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RESUMO

A mobilizagao de reservas pode variar de acordo com o genotipo, vigor de sementes e a condigao
ambiental, sendo necessario determinar as relagdes entre esses fatores sobre a mobilizacao das
reservas. A pesquisa foi dividida em nove capitulos, com objetivo de avaliar a resposta do vigor de
sementes a condi¢des de estresse abiotico. No capitulo 1, foram utilizados sete genotipos de feijao
(BAF07, BAF13, BAF23, BAF42, BAF55, BAF81 ¢ BAF112) submetidos a condigdes de estresse
salino e foi possivel identificar diferencas no processo de mobilizagao das reservas e associacao
do maior vigor do lote com a atividade de alfa-amilase, sendo essa relacdo dependente do
estresse. No capitulo 2, verificou-se a mobilizagdo de proteinas e aclicares soluveis durante a
germinagdo em estresse hidrico dos gendtipos BAF07 e BAF55, constatou-se que o gendtipo com
sementes de maior vigor apresentou maior capacidade de hidrdlise e mobilizacio mesmo em
condi¢des de estresse, o que favoreceu o desempenho de plantulas. No capitulo 3, sete genotipos de
feijdo (BAF07, BAF13, BAF23, BAF42, BAF44, BAF55 ¢ BAF112) foram utilizados e foi
verificado que os gendtipos possuem tolerancia e vigor distintos e esses fatores afetam o
desempenho em estresse hidrico e, o aminoacido prolina foi associado ao menor vigor do lote de
sementes em condigdes de estresse hidrico e salino. No capitulo 4, verificou-se a mobilizacdao de
proteinas e agucares soliveis durante a germinagdo em estresse salino dos genotipos BAF44 e
BAFS55, constatou-se que o genotipo com sementes de maior vigor apresentou maior capacidade de
hidrolise e mobilizagdo mesmo sob condi¢des de estresse, o que favoreceu o melhor desempenho
no estresse. No capitulo 5, a mobilizagao de fosforo foi avaliada sob condicdes de estresse hidrico
no genotipo BAF42 com trés niveis de vigor e, foi verificado que as sementes de maior vigor
apresentam maior atividade de fitase, contribuiu para a hidrolise do fitato e disponibilizagdao de
fosforo. No capitulo 6, trés lotes de sementes do gendtipo BAF(07 foram utilizados com trés niveis
de vigor e submetidos a estresse hidrico, observou-se que os lotes de maior vigor apresentaram
melhor desempenho no estresse, mas sem associagdo ao sistema antioxidante (i.e., catalase (CAT),
ascorbato (APX) e guaiacol peroxidase (GPX)) durante a germinagao. No capitulo 7, dois lotes de
sementes com vigor distinto do genotipo BAF42 foram submetidas a condi¢des de germinacdo em
estresse térmico (i.e., baixa e alta temperatura) e o lote de sementes de maior vigor apresentou o
melhor desempenho fisiologico durante os estresses, sendo esse desempenho associado a
mobilizacdo de reservas mais eficaz e nao ao sistema antioxidante vegetal. Capitulo 8, as sementes
dos gendtipos BAF42, BAF44 e BAF55 com dois niveis de vigor, foram submetidos a condigdes
de estresse por frio e, constatou-se que as sementes de maior vigor apresentaram desempenho
superior apos a condicdo de estresse por frio e, as sementes de menor vigor demonstraram maior

acumulo de peroxido de hidrogénio e malondialdeido durante a ap6s o estresse imposto, contudo o



sistema antioxidante ndo apresentou associagdo com o alto vigor, exceto para a CAT durante o
estresse por frio. No capitulo 9, dois lotes de sementes do gendtipo BAF55 foram submetidas a
condig¢oes de estresse salino, € o lote de sementes de vigor superior demonstra melhor desempenho,
mas a atividade antioxidante nao apresentou relagdo com o maior vigor, mas observou-se diferencga
na maior mobilizacdo de reservas e menor dano fisiologico inicial nas sementes utilizadas. Dessa
forma, o vigor do lote de sementes favorece a germinagdo ¢ o desempenho de plantulas durante

condigoes de estresse abiotico.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L.; Desempenho fisioldgico; Componentes de reserva;

Sistema antioxidante.



