisadores, 0 gene
que codifica a enzima quitinase, presente nos tegumentos de sementes de soja,
apresenta maior expressao nos estadios finais de maturacdo destas, estando

associada com a senescéncia dos tecidos e a resposta a infec¢éo por patdogenos.
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Figura 6 - Expresséo relativa do gene CHIAL1 em tegumentos de sementes de soja coletados em sete
épocas apos a antese, em quatro gendtipos contrastantes quanto as caracteristicas de tegumento. *
Médias seguidas por letras distintas, mindsculas entre gendétipos, dentro de cada época de coleta e,
mailsculas dentro de cada gendétipo e entre épocas de coleta, diferem entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade. Genétipos contendo (*) tiveram a expressado do gene dividida em
cinco vezes.

Expressdo relativa do gene CHIAl entre fases de desenvolvimento dos

tequmentos contrastantes

Para o gendtipo BMX Poténcia RR, os resultados de expressdo do gene nao
variaram ao longo do desenvolvimento dos tegumentos, ndo havendo diferenca

entre as épocas de coleta apos a antese.

No entanto, no gendétipo CD 202, observou-se diferenca entre as fases de
desenvolvimento, em especial aos 55 DAA, em que o valor de expresséo do gene foi
significativamente superior as demais fases, que ndo diferiram entre si. Situacéo
semelhante foi verificada para o genétipo IAC, assim como para TP. No entanto,
neste ultimo, o maior valor de expressédo do gene ocorreu aos 50 DAA, diferindo das

demais fases de desenvolvimento dos tegumentos (Figura 6).

Esses resultados indicam o potencial do gendtipo CD 202 (tegumentos
amarelos) para os programas de melhoramento que fazem uso de ferramentas

moleculares, como forma de transferir genes de interesse, neste caso, 0 gene
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CHIAL, que pode ser uma alternativa interessante visando o aumento da tolerancia

das plantas ao ataque de fungos.

Pelo fato de se expressar ao final do processo de formacédo dos tegumentos,
em especial no gendtipo CD 202, e, possivelmente, estar envolvido com a protecao
do tecido contra o ataque de microrganismos patogénicos, CHIA1 pode ser
considerado um gene de extrema importancia para o setor de sementes. A partir da
maturidade fisioldgica, as sementes ficam expostas as condicbes desfavoraveis do
ambiente, podendo sofrer o ataque de fungos de campo e de armazenamento, que
irdo provocar a deterioracdo acelerada das mesmas. Assim, se estas apresentarem
tegumentos que expressem este gene na fase final de sua formacdo, ha a

probabilidade de desenvolverem maior resisténcia ao ataque de fungos nesta etapa.

No entanto, deve-se avancar nas pesquisas quanto ao efeito do gene em
tecidos atacados, da mesma forma como realizado por Gijzen et al. (2001), que
verificou maior expressdo do gene que codifica a enzima quitinase no hipocétilo da
soja, sob a infeccdo de Phytophthora sojae Kaufmann & Gerdemann quando
comparado ao mesmo tecido, sem ocorréncia do patégeno. Ainda segundo os
pesquisadores, os tegumentos de sementes de soja sdo ricos em proteinas de
defesa (PR) e peptideos. Essa caracteristica € particularmente importante, pois as
sementes estdo sujeitas ao ataque de patdgenos durante o armazenamento no
campo, apos a maturidade fisioldgica e até mesmo durante o periodo de germinacao

- emergéncia.

Em tabaco transgénico, modificado para conferir resisténcia das plantas a
Rhizoctonia solani Kiihn, Kern et al. (2010) verificaram que as plantas geradas foram
eficientes na reducdo do patdgeno nas folhas, havendo relagdo direta entre a
atividade enzimatica da quitinase e a reducdo da éarea foliar afetada por lesdes

fungicas.

Além do papel conferido a CHIAL em relagéo a protecédo ao ataque de fungos,
pesquisas tém indicado outras fung¢Bes possivelmente relacionadas a este gene,
como por exemplo, contribuindo para o desenvolvimento dos rizobios e atuando na
especificidade da relacdo hospedeiro - bactéria fixadora de nitrogénio (STAEHELIN
et al., 1994; GOORMACHTIG et al., 1998).
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4.1.7. SGF14c

As proteinas 14-3-3 sdo encontradas em eucariotos, sendo codificadas por
uma familia multigénica envolvida em vias de sinalizacdo que regulam o
desenvolvimento da planta e conferindo protecdo contra estresses bibticos e
abibticos, como tolerancia a seca (SVENNELID et al., 1999; YAN et al., 2004;
AKSAMIT et al., 2005; XU & SHI, 2006; LI & DHAUBHADEL, 2011). Segundo alguns
trabalhos, tém sido atribuidas a esta familia funcbes importantes como regulacéo
génica; sintese e estruturacao de proteinas; atuacdo no metabolismo primario, junto
a bomba de prétons ligada a membrana plasmaética; remodelacdo da cromatina; e
metabolismo hormonal (IGARASHI et al., 2001; HUBER etal., 2002; BAlet al., 2007;
GAMPALA et al., 2007; RYU et al., 2007; PAUL et al., 2008; SCHOONHEIM et al.,
2009).

A expresséo do gene SGF14-3-3c foi verificada nos tegumentos contrastantes

dos gendtipos aqui estudados, sendo os resultados apresentados a seguir.

Expresséo relativa do gene SGF14c entre gendtipos contrastantes

A expressdo do gene SGF14c, aos 25 DAA, foi maior no gendtipo CD 202
guando comparado aos demais, seguido de TP e IAC, que néo diferiram entre si e,

com menor expressao do gene observada no genétipo BMX Poténcia RR.

Aos 30 DAA, a maior expressao também foi observada no genétipo CD 202,
seguida de BMX Poténcia RR, néo diferindo entre si e, a menor expresséo para IAC,
gue nao sofreu variacdo em relacdo a TP. A partir dos 35 DAA, a maior expressao
do gene foi observada no genétipo BMX Poténcia RR, néo diferindo, porém, de TP
aos 35 e 55 DAA e de IAC aos 40 DAA (Figura 7).

A menor expressao do gene aos 35 DAA foi observada nos genotipos IAC e
CD 202. Ja aos 40 DAA, a menor expresséo, além de ocorrer no genétipo CD 202,
também foi verificada em TP, sendo observada semelhanca, aos 45, 50 e 55 DAA,
também para IAC.
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Dezoito genes 14-3-3 (SGF14a - SGF14r) foram identificados em soja por Li &
Dhaubhadel (2011), sendo dezesseis deles transcritos (SGF14a - SGF14p). Todos
0os dezesseis SGF14s apresentaram maior expressao no embrido, sugerindo seu
papel potencial no desenvolvimento da semente, estando esta constatacdo de
acordo com o observado por Hajduch et al. (2005). Ainda segundo os primeiros
pesquisadores, 0 gene SGF14c, em patrticular, se expressou de forma elevada no
embrido entre os 30 e 40 dias apés a polinizacdo (DAP) e, com menor expressao
aos 50 DAP, porém ainda assim muito préxima dos outros periodos de avaliacdo. Ja
no tegumento das sementes, a expressao foi menor quando comparada a do

embrido, no entanto, superior aos demais tecidos avaliados, como raiz, caule, folhas

e flores.
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Figura 7 - Expresséao relativa do gene SGF14c em tegumentos de sementes de soja coletados em
sete épocas apds a antese, em quatro genoétipos contrastantes quanto as caracteristicas de
tegumento. ! Médias seguidas por letras distintas, mindsculas entre gendtipos, dentro de cada época
de coleta e, mailsculas dentro de cada genotipo e entre épocas de coleta, diferem entre si pelo teste
de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Recententemente descobriu-se uma importante funcdo dos genes SGF14s,
podendo os mesmos estarem envolvidos na passagem de GmMYB176 entre o

citoplasma e o nucleo. GmMYB176 é um fator de transcricdo que interage com a
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proteina 14-3-3 da soja regulando a expressdo do gene CHS8 e atuando na
biossintese de flavondides (DHAUBHADEL & Li, 2010; Yl et al., 2010).

Expressdo relativa do gene SGF1l4c entre fases de desenvolvimento dos

tequmentos contrastantes

A maior expressdo do gene SGF14c, para o gendtipo BMX Poténcia RR,
ocorreu aos 50 DAA, néo diferindo, no entanto, das expressdes observadas aos 45 e
55 DAA. A menor expressdo do respectivo gene, para 0 gendétipo em questao,

ocorreu aos 25 DAA, sem diferir da expressao aos 30 DAA.

Ao contrario do observado para BMX Poténcia RR, no genétipo CD 202, o
maior nivel de expressdo do gene ocorreu nos estadios iniciais de desenvolvimento
dos tegumentos, ou seja, aos 25 DAA, seguido dos 30 DAA, ndo diferindo este

ultimo da expressao ocorrida aos 35 DAA (Figura 7).

A expressao de genes SGF14s em embrifes durante o inicio da sua formacéo
sugere gue estes podem atuar no desenvolvimento da semente de soja, sinalizando
a sintese e transporte de aminoacidos e metabdlitos, contribuindo, também, para a
sintese de proteinas e triglicerideos de reserva, assim como metabdlitos
secundarios (LI & DHAUBHADEL, 2011). O processo como um todo envolve a
transcricdo e reprogramacao fisiolégica da expressdo de genes que estdo ligados
por vias complexas envolvidas na maturacdo das sementes (WOBUS & WEBER,
1999). Considerando o fato de que muitas substancias devem ser translocadas das
fontes (folhas) para os drenos (sementes), e que esta passagem ocorre através dos
tegumentos, pode-se constatar que esta estrutura de protecédo tem papel importante

na expressao de SGF14c para garantir o pleno desenvolvimento da semente.

Padrdo distinto quanto a expressdo do gene SGF14c foi observada para o
genaotipo TP, que apresentou maior expressao aos 50 e 55 DAA, porém, sem diferir
das expressdes ocorridas aos 25, 35 e 45 DAA.

O gendtipo IAC apresentou expressdo para o referido gene na mesma linha
do observado para o genétipo CD 202, com maiores niveis de expressao nas fases

iniciais de desenvolvimento dos tegumentos, sendo esta reduzida no decorrer da
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avaliacdo, com excecao dos 30 e 35 DAA, onde né&o houve expressao deste gene
(Figura 7).

O padréo diverso de expressdo deste gene reflete o seu potencial papel
multifuncional no desenvolvimento das sementes e das plantas de uma forma geral.
Por pertencer a um grupo génico envolvido com vias de sinalizacdo e sintese de
proteinas, ndo € incomum observar a sua expressdo em niveis distintos (LI &
DHAUBHADEL, 2011).

Ainda em relacdo ao gene SGF1l4c, e também ao SGF14l, Radwan et al.
(2012) identificaram um importante papel destes no processo de nodulagao inicial da
soja. Através do seu silenciamento, verificou-se nimero reduzido de nédulos nas
raizes de soja apds a inoculacdo com Bradyrhizobium japonicum e, muitos dos
nodulos remanescentes apresentaram algum tipo de anormalidade, como falta de
atividade e degradacéo celular, evidenciando o papel critico destes genes para este
processo tao importante para a cultura da soja. Em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh
foi verificado por Pignocchi & Doonan (2011), importante papel das proteinas 14-3-3
no processo de divisdo celular, que coincide com a etapa de formacéao inicial dos

ndédulos nas raizes de soja.

Estes genes, além de, possivelmente, atuarem na divisdo celular que ocorre
no processo simbidtico, podem desempenhar o mesmo papel durante a formacéao
das sementes. Assim, sementes que apresentam maior expressdo destes genes
podem de certa forma, ter maior divisdo celular nas etapas iniciais de sua formacéao
e assim melhor desenvolvimento, culminando com uma semente de melhor
qualidade devido a maior quantidade de células para alocacdo de substancias de

reserva.

4.1.8. CHS8*

A chalcona sintase é uma enzima chave na biossintese de flavondides,
codificada por uma familia multigénica (TUTEJA & VODKIN, 2008), estando
presente em todas as plantas; porém, podendo apresentar diferentes padrdes de

expressdo. Aléem de fazer parte do programa de desenvolvimento da planta, os
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genes CHS sdo expressos também, em condi¢cdes de estresse, como a incidéncia
de raios UV, infeccéo de bactérias e fungos, e ataque de pragas. Ainda, estes genes
participam como moléculas sinalizadoras na interacdo planta - microrganismo, na
sintese de pigmentos, de fitoalexinas, tendo, também, funcdo antioxidante e atrativa

para polinizadores (DAO et al., 2011).

Dentre os diversos genes que compde essa familia, avaliou-se, no presente
estudo, a expressao relativa do gene CHS8*, ainda ndo caracterizado, em diferentes
genotipos contrastantes para as caracteristicas de tegumentos, e em sete fases de
desenvolvimento desta estrutura. Pelo fato deste gene nao ter a sua fungédo anotada
até o momento optou-se, como nomenclatura, CHS8*, para diferencia-lo do gene
CHS8 descrito no trabalho de Tuteja et al. (2004), e que esta relacionado com a

coloracdo escura dos tegumentos de sementes de soja.

Expresséo relativa do gene CHS8* entre gendtipos contrastantes

Aos 25 DAA, a menor expressao do gene CHS8* ocorreu no gendtipo CD 202
em relacdo aos demais, que ndo diferiram entre si. JA aos 30 e 35 DAA, esta
diferenga néo foi verificada. O contrario foi observado aos 40 DAA, em que CD 202
apresentou maior expressdo do gene CHS8* sem diferir, porém, do genétipo BMX
Poténcia RR, tendo sido verificada a menor expressao nos gendtipos de tegumentos
pretos, TP e IAC (Figura 8).

Ao estudar o padrdo de expressao de dois genes da chalcona sintase em
embrides de sementes de soja em formacao, Dhaubhadel et al. (2007) observaram
maior acumulo de transcritos proximo a maturidade da semente, vindo ao encontro
do observado no presente estudo, contudo, nos tegumentos das sementes. Vale
considerar que os pesquisadores verificaram esse padrao em sementes de soja de
tegumentos amarelos. Além disso, constou-se relacdo direta entre o nivel de
expressdo destes genes da chalcona sintase e o acumulo de flavondides nas
sementes. Essa ultima verificacdo realizada por Dhaubhadel et al. (2007) n&o foi
confirmada neste estudo, em gque se constatou maior quantidade de flavondides nos

genadtipos de tegumentos pretos (Tabela 3 - Ensaio Il). No entanto, ainda segundo
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0s pesquisadores, o acumulo de flavondides em fabaceas ndo necessariamente

resulta em niveis elevados de expressao de genes da chalcona sintase.

A partir dos 45 DAA, a maior expressado ocorreu no genoétipo BMX Poténcia
RR em detrimento dos demais, que ndo apresentaram diferenca entre si quanto ao
padrdo de expressao para o gene CHS8*, com excecao ao genétipo CD 202, aos 50
DAA, que apesar de ter apresentado menor expressao do gene que BMX Poténcia

RR, foi superior aos genaotipos de tegumentos pretos.

Em soja, a chalcona sintase é codificada por, pelo menos, nove genes (CHS1
a CHS9) (TUTEJA & VODKIN, 2008), sendo os membros classificados em duas
subfamilias, uma correspondendo aos genes CHS7/CHS8 e a outra englobando os
outros membros CHS (CHS1 - CHS6, CHS9) (KURAUCHI et al.,, 2009). No
tegumento de sementes com coloracdo escura, as transcricbes de mRNA de
CHS7/CHS8 sédo abundantes (CHO et al.,, 2013) e constituem a sua maioria,
enquanto que as de outros membros da CHS ocorrem em menor nivel. J& em
tegumentos amarelos de sementes de soja, os niveis de mRNA da maioria dos
membros CHS sédo significativamente reduzidos, em particular os de CHS7/CHSS8
(KASAI et al., 2004; TUTEJA et al., 2004). No entanto, ainda segundo Tujeta et al.
(2004), o mesmo nado ocorre em legumes, folhas, caules, raizes e cotilédones de
soja, em que o alelo dominante predomina e os niveis de mRNA de CHS néo

diminuem.

Com base nos resultados de expressdo para cada gendtipo, em funcéo das
fases de desenvolvimento dos tegumentos e, também, no que foi verificado na
literatura, pode-se mencionar que, talvez, este gene nao esteja diretamente
relacionado com a coloragao do tegumento, merecendo novos estudos para validar
essa possibilidade. Segundo Matsumura et al. (2005) e Senda et al. (2012), a
coloracdo se define com base no locus | (inibidor), sendo que neste caso, quando
em dominancia, ocorre silenciamento poés-transcricional dos genes CHS envolvidos
com a coloracdo (SENDA et al., 2004), culminando, desta forma, na formagéo de
tegumentos amarelos. J4, quando se verifica o locus i, recessivo, a coloracdo do
tegumento tende a ser marrom ou preta, devido a distribuicdo de antocianinas e
proantocianidinas pela estrutura (CLOUGH et al.,2004; TUTEJA et al., 2004).
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Figura 8 - Expressao relativa do gene CHS8* em tegumentos de sementes de soja coletados em sete
épocas apos a antese, em quatro gendtipos contrastantes quanto as caracteristicas de tegumento. *
Médias seguidas por letras distintas, minasculas entre gendétipos, dentro de cada época de coleta e,
mailsculas dentro de cada gendétipo e entre épocas de coleta, diferem entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade.

Expressdo relativa do gene CHS8* entre fases de desenvolvimento dos

tegumentos contrastantes

A maior expressao do gene CHS8* ocorreu aos 50 DAA, seguido dos 55 DAA
para o genotipo BMX Poténcia RR. Tendo sido observada a menor expressao para o
referido gene nas fases iniciais de desenvolvimento dos tegumentos, ou seja, aos
25, 30, 35 e 40 DAA, sendo que este ultimo ndo diferiu da expressao ocorrida aos 45
DAA (Figura 8).

Para o genotipo CD 202, o maior nivel de expressao foi verificado aos 40
DAA, sem diferir, no entanto, da expressdao aos 50 DAA. Porém, este ultimo,
apresentou padrédo de expressao do gene CHS8* semelhante ao observado nas

demais fases de desenvolvimento dos tegumentos, ndo havendo diferenca entre si.

Em relacdo ao gendtipo TP, ndo se observou diferenca na expresséo do gene
em funcdo das diferentes fases de desenvolvimento dos tegumentos. Ja, para o
gendtipo IAC, o maior nivel de expressdo ocorreu aos 25 e aos 40 DAA, néo

havendo diferenga entre as demais fases de desenvolvimento dos tegumentos.
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Algumas explicagdes podem ser sugeridas em fungdo deste padrdo de
expressao observado, com base nos trabalhos de Voinnet (2005) e Senda et al.
(2004). Segundo o primeiro autor, determinadas espécies utilizam como um sistema
de defesa o silenciamento génico pés-transcricional (PTGS), que € responsavel pela
degradacdo de RNA, o qual pode ocorrer, por exemplo, quando ha infeccdo por
virus em uma planta. Quando esse mecanismo esta ativado, pode ocorrer o
silenciamento de genes da chalcona sintase, que, de acordo com Senda et al.
(2004) ocorre na soja de tegumento amarelo. Porém, no presente estudo, situacao

inversa foi verificada.