ABSTRACT

COMMON BEAN SEED VIGOR TO OVERCOME ABIOTIC STRESS CONDITIONS

Seed reserve mobilization are dependent of the genotype, seed vigor, and environmental condition,
and it is necessary to determine the relationships among these factors on reserve mobilization and
antioxidant system under abiotic stresses. The research was divided into nine chapters, aiming to
evaluate the response of seed vigor under abiotic stress conditions. Chapter 1: Seven bean genotypes
(BAF07, BAF13, BAF23, BAF42, BAF55, BAF81 and BAF112) submitted to salt stress conditions
were used and it was possible to identify differences in the process of reserve mobilization and the
association of the highest vigor of the batch with the alpha-amylase activity, this relationship being
stress dependent. Chapter 2: The mobilization of proteins and soluble sugars during germination
under water stress of the genotypes BAF07 and BAF55 was verified, it was found that the genotype
with seeds of higher vigor showed higher capacity of hydrolysis and mobilization even under stress
conditions, which favored the performance of seedlings. In Chapter 3: Seven common bean
genotypes (BAF07, BAF13, BAF23, BAF42, BAF44, BAF55 and BAF112) were used and it was
verified that the genotypes have distinct tolerance and vigor and these factors affect the performance
under water stress and, the amino acid proline was associated with lower vigor of the seed lot under
water and salt stress conditions. In chapter 4 the mobilization of proteins and soluble sugars during
germination under salt stress of the genotypes BAF44 and BAF55 was verified, it was found that
the genotype with seeds of higher vigor showed higher hydrolysis and mobilization capacity even
under stress conditions, which favored the better performance under stress. Chapter 5: Mobilization
of phosphorus was evaluated under water stress conditions in the genotype BAF42 with three levels
of'vigor, and it was verified that the seeds with higher vigor presented higher phytase activity, which
contributed to the hydrolysis of phytate and availability of phosphorus. Chapter 6: Three seed lots
of the genotype BAF07 were used with three levels of vigor and submitted to hydric stress, it was
observed that the more vigorous lots presented better performance in stress and, the antioxidant
system (i.e., catalase (CAT), ascorbate (APX) and guaiacol peroxidase (GPX)) were not associated
to the higher vigor of the seed lot during germination. Chapter 7: Two seed lots with distinct vigor
of genotype BAF42 were subjected to heat stress germination conditions (i.e., low and high
temperature) and the higher vigor seed lot showed the best physiological performance during the
stresses, this performance being associated with more effective reserve mobilization in higher vigor
seeds and not with the plant antioxidant system. Chapter 8: The seeds of the genotypes BAF42,
BAF44 and BAFS55 with two levels of vigor, were submitted to cold stress conditions and it was
found that the seeds of higher vigor presented superior performance after the cold stress condition
and the seeds of lower vigor showed higher accumulation of hydrogen peroxide and

malondialdehyde during the after stress imposed, however the antioxidant system showed no



association with the high vigor, except for CAT during the cold stress. Chapter 9: Two lots of seeds
of the genotype BAF55 were submitted to salt stress conditions and the lot of seeds with higher
vigor showed better performance, in which, the antioxidant activity showed no relationship with
the higher vigor or the better performance obtained by the seeds with higher vigor, being the
difference observed the result of the greater mobilization of reserves and less initial physiological
damage in the seeds used. Thus, seed lot vigor favors germination and seedling performance during

abiotic stress conditions.

Keywords: Phaseolus vulgaris L.; Physiological performance; Reserve compounds;

Antioxidant system.
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1 INTRODUCAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) € produzido e consumido principalmente nos paises em
desenvolvimento da América Latina, Africa e Asia, sendo um alimento essencial para essas
regides como uma importante fonte de proteinas, carboidratos, fibras e minerais (NADEEM et
al., 2021). O cultivo de feijao ¢ comumente realizado em regides expostas a altas e baixas
temperaturas, salinidade dos solos e seca (DUTTA et al., 2018), os quais afetam a emergéncia,
crescimento, desenvolvimento e produtividade das culturas agricolas (HAMPTON et al., 2016;
CASSIA et al., 2018). O efeito desses estresses ¢ dependente do momento em que ocorre, da
intensidade do estresse e a espécie, podendo causar danos significativos e irreversiveis durante
o processo de producao (WANG; FREI 2011).