4.2. Ensaio Il - Caracterizacdo quimica dos tegumentos

A composi¢cdo quimica dos tegumentos dos genotipos contrastantes é
visualizada na Tabela 3.

A concentracdo de compostos fendlicos totais foi significativamente distinta,
tendo os gendtipos de tegumentos pretos, IAC e TP, apresentado 0s maiores

valores destes constituintes, ndo diferindo entre si.

Nos tegumentos amarelos, CD 202 e BMX Poténcia RR, observou-se menor
concentracdo de compostos fendlicos, sendo verificada nesta Ultima cultivar a menor
concentracéo, diferindo de CD 202 (Tabela 3). Outra constatacédo importante foi que
0s tegumentos pretos apresentaram concentracdo de fendis de até 14,5 vezes maior
guando comparado aos tegumentos amarelos, neste caso especifico, em relacdo a
cultivar BMX Poténcia RR. Esse resultado estd bem acima do que foi mencionado
por Zhang & Guo (2001). Segundo os autores, sementes de soja de coloracéo preta
possuem teor de compostos fendlicos de cinco a sete vezes mais alto que a soja

amarela.

Situacdo semelhante aos compostos fendlicos foi verificada para o potencial
antioxidante dos tegumentos, em que 0s gendtipos de tegumentos pretos
apresentaram maiores valores comparados as cultivares de tegumentos amarelos,
sendo esta diferenca significativa. Entre os tegumentos de mesma coloracéo, nao foi

verificada diferenca para essa variavel.
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Estes resultados obtidos para os compostos fendlicos totais e para o potencial
antioxidante podem estar de certa forma, relacionados a maior concentracdo de
antocianinas nos genotipos de soja com tegumentos pretos. Isso se deve ao fato de
qgque antocianinas sao constituintes dos compostos fendlicos, sendo estes
reconhecidos cientificamente pela sua acéo antioxidante (RIBOLI & NORAT, 2003;
RHONE & BASU, 2008) havendo, neste caso, uma relacdo direta e positiva entre

estes compostos avaliados.

No entanto, apesar de as pesquisas revelarem a acdo antioxidante da soja
com tegumento preto (XU et al., 2008; ZHANG et al., 2011), vale ressaltar que as
concentracbes de compostos fendlicos sao varidveis de gendtipo para genotipo, de
acordo com a fase de desenvolvimento do tecido, podendo sofrer alteracdes,
também, em funcdo do ambiente (LEPINIEC et al., 2006). Os resultados obtidos no
presente estudo ndo corroboram com as observagdes de Lepiniec et al. (2006), visto
que ndo houve diferenca, tanto para compostos fendlicos assim como para o
potencial antioxidante entre os gendétipos de tegumentos pretos, IAC e TP (Tabela
3).

Tabela 3 - Concentracdo de compostos fendlicos (fendis), em mg eq. acido galico.g™; potencial
antioxidante, em pmol eq.Troon.g'l; antocianinas totais, em mg eq. cianidina 3 glicosideo.g'l;
carotendides, em ug eq. B3- caroteno.g'l; e, lignina, em percentagem, nos tegumentos dos genotipos
IAC e TP (tegumento preto) e nos tegumentos das cultivares CD 202 e BMX Poténcia RR (tegumento
amarelo).

Gendtipos Variaveis

Fendis  Antioxidantes Antocianinas Carotendides Lignina

IAC 1,61 at 44,58 a 0,25a 33,71b 8,26 a
TP 161la 44,23 a 0,18 b 42,51 a 4,99b
CD 202 0,16 b 6,87 b 0,04 d 24,29 ¢ 1,77d
BMX Poténcia 0,11c 6,88 b 0,06 c 21,79 c 3,33 ¢
CV (%) 1,41 2,80 7,68 6,91 7,59

1 Médias seguidas por letras minisculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade.

A concentracdo de antocianinas foi maior nos genoétipos de tegumentos
pretos. No entanto, houve diferenca significativa, também, entre os genoétipos de
coloragdo semelhante, tendo o IAC apresentado maior valor em relagdo ao TP
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(Tabela 3). Também, nas cultivares de tegumentos amarelos houve diferenca, em
que CD 202 apresentou menor concentragdo de antocianinas quando comparado a
BMX Poténcia RR (Tabela 3), tendo ambas apresentado menor valor em relacéo aos

genaotipos de coloracgao preta.

De acordo com Palmer et al. (2004), a coloracdo escura do tegumento é
determinada por varios genes, responsaveis por controlar o acimulo de produtos
como antocianinas e proantocianidinas. Logo, os resultados obtidos no presente
estudo estdo de acordo com o referido autor, dado a maior concentracdo de

antocianinas nos tegumentos de coloracao preta.

Segundo Webb et al. (1995), a coloragdo escura do tegumento da soja tem
contribuido com a tolerancia a nematéides formadores de galhas. Mansur et al.
(1998) também verificou efeito positivo associado a tolerancia a seca, quando a
coloracdo escura se manifestava nas sementes de soja. Além disso, tem-se
atribuido as sementes com maior concentracdo de flavondides, maior qualidade
fisiol6égica e também maior longevidade (DEBEAUJON et al., 2000).

Os flavonoides séo sintetizados durante a formacgédo dos tegumentos. Porém,
a coloracao caracteristica que confere a tonalidade escura nas sementes com maior
guantidade destes compostos, como antocianinas, ocorre mais para o final da
formacdo da semente. Isso se deve a sua oxidacdo, levando a coloracéo
caracteristica (MOISE et al., 2005). Ja nos gendtipos de tegumentos amarelos, os
flavondides também estdo presentes, porém em menor concentracdo, conferindo
coloragdo mais clara na maturidade das sementes. Segundo Ndakidemi & Dakora
(2003) os flavonodides desempenham papel importante no processo de nodulagéo,
sendo consideradas substancias quimioatrativas aos rizébios, promovendo também
0 seu crescimento durante o processo simbionte, através da transcricdo de genes

especificos para tal funcéo.

No entanto, a alta concentracdo de compostos fendlicos ndo apresenta
apenas vantagens. Tem sido relatado na literatura, que o acumulo destas
substéancias pode levar ao aumento de rachaduras do tegumento, que podem ser
divididas em dois tipos: o tipo I, onde as rachaduras sao irregulares; e o tipo Il, onde
as rachaduras apresentam-se ramificadas. Ambas resultam na separacao de tecidos

da epiderme e da hipoderme expondo o tecido parenquimatoso subjacente, sendo o



76

controle genético destas rachaduras bem caracterizado e intimamente relacionado
aos tegumentos pigmentados que apresentam maior concentragdo de antocianinas
nas células epidérmicas (YAKLICH & BARLA-SZABO, 1993; NAKAMURA et al.,
2003; BENITEZ et al., 2004). Porém, no presente estudo, esta caracteristica nao foi

observada nos tegumentos pretos de ambos os genotipos avaliados, TP e IAC.

Em relacdo aos carotenoides, apesar de haver diferenca significativa entre os
genadtipos, a diferenca, em valores absolutos, foi menor, em relacdo aos demais
constituintes quimicos avaliados nos tegumentos dos quatro genoétipos. Porém, os
gendtipos de tegumentos pretos mantiveram os maiores valores, com diferenca
significativa entre si, tendo TP apresentado maior concentracdo de carotendides em
detrimento a IAC (Tabela 3). Nao houve diferenca de concentracdo de carotendides

entre os tegumentos amarelos das cultivares CD 202 e BMX Poténcia RR.

Para o constituinte lignina observou-se resultado bastante variavel entre os
gendtipos, diferindo todos entre si. O IAC apresentou a maior concentragdo, com
8,26% de lignina presente nos tegumentos, seguido de TP, com 4,99%. A menor
concentracdo de lignina foi verificada nos tegumentos da cultivar CD 202, com
apenas 1,77%. Intermediério aos demais, BMX Poténcia RR, com 3,33% de lignina
(Tabela 3).

Esse resultado vem ao encontro do observado por outros autores, que
constataram em tegumentos de soja de coloracdo escura, maior quantidade de
lignina, atribuindo a esta, maior resisténcia desses tegumentos a danificacdo
mecanica (SOUSA & MARCOS-FILHO, 2001); conferindo essa caracteristica,
também, protecdo da parede celular contra o ataque de microrganismos (SANTOS
et al., 2007). Nao corroborado por Dantas et al. (2012), em relagdo ao fungo
Aspergillus flavus Link ex Fr.; contudo, a concentracdo de lignina nos tegumentos

das cultivares estudadas nao foi superior a 0,5%.

Um bom indicativo da resisténcia mecanica do tegumento de soja, segundo
Alvarez et al. (1997), é este apresentar valores superiores a 5% de lignina.
Resultado esse constatado no gendtipo de tegumento preto IAC; e, também, muito

préximo a esse valor, no outro genétipo de mesma coloracéo, o TP, com 4,99%.



77

Tem sido levantada a hipétese de que cultivares de soja geneticamente
modificada para a resisténcia ao herbicida glifosato, tém apresentado maiores
valores de lignina na planta, quando comparadas as cultivares convencionais (GRIS
et al., 2010). Isso esta baseado no fato de a alteracao ter sido realizada no ciclo do
acido chiquimico, o mesmo utilizado pela planta para sintese de lignina. No entanto,
a pesquisa nessa area € bastante restrita, ndo existindo relatos do contraste
existente entre cultivares convencionais e suas respectivas versoes RR. Diante
disso, os autores realizaram um estudo com algumas cultivares transgénicas e suas
derivadas, verificando distingdo na concentragcdo de lignina apenas em duas
cultivares, tendo apresentado, a versao transgénica, maior quantidade de lignina.

Contudo, os valores nao foram superiores a 0,5%.

No presente estudo, também se constatou diferenca na concentracdo de
lignina nas cultivares de tegumentos amarelos, tendo a cultivar transgénica BMX
Poténcia RR, apresentado maior valor em comparacdo a cultivar convencional, CD
202. Vale ressaltar, porém, que BMX Poténcia RR ndo é essencialmente derivada
de CD 202, podendo ser uma caracteristica intrinseca de cada cultivar, da mesma

forma que o observado para os genoétipos de tegumentos pretos.

4.3. Ensaio lll - Caracterizacao estrutural dos tegumentos

As imagens capturadas dos tegumentos de soja permitiram observar trés
camadas distintas de células: a epiderme (camada palicadica), a hipoderme
(osteoesclereides) e a camada parenquimatosa. Além disso, verificou-se a camada
de aleurona, resquicio do endosperma absorvido durante a formacdo da semente
(Figura 9).

Segundo Swanson et al. (1985) e Gléria & Carmello-Guerreiro (2006), em um
corte transversal do tegumento de uma semente de soja podem ser distinguidas
quatro camadas a partir da superficie: cuticula, epiderme (células palicadicas),
hipoderme (osteoesclereides) e células parenquimatosas. Além disso, a espessura

desse conjunto de camadas pode variar, de acordo com Caviness & Simpson Junior



78

(1974), entre 70 a 100 ym sendo praticamente constante para cada cultivar e
controlada geneticamente.

Por meio de eletromicrografias de varredura de cortes transversais do
tegumento de sementes de soja das cultivares M-Soy 8400 e M-Soy 8411, Silva et
al. (2008) observaram apenas trés camadas de células, assim como Mertz et al.
(2009), ao observar cortes transversais de tegumentos de soja preta e amarela,
identificando-se a camada palicadica, o0s osteoesclereides e a camada

parenquimatosa, vindo ao encontro do verificado no presente estudo.

De acordo com a Figura 9, na regido mais externa do tegumento encontra-se
a camada palicadica, formada por células alongadas, justapostas
perpendicularmente a superficie dos tegumentos e com paredes espessas (MOISE
et al., 2005). Observa-se que as células desta camada, nas cultivares de tegumento
amarelo, apresentam-se mais uniformes, sem divisdes (Figura 9 — A e B) em
comparacao a camada palicadica dos tegumentos pretos (Figura 9 — C e D), que se
apresenta dividida parcialmente na regido central. Isso pode estar relacionado ao
fato de que tegumentos pretos apresentam maior quantidade de lignina na epiderme
(ALVAREZ et al.,, 1997), conferindo a estes, maior resisténcia aos impactos
mecanicos e, consequentemente, ao corte provocado pelo micrétomo, aparelho

utilizado para realizar os cortes nos tegumentos.

Além disso, verificou-se que a camada palicadica nos tegumentos pretos €
mais espessa em relagao aos tegumentos amarelos, em torno de 10% (44,0pm nos
tegumentos de TP e IAC e 40,0um nos de CD 202 e BMX Poténcia RR) (Figura 9).
Essa € uma caracteristica positiva, visto que esta regido confere resisténcia
mecanica a semente, sofrendo esta, nestas condi¢cdes, menores danos mecanicos,
comuns durante a colheita, beneficiamento, secagem e semeadura. Segundo Peske
& Pereira (1983), a camada palicadica € importante para absorcdo de agua pela
semente, pois, dependendo da sua constituicdo quimica, arranjo e substancias
intercelulares, a semente pode embeber 4gua em niveis distintos de velocidade, ou

até mesmo nao embeber.

Imediatamente abaixo da camada palicadica estdo as osteoesclereides
(células em ampulheta) (Figura 9), constituindo a hipoderme, representadas por

células com padrédo variado de espacos intercelulares e, também, com espessura



79

distinta entre os genotipos. Para TP e IAC a espessura desta camada foi similar em
ambos (Figura 9 — C e D), e mais espessa que nos gendtipos de tegumentos
amarelos. BMX Poténcia RR apresentou maior espessura da camada de células em
ampulheta que CD 202 (Figura 9 — A e B), uma diferenca de 25%, sendo esta ultima
35% menos espessa que esta mesma camada observada nos gendtipos de
tegumentos pretos. Esse resultado vem ao encontro do observado por Mertz et al.
(2009). Os autores constataram que esta camada de células se apresentou mais
espessa no genotipo de tegumento preto em detrimento ao gendtipo de tegumento

amarelo.

Figura 9 - Cortes transversais do tegumento de soja (Glycine max (L.) Merril) capturados em camera
Leica DC 300F 40x acoplada ao microscopio Leica DM LB. Figuras: A = CD 202; B = BMX Poténcia
RR; C = TP; D = IAC. Barras pretas = 30 micrdmetros; CP = Camada Palicadica; OS =
Osteoesclereides; P = Parénquima, A = Camada de Aleurona.

As células em ampulheta se originam a partir da camada externa de células
do tegumento interno (ZENG et al., 2004). Normalmente apresentam tamanho mais
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pronunciado que as células adjacentes e sdo separadas por amplos espacos
intercelulares (SOUZA & MARCOS-FILHO, 2001), estando de acordo com o

observado na Figura 9.

A presenca de numerosos graos de amido nas células em ampulheta durante
a embriogénese indica que o tegumento poderia sintetizar nutrientes para o embriao
em desenvolvimento (ALGAN & BUYUKKARTAL, 2000; WANG & GRUSAK, 2005).
Além disso, a hipoderme pode desempenhar, da mesma forma que as células da
camada palicadica, o papel de resisténcia mecéanica do tegumento, servindo,
também, como reservatorio de proteinas (MOISE et al., 2005). Assim, pode-se
inferir, com base na Figura 9, que os gendtipos de tegumentos pretos conferem
maior resisténcia as sementes e, consequentemente, estas tendem a sofrer menos

com a deterioracdo de campo e danificacdo mecanica.

Mais internamente no tegumento esta localizado o tecido parenquimatico,
constituido por células maiores, com formato mais ou menos cilindrico e parede
celular pouco espessa (Figura 9). Na regido mais externa desta camada, as células
se apresentam maiores quando comparadas as células localizadas mais
internamente. Isso pode estar relacionado a compressao exercida pelo crescimento
dos cotilédones durante a formacéo da semente (MOISE et al., 2005). Segundo 0s
pesquisadores, estas células sdo naturalmente esmagadas com a maturidade das
sementes. Os mesmos também creditam a esta camada o importante papel de

translocacdo de nutrientes para o embrido em formacao.

No caso desta camada de células, os gendtipos de tegumentos amarelos
apresentam a mesma, mais espessa, quando em comparacao aos genotipos de
tegumentos pretos, ndo havendo diferenca de espessura entre gendtipos com
tegumentos de mesma cor (Figura 9). CD 202 e BMX Poténcia RR tiveram uma
espessura 28% maior desta camada que 0s genotipos de tegumentos pretos.
Porém, vale ressaltar que, por apresentar paredes mais delgadas, esta camada

apresenta limitada funcéo de resisténcia mecanica.

Em estudo realizado por Mertz et al. (2009), foi possivel observar
comportamento semelhante ao verificado no presente estudo em relacdo as trés
camadas de células que compde o tegumento de sementes de soja, em especial na

camada parenquimatosa, em que também foram observadas diferencas
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significativas no formato e organizacdo das células na regido mais externa do

tegumento em relagdo a regido mais interna.

Abaixo do conjunto de células parenquimatosas foi possivel visualizar as
células de aleurona (Figura 9), sendo estas aparentemente maiores nos genotipos
de tegumentos amarelos (Figura 9 — A e B), mas também, n&o diferindo muito do
observado para o genotipo IAC (Figura 9 — D), que apresentou esta camada um
pouco mais densa que os demais. Essa caracteristica € essencial, considerando a
qualidade do processo germinativo das sementes, sendo esta camada importante
para fornecer substéncias ao embrido durante a retomada do seu desenvolvimento,

juntamente com os cotilédones, que prevalecem.

Com o desenvolvimento da semente, as células do endosperma adjacentes
ao embrido degeneram-se, mas a camada mais externa permanece intacta e se
diferencia na camada de aleurona, Unica estrutura do endosperma visivel (MILLER
et al., 1999). A camada de aleurona em soja e em outras Fabaceas é conhecida pelo
seu papel enziméatico, mobilizando reservas, como carboidratos, durante a

germinacao (MA et al., 2004).

Yaklick et al. (1992) observaram que as células de aleurona em sementes de
soja em desenvolvimento tém caracteristicas secretoras, especulando-se que estas

séo capazes de converter fotoassimilados em substancias para nutrir o embrido.

Observando o conjunto de células que compde o tegumento, verificou-se que
0S genétipos de tegumentos amarelos apresentam maior espessura total, com
170um para CD 202 (Figura 9 — A) e 180um para BMX Poténcia RR (Figura 9 — B) e,
160um para ambos os gendtipos de tegumentos pretos, TP (Figura 9 — C) e IAC
(Figura 9 — D). O resultado aqui verificado € importante visto que traz uma nova
informagéo, tegumentos pretos ndo sdo mais espessos que tegumentos amarelos,
especificamente neste caso. No entanto, as camadas que conferem resisténcia ao
tegumento e, consequentemente, potencializam maior qualidade fisiologica as
sementes, sSao0 Mais espessas nos genotipos que apresentam tegumento de

coloracéo preta.