O uso de sementes com maior qualidade favorece o melhor desempenho das culturas
agricolas e, a qualidade de sementes ¢ definida pelos pardmetros fisioldgicos, fisicos, sanitarios
e genéticos de um lote de sementes (MARCOS-FILHO, 2015b). Dentre esses, o pardmetro
fisiologico (i.e., germinacdo e vigor) ¢ estudado com maior frequéncia na literatura, visto que,
pode ser utilizado como uma estratégia para evitar a perda de desempenho durante a emergéncia
e formagdo de plantulas. As pesquisas associadas ao vigor de sementes de feijao demonstram
que o vigor € uma caracteristica ¢ influenciada pelo genotipo (SHAIBU; IBRAHIM, 2016;
GINDRI et al., 2017), condigdes de producdo e armazenamento (MARCOS-FILHO, 2015a,
HAMPTON et al., 2016; PINHEIRO et al., 2020; MAITY et al., 2023), sendo necessario
cuidados especificos durante a escolha do genotipo e o processo de produgdo para evitar a perda
da qualidade fisioldgica de sementes.

O vigor ¢ definido como o conjunto de atributos que determina o potencial para a
emergéncia rapida, uniforme e completa de plantulas normais em uma ampla variagdo de
condi¢des ambientais (ISTA, 2014; MARCOS-FILHO, 2015a) e, esse conceito ¢ baseado na
maior capacidade de superacdo de estresses abidticos apresentada por sementes com vigor
superior (MARCOS-FILHO, 2015b). Essa resposta do maior vigor do lote de sementes ¢
verificada em condigdes de estresse hidrico, salino (PADILHA; COELHO; SOMMER, 2022),
altas e baixas temperaturas (SBRUSSI; ZUCARELLLI, 2014), sendo determinante para o melhor
desempenho nessas condigdes.

Para que ocorra a formacdo de plantulas durante o processo de germinagdo, os
compostos armazenados na semente como carboidratos, proteinas, lipideos e fitato sdo

hidrolisados e mobilizados em compostos que sejam possiveis de serem utilizados pelo embrido
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(NONOGAKI, 2008). Entretanto, o processo de mobilizagdo possui um controle fisioldgico,
bioquimico e fisioldgico, o qual pode variar de acordo com o gendtipo e as condigdes
ambientais e, em condi¢cdoes de estresse ocorre reducdo da mobilizagdo de reservas ¢
desempenho durante a germinagao (SOLTANI; GHOLIPOOR; ZEINALI, 2006; CHENG et
al.,2013a; PADILHA; COELHO; SOMMER, 2022) e, em geral, as sementes com maior vigor
apresentam maior potencial de utilizacdo dessas reservas, o que confere melhor desempenho
(ANDRADE; COELHO, PADILHA, 2019; NERLING; COELHO; BRUMMER, 2022),
contudo ¢ necessario detalhar como as sementes de alta qualidade fisioldgica realizam a
mobilizagdo e utilizagdo das reservas em condigdes ambientais desfavoraveis (i.e., estresses
abidticos), podendo ser uma resposta determinante para explicar as diferengas entre os lotes
com vigor distinto.

Durante condigdes de estresse abioticos ocorre a perda da homeostase celular e, as
plantas desenvolveram diversas estratégias para adaptacao e superagdo desses estresses. Dentre
essas estratégias ocorre a alteragdo em compostos (e.g., prolina, acido ascorbico, carotenoides)
e enzimas (e.g., catalase, peroxidases) que se apresentam como uma resposta coincidente em
diversos estresses abioticos, sendo em geral, chamado de sistema antioxidante enzimatico e ndo
enzimatico os quais buscam manter a homeostase durante a condi¢ao de estresse (SOARES e¢
al.,2019; BHAT et al., 2022). O sistema antioxidante ¢ uma estratégia para realizar o controle
de espécies reativas de oxigénio (e.g., H20O2) as quais geram dano oxidativo em proteinas,
lipideos, organelas, DNA ¢ RNA (MITTLER, 2017; XING et al., 2023). A maior atividade
antioxidante ¢ verificada em plantas sob condi¢des de estresse hidrico, salino, calor e frio,
indicando a reposta antioxidante nessas condigdes e associado a maior capacidade de superagao
desses estresses, favorecendo o desempenho das plantas (BHAT et al., 2022; LAXA et al.,
2019; NADARAIJAH, 2020).