O que também chama a atencdo na Figura 9 é que ha uma distincdo quanto a

coloracdo da camada palicadica dos tegumentos de coloracdo amarela (A e B) e dos
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tegumentos de coloracédo preta (C e D). Nestes ultimos, a respectiva camada de
células apresenta coloracdo verde. Entretanto, nas células dos tegumentos
amarelos, essa coloracdo € azul. A explicacdo para isso € que as laminas contendo
os tegumentos foram coradas com azul de toluidina, um corante metacromatico que
exibe coloragéo diferente de acordo com o substrato que reage; paredes ricas em
pectina coram de roxo, paredes celulésicas coram de azul e paredes lignificadas
coram de verde. Esse resultado vem ao encontro da quantificacdo de lignina

realizada, também, no presente estudo (Tabela 3 — Ensaio II).

Fica evidente, nesse caso, que h& maior concentracdo de lignina nos
tegumentos dos gendtipos de coloracdo preta em detrimento aos gendtipos de
coloracdo amarela, e que, esta maior concentracdo ocorre na epiderme (camada
palicadica). Esse resultado vem ao encontro do observado por Menezes et al.
(2009), os quais constataram maior espessura de lignina na epiderme quando
comparado a hipoderme (osteoesclereides). Segundo Lewis & Yamamoto (1990), a
lignina é um constituinte dos tegumentos de sementes de soja, variando de gendétipo

para genotipo, e esta diretamente associada a qualidade das sementes.

4.4. Ensaio IV - Avaliacdo das caracteristicas fisicas e fisiolégicas das

sementes

A germinacdo das sementes dos genoétipos contrastantes para as
caracteristicas de tegumento ndo apresentou significancia estatistica (Tabela 4),
sendo a percentagem de germinacdo elevada para todos os genoétipos, com o
minimo de 98%. Padrdao semelhante foi constatado na primeira contagem da
germinacado, evidenciando que ambos os testes ndo foram sensiveis o suficiente

para diferenciar os genétipos quanto as suas qualidades fisioldgicas.

Os resultados verificados quanto ao padrdao de germinagcdo concordam
parcialmente com os observados por Santos et al. (2007). Segundo estes, das trés
cultivares testadas, de coloracao variando de amarelo a marrom, observou-se que
uma delas, de coloracdo marrom, apresentou maior percentagem de germinagéo. O

mesmo resultado ndo foi verificado, no entanto, para as demais cultivares e sua
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variacdo de tonalidade. Porém, em valores absolutos, a percentagem média de
germinacao foi superior nas sementes de coloragdo marrom, atribuindo os autores,
este resultado, provavelmente a maior quantidade de lignina do tegumento, que
confere maior resisténcia do mesmo aos estresses bibticos e abidticos, conferindo

assim, maior qualidade fisiolégica as sementes.

Em relacdo ao comprimento de plantula observou-se maior valor para o
comprimento da parte aérea e total no genétipo IAC, com diferenca significativa em
relacdo aos demais, com excecdo do comprimento total, em que o respectivo
gendtipo ndo diferiu de TP. Este e as cultivares CD 202 e BMX Poténcia RR néo
apresentaram diferenca entre si para as variaveis em questdo. Andrade (2012)
observou maior comprimento da parte aérea das plantulas da cultivar TMG 801,
porém, sem diferenca significativa em relacdo ao gendtipo de tegumento preto UnB
1125.

Para o comprimento de raiz ndo houve significAncia entre os gendtipos
(Tabela 4). Segundo Vanzolini et al. (2007), o comprimento de raiz das plantulas de
soja € um dos parametros mais sensiveis para separar lotes com niveis distintos de
vigor, tendo este teste relacdo direta com o teste de emergéncia em solo. Essa
constatacdo vem ao encontro do resultado verificado no presente estudo, pois nao

houve significancia entre os gendtipos avaliados na emergéncia em solo (Tabela 6).

Tabela 4 - Dados médios de germinacgéo (G), primeira contagem da germinacédo (PC), comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR) e comprimento total de plantula (CT) dos gendtipos
de tegumento preto, IAC e TP, e das cultivares de tegumento amarelo, CD 202 e BMX Poténcia RR.

Variaveis
Gendtipos

G(%) PC (%) CPA (cm) CR (cm) CT (cm)
IAC 982 98 10,58 at 12,89 23,47 a
TP 98 97 8,95 b 12,92 21,87 ab
CD 202 99 97 7,97 b 12,85 20,82 b
BMX Poténcia 100 99 8,57b 12,58 21,15b
CV (%) 1,81 2,82 7,68 513 5,33

1 Médias seguidas por letras minlsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade. 2 ndo significativo.
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Vale ressaltar que este maior vigor de plantula observado no gendétipo IAC
precisa ser analisado com critério, visto que o mesmo, por ndo ter passado por
nenhum processo de melhoramento, apresenta comportamento fenotipico de
plantula e planta com caracteristicas agronémicas indesejaveis no que tange a

espessura da haste principal e ramificagdes, podendo levar ao acamamento.

As mesmas variaveis da Tabela 4 foram novamente analisadas submetendo
as sementes previamente a imersdo em agua deionizada por 24 horas, a
temperatura de 20°C. Este procedimento visou fornecer um estresse abidtico as
sementes, para verificar o comportamento destas ap0s a imersdao em agua por

determinado periodo de tempo.

De acordo como o observado na Tabela 5, sob as circunstancias de imerséo
em agua, 0s genotipos apresentaram diferenca entre si para a percentagem de
germinacdo. As sementes do genotipo IAC, de tegumento preto, foram mais
resistentes a imersdo quando comparado ao gendtipo CD 202. No entanto, IAC nao
diferiu de TP e BMX Poténcia RR, que também nao diferiram de CD 202. Esse
resultado vem ao encontro do observado por Gris et al. (2010). Segundo os autores,
a imersao das sementes imediatamente anterior ao teste de germinacao provoca
reducdo desta em gendtipos mais suscetiveis, reduzindo a percentagem de

plantulas normais.

Andrade (2012) credita a lignina presente no tegumento preto de sementes de
soja, a menor embebicdo destas. Sob o ponto de vista de vigor, essa caracteristica
reduz o indice de velocidade de germinacéo. Porém, se a embebicéo é reduzida nas
sementes de soja com tegumento preto, os danos ao sistema de membranas que
podem ocorrer devido a imersdo, também devem ser reduzidos. Os resultados
observados quanto a concentragdo de lignina nos tegumentos dos genotipos
contrastantes (Tabela 3 — Ensaio Il) e 0 padrdo de hidratacdo das sementes (Figura
11) trazem resultados ndo concordantes com os constatados por Andrade (2012),
visto que o genotipo IAC, com maior concentragdo de lignina, ndo foi o que

apresentou a menor hidratagao inicial das sementes.

Em relacdo a primeira contagem da germinacdo, o vigor acompanhou a
germinacdo para o genotipo IAC e TP, com menor percentagem de plantulas

normais verificadas neste ultimo. Quanto as cultivares de tegumentos amarelos, CD
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202, apesar de apresentar germinagao inferior a BMX Poténcia RR, obteve maior
vigor que esta Ultima, de acordo com a primeira contagem apos a imersdo das

sementes.

Deve-se salientar o fato de que a primeira contagem da germinacao
apresentou valores elevados, proximos a germinacao das sementes (Tabela 4). No
entanto, quando as sementes foram submetidas a imerséo, a primeira contagem
apresentou resultados inferiores, principalmente para as cultivares de tegumentos
amarelos (Tabela 5). Assim, sugere-se cautela ao utilizar a primeira contagem da

germinagdo padrdo como unico parametro de vigor de um lote de sementes.

O comprimento de plantulas diferiu entre os gendtipos. Em relagdo a parte
aérea, 0 genodtipo IAC foi superior ao TP e este, apresentou maior valor que as
cultivares de tegumentos amarelos, verificando-se diferenca significativa. Resultado
diferente foi observado para o comprimento de raiz, em que nao se observou
diferenca de comprimento entre os gendtipos de tegumentos pretos. Assim como
nao houve diferenca entre TP e CD 202 (Tabela 5).

Tabela 5 - Dados médios de germinacgéo (G), primeira contagem da germinacao (PC), comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR) e comprimento total de plantula (CT), obtidos de
sementes expostas a imersdo em agua por 24 horas dos genétipos de tegumento preto, IAC e TP, e
das cultivares de tegumento amarelo, CD 202 e BMX Poténcia RR.

_ Variaveis
Gendtipos

G (%) PC (%) CPA (cm) CR (cm) CT (cm)
IAC 96 at 96 a 9,04 a 11,85 a 20,49 a
TP 94 ab 87 ab 7,37b 11,01 ab 18,37 b
CD 202 87b 69 bc 539¢c 10,26 b 15,66 c
BMX Poténcia 91 ab 54 ¢ 5,66 c 7,49 c 13,16 d
CV (%) 4,45 13,53 6,36 6,65 5,35

1 Médias seguidas por letras minlsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade.

Apesar de ndo ter sido verificada diferenca entre alguns genotipos para a
variavel comprimento de raiz, no comprimento total esta ficou evidente, baseado no
comprimento de parte aérea distinto entre os gendtipos contrastantes. Neste caso,

IAC apresentou maior tamanho de plantula em relacdo aos demais, sendo
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novamente, as cultivares de tegumentos amarelos, inferiores aos gendtipos de

tegumentos pretos.

A emergéncia das plantulas em solo apresentou comportamento semelhante
ao teste padréo de germinacéo (Tabela 3); ou seja, ndo houve significancia entre os
gendtipos e, em valores absolutos, a percentagem de emergéncia foi bastante
elevada (Tabela 6).

O indice de velocidade de emergéncia (IVE), ao contrario da emergéncia das
plantulas, apresentou diferenca entre os genotipos, tendo sido verificado os maiores
valores nos genotipos IAC e CD 202. Porém, este ultimo também néo diferiu de TP e
BMX Poténcia RR. Logo, subentende-se que IAC apresentou maior velocidade de
emergéncia, e consequentemente, maior vigor em relacdo aos genétipos TP e BMX
Poténcia RR (Tabela 6).