A relagdo entre mobilizacdo de reservas das sementes ¢ a atuagdo do sistema
antioxidante em condigdes de estresse abidtico durante a germinagdo ndo sdao bem definidas,
principalmente quando comparado entre lotes com niveis de vigor contrastante. Segundo Yu,
Ho e Lo (2015), Thalmann e Santelia (2017) as enzimas envolvidas na hidrélise de reservas
podem ser alteradas em condicdes de estresse abidtico, resultando em mudangas durante a
degradacao de um componente especifico. De forma semelhante, ¢ possivel que a atividade
antioxidante explique a capacidade de superagdo de estresses pelas sementes de alto vigor
(MARCOS-FILHO, 2015b) atuando como diferencial entre os lotes de alto vigor, o que
favorece a atividade de hidrolise, mobilizacdo de reservas e consequentemente a formacao de

plantulas com desempenho superior mesmo sob condig¢des de estresse abiodtico por favorecer a
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manuten¢do da homeostase vegetal. Desta forma, tem-se como hipotese geral do trabalho de
que as sementes de maior vigor quando submetidas a condi¢des de estresse abiotico durante a
germinagdo, apresentam maior atividade enzimatica associada a hidrolise de reservas e maior
capacidade antioxidante, o que favorece as reagcdes metabolicas e o melhor desempenho durante

a germinagao.

1.1  OBJETIVO GERAL

Avaliar as diferengas associadas a hidrolise, mobilizagdo das reservas e capacidade
antioxidante em sementes e plantulas de feijdo com contraste no vigor durante condi¢des de

estresse abiotico.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a importancia da hidrélise e mobilizacao de reservas presentes em sementes
para a superacao de estresse hidrico, salino, altas e baixas temperaturas durante a germinagao;

Avaliar a relacao da atividade de alfa-amilase associada a hidrolise de componentes de
reserva com o vigor do lote de sementes em condic¢des de estresse hidrico, salino, altas e baixas
temperaturas;

Verificar o efeito dos estresses abidticos durante o processo de germinacdo e
mobilizacao de reservas;

Determinar a relagdo entre genotipo e o vigor de sementes em condigdes de estresse
hidrico, salino, altas e baixas temperaturas;

Determinar as diferencas fisioldgicas que as sementes com niveis de vigor distintos
demonstram durante condicdes de estresse hidrico, salino, altas e baixas temperaturas;

Determinar os parametros fisiologicos de desempenho de plantulas associados ao vigor
de sementes em condicdes de estresse hidrico, salino, altas e baixas temperaturas;

Determinar a resposta do sistema antioxidante vegetal em cotilédones e plantulas
submetidas a condi¢des de estresse hidrico, salino, altas e baixas temperaturas;

Determinar a associagdo entre atividade do sistema antioxidante e o vigor do lote de
sementes durante a germinagdo em condigdes de estresse hidrico, salino, altas e baixas

temperaturas;
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Verificar a influéncia do sistema antioxidante sob a formagao de plantulas com melhor
desempenho em condigdes de estresse hidrico, salino, altas e baixas temperaturas;
Determinar a relagao entre a atividade antioxidante, a mobilizagao de reservas e o vigor

do lote de sementes.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 FEUAO (Phaseolus vulgaris L.): IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA

Diversas evidéncias determinam a origem do feijao (Phaseolus vulgaris L.), sendo que,
as pesquisas com o uso de marcadores bioquimicos reforcaram a existéncia de dois centros de
origem distintos, sendo o Mesoamericano (México) ¢ o Andino (Sul americano). Esse
conhecimento fornece subsidios para a tomada de decisdo na formagdo de bancos de
germoplasma e para indicar o uso de gendtipos para o melhoramento genético (GEPTS; BLISS,
1985; GEPTS et al., 1986; GEPTS, 1990).

O feijao ¢ produzido e consumido principalmente nos paises em desenvolvimento na
América Latina, Africa e Asia, sendo um alimento essencial para essas regides (GEPTS et al.,
2008). E uma importante fonte de proteinas, carboidratos, fibras e minerais na dieta humana
(COSTA et al., 2006; PEREIRA et al., 2011; BARBOSA; GONZAGA, 2012). A composi¢ao
quimica e nutricional do feijao ¢ de 20-28% de proteinas (PEREIRA et al., 2011), 52-59% de
carboidratos, 2,5% de lipideos e, 6-8% de fibras (COSTA et al., 2006). Em relagao ao teor de
nutrientes minerais, sio encontrados calcio (0,43 g kg™!), magnésio (1,58 gkg™), potassio (14,69
g kg™, fosforo (4,84 g kg™), fitato (6,31 g kg™!), zinco (43,70 mg kg!) e ferro (94,92 mg kg™).
Essa composi¢do bioquimica pode variar com o genotipo avaliado e com as condi¢des de
cultivo (PEREIRA et al., 2011).

No geral, os paises consumidores de feijao sdo os grandes produtores e, por esse motivo,
o fluxo de exportagdao do grao ndo ¢ grande como de outras culturas. Dentre os maiores
produtores, se destacam por ordem de produgdo, india, Myanmar, Brasil, EUA, China, México,
Tanzania, Uganda, Quénia e Ruanda (FAO, 2023).

No Brasil, o feijao € um dos alimentos mais populares, sendo considerado um alimento
basico e de grande importancia para a populagdo rural e urbana (COSTA et al., 2006), em que,
0 consumo per capita brasileiro no ano de 2013, foi de 16,07 kg por habitante ao ano (FAO,
2023). Dentre os paises Sul Americanos, o Brasil se destaca como o maior produtor (com
aproximadamente 3000 mil toneladas anuais) e consumidor. A producdo brasileira ¢
diversificada, sendo cultivados o feijdo comum cores, feijdo preto e feijao caupi. Contudo,
observa-se que a producao e a area cultivada nao possuem grandes alteragcdes nas ultimas duas

safras (Tabela 1) (CONAB, 2023).
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Tabela 1 — Dados de produtividade, area e producdo total de grao de feijao no Brasil, nas

safras 2021/2022 e 2022/2023

Safra Produtividade (Kg ha) Area (mil hectares) Produc@o (mil toneladas)
2021/22 1046 2859 2990
2022/23 1123 2742 3079

Média 1048 2800 3034

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023, a partir dos dados da CONAB (2023).

A producdo de feijao no Brasil ocorre em todo o territério, e os estados com maior
destaque na producdo sao Parana, Minas Gerais, Bahia, Goias, Sao Paulo. O estado Santa
Catarina ¢ o 7° maior produtor de feijao do Brasil contribuindo com 108 mil toneladas do grao
na safra 2021/2022 em uma area de 66,5 mil hectares. Os dez maiores produtores brasileiros de
feijdo compdem 88% da producdo total do pais e 80% da area cultivada com a cultura (Tabela
2). A média da producdo de feijdo brasileira ¢ variavel com a safra, dessa forma, considerando
as ultimas duas safras de cultivo (2021-2023) a média brasileira foi de 1048 kg ha! (Tabela 1)
(CONAB, 2023).

Tabela 2 — Maiores produtores brasileiros da cultura do feijao

Posicdo Estado Producéo total Produtividade Area
(mil toneladas) (kg ha') (mil hectares)

1 PR 749.,9 1.563,0 479.,8
2 MG 4849 1.542,2 314,4
3 BA 283,7 695,3 408,0
4 GO 281,9 2.458,1 114,7

5 MT 2553 1.622,9 157,3

6 SP 184.,9 2.230,2 82,9

7 SC 108,4 1.630,5 66,5

8 CE 106,4 293,1 363,0

9 TO 97,6 1.132,1 86,2

10 PE 84,8 373,8 227,0
Total - 2.637,8 - 2,299

Total Brasil Brasil 2.989,0 - 2.859,0

% Representada pelos 10 maiores 88% - 80%

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023, a partir dos dados da CONAB (2023).

No Brasil, mesmo com o aumento de produtividade registrado pela CONAB em relagado
a0 inicio dos anos 2010 (935,4 kg ha™!), nos ultimos anos a produtividade nio tem apresentado
aumento se comparado a outras culturas, o que faz com que a baixa produtividade do feijao seja
algo negativo. Dentre os fatores associados a isso, a menor taxa de utilizacdo de sementes € um

dos fatores que contribuem como uma das causas do baixo rendimento da cultura no Brasil
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(MENTEN et al., 2006), visto que o potencial produtivo médio das cultivares no mercado ¢ de
aproximadamente 3500 kg ha™!.

Os dados fornecidos pela Associagcdo Brasileira de Sementes ¢ Mudas (ABRASEM,
2021) revelam que a taxa de utilizagdo de sementes (TUS) de feijdo no Brasil ¢ de 18%, a partir
disso, observa-se que de toda a area cultivada apenas 642,8 mil hectares sdo utilizados sementes
legais conforme descrito pela Lei 10.711, 05 de agosto de 2003. Consequentemente, para
aproximadamente 80% da area cultivada, as sementes utilizadas sdo salvas.