A velocidade de emergéncia (VE) evidenciou padrdo um pouco diferente ao
observado no IVE. Neste caso, o gendtipo IAC emergiu em menor tempo, diferindo
significativamente dos demais, ndo sendo observada diferenca entre TP e CD 202 e,
no caso da cultivar BMX Poténcia RR, esta demorou mais para emergir, em torno de

um dia, comparado ao gendtipo IAC (Tabela 6).

Tabela 6 - Dados médios de emergéncia (E);indice de velocidade de emergéncia (IVE); velocidade de
emergéncia (VE); indice de velocidade de germinacdo (IVG); e, condutividade elétrica (CE) dos
genotipos de tegumento preto, IAC e TP, e das cultivares de tegumento amarelo, CD 202 e BMX
Poténcia RR.

Gendtipos Variaveis

E (%) IVE VE (dias) IVG  CE (uS.cm™.g?
IAC 982 1,49 at 6,65 a 13,80 a 67,09
TP 92 1,29b 7,24 b 9,28 b 66,62
CD 202 100 1,38 ab 7,28 b 9,73 b 65,60
BMX Poténcia 94 1,24 b 7,70 c 9,90 b 67,83
CV (%) 6,79 6,40 2,62 4,66 2,76

1 Médias seguidas por letras minisculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5%de probabilidade. 2 ndo significativo.

O indice de velocidade de germinacdo seguiu a tendéncia dos resultados
observados para VE, apresentando o gendtipo IAC maior vigor em relacdo aos

demais (Tabela 6).
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Ao estudar o comportamento do genétipo de tegumento preto UnB 1125 em
relacdo a algumas cultivares comerciais, Andrade (2012) verificou menor IVG do
genadtipo de tegumento preto em detrimento as cultivares, de tegumentos amarelos,
atribuindo tal caracteristica ao maior conteudo de lignina, estando de acordo com o
observado por Menezes et al. (2009). Ainda de acordo com Andrade (2012), a
lignina confere menor permeabilidade do tegumento, fazendo com que a embebigéo
seja mais lenta. Essa afirmacdo merece ressalvas, visto que, no presente estudo,
houve um gendétipo de tegumento preto, o IAC, que, em alguns momentos,
apresentou permeabilidade superior as cultivares, apresentando o mesmo,

concentracéo de lignina superior aos demais, com 8,26%.

A condutividade elétrica estd baseada na relacdo existente entre o vigor das
sementes e a integridade do sistema de membranas celulares, sendo de maior vigor
as sementes que liberam menos lixiviados para a solucdo em determinado periodo
de tempo (TILLMANN & MENEZES, 2012). No presente estudo, o teste de
condutividade elétrica ndo foi sensivel o suficiente para estratificar as sementes dos
genadtipos. No entanto vale ressaltar que os valores observados estdo melhores que
os considerados apropriados para lotes de alto vigor, com valores entre 70 e 80
uS.cm™.g? de semente, segundo Vieira & Krzyzanowski (1999). Logo, as sementes
de todos os genotipos utilizadas neste estudo sdo consideradas, com base nos

valores de condutividade evidenciados, de alto vigor.

Esse resultado de condutividade elétrica obtido no presente estudo ndo esta
de acordo com o observado por Panobianco et al. (1999). Segundo os autores, 0
maior conteudo de lignina reflete em menor troca de solutos entre as sementes e 0

ambiente externo; logo, sementes com maior quantidade de lignina lixiviam menos.

O estudo desenvolvido por Andrade (2012) mostrou maior sensibilidade do
teste de condutividade elétrica para diferenciar niveis de vigor de diferentes
cultivares nas primeiras quatro horas, tendo o genotipo de tegumento preto UnB
1125, apresentado a menor lixiviagdo. Ja com doze horas de imersdo, mesmo este
padrdo permanecendo, houve maior proximidade de valores entre o gendtipo e as

cultivares testadas.

Cavariani et al. (2009) observaram que, em sementes com absorcao lenta de

agua, o tegumento inicialmente retarda a penetracdo, mas gradualmente facilita o
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movimento de agua até o embrido, permitindo que ambos os cotilédones se

hidratem de maneira uniforme.

Os dados médios da massa de mil sementes revelaram um padrédo distinto
entre 0s genotipos, tendo apresentado maior massa as sementes da cultivar CD
202, seguida da BMX Poténcia RR. Essa tendéncia ja era esperada, visto que em
funcdo do melhoramento genético, as cultivares de tegumentos amarelos carregam
consigo caracteristicas agronémicas de interesse, neste caso, a massa de sementes

maior, que se refletira na produtividade da lavoura.

Os gendtipos de tegumentos pretos apresentaram a menor massa de
sementes, com destaque para o IAC, com menor valor observado entre os demais e,
diferindo significativamente de TP (Tabela 7). Destaca-se o comportamento das
sementes do gendtipo TP, as quais apresentaram massa inferior quando comparada
a massa das sementes de tegumentos amarelos, porém, com valores préximos, se
analisar os valores obtidos em IAC. Esse menor valor verificado no gendtipo IAC
pode estar relacionado ao seu menor tamanho de sementes em relacdo aos demais
gendtipos (Figura 10). No entanto, esta caracteristica fisica, segundo Peske &
Baudet Labbé (2012), ndo tem influéncia na qualidade fisiol6gica das sementes
quando a diferenca de tamanho das sementes for préxima a um milimetro,

proporcao esta considerada na realizagao dos testes no presente estudo.

Tabela 7 - Dados médios da massa de mil sementes (MMS), da massa dos tegumentos (MT) e da
razdo da massa dos tegumentos (MT) pela massa sementes (MS) dos gendtipos de tegumento preto,
IAC e TP, e das cultivares de tegumento amarelo, CD 202 e BMX Poténcia RR.

Variaveis
Gendtipos

MMS (g) MT (g) MT/MS
IAC 67,65 dt 0,007 c 0,010 b
TP 105,55 ¢ 0,014 a 0,013 a
CD 202 149,23 a 0,011 b 0,007 ¢
BMX Poténcia 12490 b 0,011 b 0,009 b
CV (%) 1,38 9,30 11,84

1 Médias seguidas por letras minlsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade.



89

bY

Em relacdo a massa dos tegumentos observou-se que o gendtipo TP
apresentou maior valor, diferindo dos demais, seguido pelas cultivares de
tegumentos amarelos, que nao diferiram entre si e, por ultimo, com a menor massa
dos tegumentos, o genotipo IAC (Tabela 7). Esse resultado € reflexo,

provavelmente, do tamanho das sementes de cada gendtipo (Figura 10).

A razéo entre a massa de tegumentos e a massa de sementes revelou maior
valor para o genotipo TP, diferindo em relacdo aos demais; seguido de IAC e BMX
Poténcia RR, que nado diferiram entre si e, com menor valor, o genétipo CD 202
(Tabela 7). Esse resultado mostrou que os tegumentos do genoétipo TP tém maior
participacdo na massa final das sementes em comparagao aos demais. Além disso,
pode-se verificar que os tegumentos do gendtipo IAC contribuiram para a massa
total de suas sementes de forma semelhante a cultivar BMX Poténcia RR, nas

condi¢Oes deste estudo.

O tamanho das sementes de cada gendtipo pode ser visualizado na Figura
10. De acordo com esta, as sementes de tegumentos amarelos, CD 202 e BMX
Poténcia RR, assim como as do gendtipo de tegumento preto TP ficaram retidas, em
maior propor¢do, nas peneiras 5,5 e 6,0mm. Ja o genétipo de tegumento preto IAC

apresentou a maior percentagem de sementes retidas nas peneiras 4,5 e 5,0mm.

Tamanho das sementes

80 - 77,8 76,9
75 72,1

=3,5-4,0
m4,5-5,0

5,5-6,0
6,5-7,0

% 40 -

IAC TP

CD 202 BMX Poténcia

Genotipos

Figura 10 - Dados médios da percentagem de sementes dos genétipos de tegumento preto, IAC e
TP, e das cultivares de tegumento amarelo, CD 202 e BMX Poténcia RR, retidas nas peneiras de furo
redondo com didmetro de 3,5mm a 7,0mm, com intervalo entre peneiras de 0,5mm.
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Para os demais tamanhos, houve uma distribuicdo semelhante entre os
genotipos, com excecdo de IAC, que apresentou 21,6% de suas sementes retidas
nas peneiras 3,5 e 4,0 milimetros, valor bem acima do verificado para os demais

genaotipos neste conjunto, que ndo passou de 0,5% de retencdo (Figura 10).

O padrao de hidratacdo das sementes apresentou interacao entre gendtipos e
tempo de embebicdo das sementes. Na primeira meia hora, as sementes dos
genaotipos absorveram agua de forma semelhante, no entanto, a partir deste periodo,
verificou-se distincdo entre os mesmos, sendo que as sementes de IAC mantiveram-
se superiores as demais quanto ao ganho de agua, porém sem diferir de BMX
Poténcia RR, que por sua vez nao diferiu dos outros genotipos.

Com duas horas de embebicdo o gendtipo BMX Poténcia RR apresentou
maior ganho, seguido de CD 202 e IAC, que nao diferiram entre si até quatro horas e
meia de embebicdo. Deste momento em diante os dois genotipos diferiram entre si,
com ganhos menores para IAC até sete horas de embebicdo (Tabela 8). Estando o

gendtipo TP com ganho sempre inferior aos demais.