Em relagdo ao estado de Santa Catarina, de toda a area do estado dedicada a producao
de feijao, 2.675 hectares foram destinados a produgao de sementes com 92 campos de producao,
sendo que, os campos de produgdo de sementes segundo dados fornecidos pelo Sistema de
Gestao da Fiscalizagdo (SIGEF, 2023), encontram-se distribuidos na regido Serrana, Oeste e
Norte Catarinense. Constata-se que o estado produz sementes para suprir a sua necessidade,
contudo, a TUS do estado ¢ de 16%, sendo menor que a média nacional (ABRASEM, 2021).

A utilizagdo de sementes produzidas dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacao
brasileira ¢ indispensavel, ja que, possuem maior qualidade fisiologica em relacdo as sementes
salvas (RAMPIM et al. 2016). Dessa forma, o uso de sementes de qualidade ¢ determinante
para a obtencdo de um estande de plantas homogéneo no campo e ganho de produtividade de
graos (MAMBRIN et al., 2015) sendo uma estratégia, além de outras praticas de manejo, para
aumentar o rendimento e produtividade da cultura no Brasil e o ganho econdmico dos

produtores rurais.

2.2 QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES

O processo de formacdo de sementes inicia com a fusdo dos gametas masculino e
feminino, sendo esse processo conhecido como fertilizagao ou dupla fecundacao (COPELAND;
MCDONALD, 2001). O processo de desenvolvimento de uma semente ¢ dividido em trés fases
distintas, sendo inicialmente a histodiferenciagdo, seguida da maturacdo e finalizando com a
dessecacao (CASTRO et al., 2004). Esse conjunto de eventos sucessivos € necessario para que
a semente seja formada e preparada para posteriormente obter sucesso na germinagao
(MARCOS-FILHO, 2015a).

Ap6s a produgdo de sementes, € necessario realizar a avaliacdo da qualidade do lote de
produzido, sendo importante para os consumidores, industria e, consequentemente para a

semeadura (HUANG et al., 2015). A avaliagdo completa da qualidade envolve os atributos
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genéticos (i.e., pureza genética), fisicos (e.g., auséncia de impurezas), fisioldgicos (i.e., alta
germinagdo e vigor) e sanitarios (e.g., auséncia de patdogenos) (FRANCA-NETO et al., 2016).

Todos os atributos de qualidade possuem igual importancia, contudo, o atributo
fisiologico € o que possui maior atencao da pesquisa (MARCOS-FILHO, 2015a). A méaxima
qualidade fisioldgica ocorre apds as transformagdes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas
recorrentes no 6vulo fertilizado, sendo esse momento conhecido como maturagdo fisiologica
ou maturidade fisioldgica. A partir desse momento, ocorre redugdo na qualidade fisiologica
ocasionado pelo processo de deterioragdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

A qualidade fisioldgica de sementes pode ser afetada por diversos fatores durante o
processo de producdo como ocorréncia de estresses em periodos criticos (HAMPTON et al.,
2016), deterioracdo por umidade, danos causados por insetos e por microrganismos, colheita
em momento inadequado, entre outros (FRANCA-NETO ef al., 2016). O genotipo também
possui relagdo com a qualidade fisioldgica de sementes, sendo que, alguns genotipos possuem
potencial para producdo de sementes com maior porcentagem de germinagdo e vigor
(MICHELS et al., 2014).

No geral, a avaliacdo da qualidade fisioldgica de sementes pode ser determinada a partir
do uso do teste de germinacdo, o qual ¢ realizado em condic¢des ideais (e.g., temperatura,
umidade e substrato) que possui normas e procedimentos pré-estabelecidos para sua realizagao
(MARTINS et al., 2014; BRASIL 2009). Contudo, o teste tradicional de germinagdo possui
limitagdes, ja que ¢ baseado em estruturas essenciais e realizado em condi¢des Otimas, nao
sendo possivel apenas com este teste, definir a resposta de determinado lote de sementes em
condi¢des de campo, sendo necessario o uso de testes de vigor (MCDONALD, 1993).

Isso ocorre, pois em condicdes Otimas de germinacdo, sementes de diferentes lotes
podem possuir alta germinagdo. Contudo, esses mesmos lotes de sementes, quando submetidos
a uma condi¢do de estresse, podem apresentar diferengas na porcentagem final de germinacao,
o que resulta das diferencas no vigor entre os lotes. Por esse motivo ocorrem diferencas no
momento do estabelecimento a campo (FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016). Baseado nessas
diferengas em relacdo a condi¢des de estresse, o termo vigor foi definido como o potencial de
formacao de plantulas normais de forma rapida e uniforme durante a emergéncia em uma ampla
variacao de condi¢des de ambiente (AOSA, 1983).

Considerando a ineficiéncia do teste de germinagdo para avaliar a resposta do lote em
situagdes ndo favoraveis (temperatura, disponibilidade de 4gua, caracteristicas de solo,
salinidade, etc.), foram estabelecidos os ‘Testes de Vigor’, os quais buscam complementar a

avaliacdo do potencial fisioldégico de um lote de sementes (MARCOS-FILHO, 2015b). O uso
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de testes de vigor ¢ a maneira mais confiavel de determinar o potencial fisiologico do lote de
sementes e consequentemente a relagdo com a emergéncia a campo (TEKRONY, 1983;
KOLASINSKA et al., 2000).

A avaliagdo do vigor pode ser realizada utilizando diversos testes, como: teste de
desempenho de plantulas, comprimento de raiz priméria, indice de velocidade de germinagao,
emergéncia a campo, germinagdo em condigdes de estresse (hidrico, alta e baixa temperatura,
salinidade, etc.), condutividade elétrica, deterioracdo controlada, envelhecimento acelerado,
teste de frio, tetrazodlio, entre outros (POPINIGIS, 1985; KRZYZANOWSKI et al., 1999;
MATTHEWS et al., 2012; CORBINEAU et al., 2012). Considerando a imprevisibilidade das
condi¢des de campo, ¢ interessante utilizar mais de um teste de vigor para determinar o
potencial fisiologico de um lote de sementes (MARCOS-FILHO, 2015a; KRZYZANOWSKI
etal., 2018).

Dessa forma, as sementes com maior vigor possuem maior potencial de sucesso durante
a germinacdo a campo isso favorece o estabelecimento inicial da cultura e a formagdo de
plantulas com potencial produtivo elevado (NAKAGAWA, 1999; FRANCA-NETO et al.,
2016). A importancia do vigor de sementes nesses pontos ja estd determinada na literatura, em
que, para a cultura do feijdo a maior porcentagem de emergéncia a campo (GINDRI et al.,
2016), superacao de estresses abioticos (PADILHA; COELHO, SOMMER; 2022) e ganho de
produtividade (MONDO; NASCENTE; CARDOSO-NETO, 2016) sdo observados.

2.3  GERMINACAO E FORMACAO DE PLANTULAS

O processo de germinagao pode ser conceituado de duas formas distintas, sendo uma do
ponto de vista da fisiologia vegetal e um do ponto de vista da tecnologia de sementes. O
conceito fisiologico de germinagdo considera as sementes que apresentarem protrusao da raiz
primaria e, nesse momento, finaliza a germinacdo. Por outro lado, o conceito agronémico
baseia-se na formagdo de plantulas normais para determinar a germinagdo final do lote
(MARCOS-FILHO, 2015a).

Ao monitorar o teor de agua das sementes durante o processo de germinagdo € possivel
visualizar um padrao trifasico de hidratacio (CASTRO et al., 2004). A fase I do processo ¢
caracterizada pela acentuada absor¢do de agua, esse processo ¢ essencial para reativar o
metabolismo e iniciar a atividade celular como a respiragdo, o reparo de mitocondrias, reparo
de DNA e, tradugdo e degradagdao de RNAm; A fase II ¢ caracterizada pelo repouso fisiologico

(ndo ocorrem grandes alteragdes no teor de agua), e ocorre a transcricdo e traducao de novos
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RNAm, reparo de DNA, respiracdo, reparo e multiplicagdo mitocondrial e, inicio da hidrolise
e mobilizacdo de reservas; A fase III é o processo pos germinativo, marcado pela protrusdo da
raiz primaria (BEWLEY et al., 2013).

Nesse contexto, o tempo que uma semente leva para chegar a protrusao da raiz primaria
(Fase IIT) ¢ dependente da espécie, do teor de dgua das sementes (MARCOS-FILHO, 2015a) e,
da qualidade fisioldgica do lote de sementes (MATTHEWS et al., 2012). Em relagdo a
qualidade fisioldgica, as sementes que apresentam menor tempo de hidratagao até a protrusao
da raiz primaria possuem maior vigor, sendo uma forma rapida de avaliar o potencial fisioldgico
de sementes de melancia, melao, pepino (MAVI; DEMIR; MATTHEWS et al., 2009), feijao
(EHRHARDT-BROCARDO; COELHO, 2016) e milho (PRAZERES; COELHO, 2017).