A partir de oito horas e meia de embebicdo, com excecédo de TP, todos 0s
gendtipos apresentaram ganhos de agua semelhante, até doze horas. A partir de
entdo, houve superioridade de IAC, ndo diferindo, porém, de CD 202 até dezessete
horas. Contudo, com dezoito horas, IAC apresentou ganho superior de forma
isolada, ndo havendo diferenca entre TP e BMX Poténcia RR até vinte e quatro
horas, sendo que, este ultimo, também néo diferiu de CD 202. A partir de vinte e
cinco horas até o final do periodo de embebi¢cdo das sementes os genotipos BMX
Poténcia RR, CD 202 e TP nao diferiram entre si, apresentando menor ganho de

agua que as sementes do gendtipo IAC (Tabela 8).

De acordo com Peske & Pereira (1983), Tavares et al. (1987) e Santos et al.
(2007), gendtipos de tegumentos pretos absorvem agua de forma mais lenta, o que
lhes permite reorganizar melhor o seu sistema de membranas e com isso, reduzir o
estresse causado durante a absorcdo de gua para o processo de germinagéo,

potencializando um estande mais uniforme na lavoura e emergéncia mais rapida.
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Tabela 8 — Andlise do ganho de agua entre genotipos para cada periodo de embebicao das sementes
de soja.

Tempo de Gendtipos
embebicdo BMX

. CD 202 TP IAC
(horas) Poténcia

Ganho de agua (%)

0,0 0,00 A 0,00 A 0,00 A 0,00 A

0,5 13,16 A 10,67 A 10,21 A 16,39 A
1,0 22,49 AB 17,53 B 17,22 B 24,70 A
1,5 31,93 AB 26,78 B 23,29B 33,34 A
2,0 45,01 A 36,48 B 30,01C 41,29 AB
2,5 56,77 A 46,89 B 36,99 C 49,00 B

3,0 68,65 A 55,12 B 42,75 C 54,75 B

3,5 79,44 A 64,23 B 50,06 C 61,34 B

4,0 88,69 A 72,37 B 55,34 C 67,59 B

4,5 96,89 A 79,50 B 63,25 C 74,65 B

5,0 104,70 A 88,46 B 69,81 D 80,96 C
5,5 108,42 A 93,10 B 75,82 D 86,92 C
6,0 111,31 A 101,17 B 80,78 D 93,09 C
6,5 11541 A 106,05 B 87,49 D 98,24 C
7,0 116,84 A 109,49 B 91,78 C 104,10 B
7,5 118,14 A 113,23 AB 96,10 C 108,22 B
8,0 119,43 A 115,61 A 99,13 C 112,37 B
8,5 119,62 A 117,84 A 102,50 B 115,10 A
9,0 120,03 A 120,42 A 105,59 B 118,62 A
9,5 120,68 A 121,76 A 106,92 B 120,53 A
10,0 121,51 A 122,84 A 107,72 B 122,84 A
10,5 121,99 A 123,91 A 109,00 B 124,59 A
11,0 123,20 A 125,14 A 110,11 B 126,12 A
11,5 123,71 A 126,03 A 111,40 B 127,68 A
12,0 124,03 A 127,21 A 112,31 B 129,50 A
13,0 124,50 B 128,34 AB 114,95 C 131,84 A

14,0 124,50 B 129,10 AB 116,63 C 133,26 A
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Continuacédo Tabela 8.

15,0 124,71 B 129,35 AB 117,33 C 134,22 A
16,0 124,73 B 129,58 AB 118,30 C 135,20 A
17,0 124,85 B 130,19 AB 119,19 B 135,89 A
18,0 124,98 BC 130,27 B 119,82 C 136,81 A
19,0 125,01 BC 130,48 B 120,57 C 137,34 A
20,0 125,07 BC 130,48 B 121,05 C 137,41 A
21,0 125,20 BC 130,59 B 121,95 C 138,04 A
22,0 125,36 BC 130,59 B 122,35 C 138,17 A
23,0 125,42 BC 130,97 B 123,82 C 138,66 A
24,0 125,42 BC 130,97 B 124,20 C 138,96 A
25,0 125,45 B 131,13 B 124,94 B 139,03 A
26,0 125,45 B 131,13 B 124,94 B 139,03 A
27,0 125,69 B 131,16 B 125,52 B 139,52 A
28,0 125,69 B 131,16 B 126,01 B 139,56 A
30,0 125,83 B 131,26 B 126,98 B 139,63 A
32,0 126,11 B 131,38 B 128,70 B 140,42 A
34,0 126,18 B 131,48 B 129,73 B 140,84 A
36,0 126,25 B 131,52 B 130,48 B 141,21 A
39,0 126,61 B 132,11 B 131,65 B 142,19 A
42,0 127,11 B 132,49 B 133,08 B 142,85 A
CV (%) 4,80

*médias seguidas por letras distintas na linha diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade.

Com base na germinacdo mais rapida, considerando, neste caso, a protusao
da radicula, os resultados obtidos no presente estudo corroboram com os verificados
pelos referidos autores, no que tange a coloracdo dos tegumentos e protrusao
radicular. Contudo, em relagdo a absor¢do mais lenta de agua néo, visto que IAC, de
tegumento preto, apresentou ganho de agua semelhante, e até superior a alguns

genaotipos em muitos momentos.

Aléem disso, essa semi-permeabilidade, creditada aos genotipos de

tegumentos pretos, tem sido relacionada & maior concentracdo de lignina presente
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nessa estrutura de protecdo das sementes. Entretanto, refor¢ca-se, mais uma vez,
com base na quantidade de lignina verificada nesses genoétipos, especialmente no
IAC (Tabela 3 — Ensaio Il) e, no padrdo de hidratacdo (Tabela 8), que esta
constatacdo mencionada por alguns autores (GRIS et al., 2010; SANTOS et al.,
2007) ndo se confirmou plenamente, ja que o IAC se manteve semelhante aos
demais na primeira meia hora de hidratacdo de suas sementes e ndo diferindo, até

duas horas de embebicdo de BMX Poténcia RR.

Outro fato relevante é que, o gendtipo TP apresentou, a partir de duas horas
até, aproximadamente, 18 horas de embebi¢do, menor ganho de 4gua em relacao
as sementes dos outros genétipos (Tabela 8, Figura 11). Contudo, a sua
concentracdo de lignina foi de 4,99%; ou seja, inferior a verificada no genétipo 1AC,
8,26% (Tabela 3).

Merece ser considerado também que, no periodo compreendido entre duas a
quatro horas e meia de hidratacdo, o ganho de 4gua das sementes dos gendtipos
IAC e CD 202 néao diferiu. Ou seja, o IAC, com maior concentracdo de lignina nos
seus tegumentos, embebeu agua de forma semelhante ao CD 202, gendtipo este,
com a menor concentracdo de lignina, em torno de 1,77% apenas (Tabela 3 —
Ensaio Il); evidenciando que a lignina ndo foi o fator determinante para a semi-

permeabilidade das sementes de soja com tegumentos contrastantes.

Ao analisar a embebicdo das sementes de cada gendtipo de forma separada,
em relacdo ao periodo de avaliacdo, verificou-se comportamento semelhante nos
primeiros momentos de hidratacdo das sementes para todos 0s genotipos, até
aproximadamente um ganho de agua de 30% em relacdo a sua massa inicial (Figura
11). A partir de duas horas, o genétipo BMX Poténcia RR aumentou o ganho de
dgua em relacdo aos demais genétipos até aproximadamente cinco horas,

estabilizando desde entao.

O gendtipo CD 202 seguiu na sequéncia de BMX Poténcia RR, estabilizando
0 ganho de agua em torno de dez horas do inicio do teste. IAC apresentou um
ganho de agua um pouco menor que CD 202 nos periodos iniciais de avaliacao até,
aproximadamente, 14 horas, estabilizando na sequéncia. Este padrao distinto de
absorcdo entre cultivares corrobora com os resultados obtidos por Braccini et al.
(1997).
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Hidratacdo de sementes de soja
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Figura 11 - Dados médios do ganho de 4gua das sementes dos gendtipos de tegumentos pretos, IAC
e TP, e das cultivares de tegumentos amarelos, CD 202 e BMX Poténcia RR, em fun¢éo do tempo de
embebicgéo.

O genétipo TP apresentou um ganho de agua menor desde o inicio da
avaliacdo em comparacdo aos demais genotipos. Contudo, com 25 horas de
embebicdo, o TP foi capaz de atingir o mesmo nivel de hidratacdo que CD 202.
Gendtipos de tegumentos pretos absorvem agua de forma mais lenta, o que lhes
permite reorganizar melhor o seu sistema de membranas e, com isso, reduzir o
estresse causado em relacdo a absorcdo de agua durante o processo de
germinacao, potencializando um estande mais uniforme na lavoura e emergéncia
mais rapida das plantulas (PESKE & PEREIRA, 1983; SANTOS et al.,, 2007,

TAVARES et al., 1987).

Marwanto (2004) sugeriu que genotipos que embebem agua lentamente
apresentam valores de germinacdo elevados e de condutividade elétrica mais
baixos. No entanto, com base nos resultados de germinagdo e de condutividade
elétrica observados (Tabelas 4 e 6), essa afirmativa ndo se aplica no presente
estudo.

Uma questdo que pode estar diretamente relacionada ao padrédo de
embebicdo observado no genétipo TP é a sua relagdo massa de tegumentos /
massa de sementes (Tabela 7). Essa maior quantidade de massa de tegumento
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pode ter limitado a velocidade do processo de germinacdo e emergéncia das
sementes do gendtipo TP, visto que 0 mesmo apresentou-se similar e, muitas vezes,
inferior na maior parte dos testes, em relacdo ao seu semelhante, o genétipo IAC,
que por sua vez, por apresentar menor massa de tegumentos e menor relacdo

deste, obteve maior velocidade nos processos de germinagao e emergéncia.

Apesar de ndo avaliarem a relacdo de massa dos tegumentos Andrade (2012)
e Menezes et al. (2009) também verificaram menor indice de velocidade de
germinacdao dos gendtipos de tegumentos pretos em detrimento as cultivares de

tegumentos amarelos, vindo ao encontro do observado neste estudo (Tabela 6).

No caso dos gendtipos de tegumentos amarelos, especial atencédo deve ser
dada a cultivar BMX Poténcia RR. Esta, de uma maneira geral, apresentou
resultados inferiores aos demais gendtipos avaliados em muitos testes realizados,
como o comprimento de raiz e comprimento total com imersédo das sementes

(Tabela 5) e velocidade de emergéncia (Tabela 6).

Apesar de nao diferir da cultivar CD 202 em alguns testes, seus valores de
vigor foram menores em determinados casos. Isso pode estar relacionado a maior
velocidade de hidratagdo das sementes deste gendtipo em relacdo aos demais, o
que pode ter prejudicado a adequada reorganizacdo do sistema de membranas
devido ao estresse causado pelo excesso de dgua que chega ao interior da semente
nesta etapa inicial do processo germinativo. Esse resultado reforca que a
concentracdo de lignina néo foi o fator condicionante a maior qualidade fisiol6gica
das sementes, no caso das cultivares de tegumentos amarelos, visto que BMX
Poténcia RR apresentou maior concentracdo desse constituinte em relacdo a CD
202.

Em relagdo a protrusdo da radicula observou-se, para BMX Poténcia RR e
CD 202, que esta estrutura emergiu com 39 horas de embebicdo, aproximadamente.
Este resultado vem ao encontro do observado por Carvalho et al. (2012), que
constatou protrusdo da radicula das sementes de soja de tegumentos amarelos com
38 e 39 horas de embebicgao, para as cultivares CD 206 RR e CD 206 convencional,

respectivamente.
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Para os genotipos de tegumentos pretos a radicula apareceu precocemente
em relacdo aos de tegumentos amarelos. No IAC a protusdo da radicula ocorreu
com 28 horas e, para TP, com 30 horas de embebicao. Este resultado é importante,
uma vez que a maior rapidez na germinacdo das sementes e emergéncia das
plantulas a campo resulta na reducdo da exposicdo das sementes ao ataque de
microrganismos patogénicos, considerando, entretanto, que nesta fase, o estresse

hidrico pode comprometer o estabelecimento inicial das plantulas na lavoura.
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5. Conclusodes

Os genes VINV1, SCS1, SBP e LEGINSULIN apresentam maior expressao
nas fases iniciais de desenvolvimento dos tegumentos de BMX Poténcia RR e, 0
gene CHS8*, nas fases finais de desenvolvimento dos tegumentos deste mesmo

genotipo.

Os genes SCB1 e SGF14c apresentam maior expressao nas fases iniciais de
desenvolvimento dos tegumentos de CD 202 e, o gene CHIAL, nas fases finais

deste mesmo gendtipo.

As concentracbes de compostos fendlicos, potencial antioxidante,
antocianinas, carotenoides e lignina sdo maiores nos genétipos de tegumentos

pretos.

Tegumentos pretos de sementes de soja possuem a camada palicadica e as
células em ampulheta mais espessas em comparagcdo aos genotipos de tegumentos
amarelos, sendo a camada palicadica também mais lignificada nos tegumentos

pretos.

Gendtipos de tegumentos pretos, em especial o IAC, apresentam qualidade

fisiologica superior em relacdo aos de tegumentos amarelos;

O gendtipo de tegumento amarelo BMX Poténcia RR possui hidratacdo maior
de suas sementes que 0s outros genotipos nas primeiras horas de embebicéo e TP,
de tegumento preto, a menor; contudo, este ultimo e IAC emitem a radicula mais

rapido que genotipos de tegumentos amarelos.

A concentracdo de lignina nos tegumentos n&o influencia a hidratacdo das

sementes de soja.
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Anexo A

Caracteristicas das cultivares de soja CD 202 e BMX Poténcia RR.

Caracteristicas

Cultivares

CD 202

BMX Poténcia RR

Habito de crescimento
Grupo de maturidade relativa
Ciclo*

Altura de planta*

Cor da flor
Cor da pubescéncia
Cor do tegumento
Forma da semente
Cor do hilo

Transgenia

Determinado
6,4
116-130 dias
103 cm
branca
cinza
amarela
esférica
marrom clara

ausente

Indeterminado
6,7
106-114 dias
90-100 cm
branca
cinza
amarela
esférica
marrom clara

presente

* Pode sofrer variagdo com o ambiente de cultivo. As linhagens IAC e TP, de tegumentos pretos, ndo
possuem caracterizacdo de descritores oficial.
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Anexo B

Variancia dos dados de Quantification Cycle para os cinco genes normalizadores

Quantification Cycle
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selecionados para avaliacao.
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Concentracao oOtima de iniciadores para genes alvos e genes normalizadores?.

Genes 200 nM 400 nM
VINVI X

SCB1 X

SCS1 X

SBP X
LEGINSULIN X

CHIAL X
SGF14 X
CHS8* X
SKIP 16* X

ACT11? X
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Curvas de dissociacao dos genes alvos e dos genes normalizadores?.
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SGF14c
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Anexo E

Eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores.
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Genes Slope (S) Eficiéncia (E)
VINV1 -3,355? 0,98638
SCB1 -3,615 0,89071
SCS1 -3,572 0,90526
SBP -2,518 1,4954
LEGINSULIN -3,609 0,89271
CHIAL -2,992 1,15886
SGF14 -3,164 1,07041
CHS8* -3,339 0,99292
SKIP16 -3,185 1,0605
ACT11 -3,057 1,12382

1 Padrdes aceitaveis para Slope de -3.2, segundo Applied Biosystems®.
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Anexo F

Resumo da analise de variancia dos resultados.

Fontes de Variagéo GL Quadrado Médio

VNV1 SCB1 SCS1 SBP
Genatipos (F1) 3 0,14255* 24,84011* 2,24729* 0,87926*
ECT (F2) 6 0,03401* 57,44627* 11,92768* 0,42988*
F1xF2 18 0,07972* 16,84838* 1,96661* 0,26369*
Tratamentos 27 0,07655* 26,75810* 4,21136* 0,36902*
Residuo 28 0,00046 0,26534 0,05108 0,01192

ECT — Epocas de cole

ta de tegumentos; GL — Graus de liberdade. *Significativo ao nivel de 1% de

probabilidade pelo teste F.

Fontes de variacao GL Quadrado Médio

LEGINSULIN CHIA1 SGF14c CHS8*
Genétipos (F1) 3 5438,4721 165,7761 116,1751 88,6711
ECT (F2) 6 12171,401* 242,3311 24,6071 37,6491
Int. F1xF2 18 7304,9281 225,679 46,6411 44,6541
Tratamentos 27 8178,9831 222,723 49,4711 47,988
Residuo 28 43,240 0,103 3,239 0,819

ECT - Epocas de coleta de tegumentos; GL — Graus de Liberdade. * Significativo ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste F.

FV GL Quadrado médio

Fenois Antioxidantes Antocianinas Carotenoides Lignina
Genétipos 3  10,93* 7042,07* 0,155* 1345,05* 115,84*
Residuo 16 0,002 8,23 0,002 71,39 1,94
CV (%) 14 2,8 7,7 6,9 7,6

FV — Fontes de variacdo; GL — Graus de liberdade. *Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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Fontes de variagdo  GL Quadrado Médio

G PC CPA CR CT
Gendtipos 3 16,0™ 6,4" 6,22* 0,12" 6,91*
Residuo 16 51,2 7,6 0,48 0,43 1,35
CV (%) 1,81 2,82 7,68 5,13 5,33

GL — Graus de liberdade; G — germinacdo; PC — primeira contagem; CPA — comprimento da parte
aérea; CR — comprimento de raiz; CT — comprimento total de plantula. ns — nao significativo;
*Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

Fontes de variacdo  GL Quadrado Médio

G PC CPA CR CT
Genotipos 3 75,47  1797,33* 14,31  17,79*  50,95*
Residuo 16 16,80 106,80 0,19 0,46 0,82
CV (%) 4,45 13,53 6,36 6,65 5,35

GL — Graus de liberdade; G — germinacdo; PC — primeira contagem; CPA — comprimento da parte
aérea; CR — comprimento de raiz; CT — comprimento total de plantula. Com imersédo prévia das
sementes em agua deionizada por 24 horas. *Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

Fontes de variacdo  GL Quadrado médio

E IVE VE VG CE MMS
Genotipos 3 66,67"  0,06* 0,92* 22,02* 4,39™ 4747*
Residuo 16 42,50 0,007 0,04 0,25 3,40 0,02
CV (%) 6,79 6,40 2,62 4,66 2,76 1,38

GL — Graus de liberdade; E — emergéncia em solo; IVE — indice de velocidade de emergéncia; VE —
velocidade de emergéncia; IVG — indice de velocidade de germinagédo; CE — condutividade elétrica;
MMS — massa de mil sementes. ns — ndo significativo. *Significativo a 1% de probabilidade pelo teste
F.
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Fontes de variacao GL Quadrado médio
Embebicdo das sementes

Gendtipo 3 7991,41*

Tempo 46 26956,17*

Gendtipo x Tempo 138 177,71*

Repeticao 4 561,61*

R2 0,99

CV (%) 4,8

Gendtipo: BMX Poténcia RR

Tempo x Tempo x Tempo 1 53071,85*

R2 0,96

Gendtipo: CD 202

Tempo x Tempo x Tempo 1 49933,92*

R2 0,96

Gendtipo: TP

Tempo x Tempo x Tempo 1 30871,88*

R2 0,96

Genotipo: IAC

Tempo x Tempo x Tempo 1 36907,23*

R2 0,98

Tempo - Tempo de embebicdo das sementes (horas); GL — Graus de liberdade. *Significativo a 1%

de probabilidade pelo teste F.