Durante a fase I1I, € o momento em que ocorre a maior parte da mobilizagao das reservas
armazenadas na semente (CHENG et al., 2015). Dentre as reservas armazenadas, os principais
compostos de reserva existentes em sementes e utilizados durante o processo de germinagao e
formagao de plantulas sdo: amido, proteinas, lipideos e acido fitico, os quais sdo hidrolisados
em compostos passiveis de utilizagdo para a formagdo de outras moléculas e tecidos.
(BUCKERIDGE et al., 2004).

O armazenamento das reservas acumuladas durante o processo de maturagao ¢ realizado
em tecidos especializados, em que, nas espécies da familia Poaceae sio localizadas
principalmente no endosperma e, nas espécies da familia Fabaceae situam-se nos cotilédones
(MARCOS-FILHO, 2015a). Para que ocorra a formagao da plantula, o embrido necessita de
nutrientes fornecidos pelo processo de hidrolise e mobilizacdo de reservas e, para que isso
ocorra, as reservas armazenadas sdo hidrolisadas e convertidas em formas solaveis utilizaveis
de agucares (e.g., maltose, glicose) e aminoacidos (BEWLEY et al., 2013).

O processo de mobilizagdo ¢ crucial para o estabelecimento de plantulas a campo (TAN-
WILSON; WILSON, 2011), visto que, as sementes com maior capacidade de mobilizacao de
reservas formam plantulas com melhor desempenho e, essa capacidade € relacionada ao vigor
das sementes (DELGADO; COELHO; BUBA, 2015; EHRHARDT-BROCARDO; COELHO,
2016).

A mobilizagdo de reservas ¢ afetada por dois processos: a formagdo de enzimas e a
atividade de enzimas. Contudo, para compreender a regulagdo da mobilizagdo ¢ necessario
conhecimento da taxa de utilizacdo de reservas, taxa de formacao de enzimas ¢ da atividade
enzimatica (BEWLEY et al., 2013). Nesse contexto, foi observado que a maior atividade das
enzimas amilase e sacarose sintase, favorecem o processo de mobilizacdo e consequentemente

a formagao de plantulas de arroz com maior vigor por relizar a degradacao do amido e
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disponibilizag¢do de glicose para a posterior formagdo de sacarose ¢ mobilizagdo para o eixo
embrionario (CHENG et al., 2015; CHENG et al., 2018). De forma semelhante, constata-se
que em sementes de milho com maior vigor, a atividade de alfa-amilase ¢ maior, favorecendo
a disponibilidade de compostos suluveis ao embrido (OLIVEIRA ef al., 2013). Para a cultura
do feijdo essa associagdo também foi verificada por Padilha, Coelho e Ehrhardt-Brocardo
(2021) em estagios mais avancados da germinagao (i.e., 5 dias).

A composicao bioquimica das sementes, assim como a atividade enzimatica, pode
influenciar qualitativamente e quantitativamente a disponibilidade de compostos passiveis de
pronta utiliza¢do pelo embrido (DELARMELINO-FERRARESI et al., 2014). Nesse contexto,
Kapoor et al., (2011) observaram que sementes de arroz com maior deterioragdo, apresentam
menor teor de proteina solivel o que afetou a formacao de plantulas. Em cultivares de soja com
diferentes niveis de vigor foi verificado que sementes com alto vigor possuem maior teor de
proteinas soluveis, amido e agucares soliveis, assim como maior utilizagdo de reservas, contudo
a atividade de alfa-amilase ndo apresentou associagdo com o vigor (HENNING et al., 2010).
Possivelmente a enzima nao apresentou associagao devido ao baixo teor de amido em sementes
de soja, indicando que a mesma enzima pode apresentar ou ndo associagdo com o vigor € a
mobilizacao de reservas, dependendo a espécie avaliada. Em que, a hidrolise das reservas difere
em monocotilédones e dicotiledonias apresentando especificidades entre as familias e momento
de determinacdo da atividade da enzima (BEWLEY ef al., 2013; NONOGAKI, 2008), dessa
forma a atividade enzimatica pode ser ou ndo associada ao vigor do lote de sementes
dependendo a espécie avaliada.

A utilizagdo das reservas ¢ determinante para a formacdo de plantulas em que a
utilizacdo de fosforo e agucares, assim como a maior hidrolise de componentes de reserva foi
associada ao vigor do lote de sementes de milho (NEERLING; COELHO; BRUMMER, 2022;
NERLING; COELHO; BRUMMER, 2018) sendo parametros importantes na diferenciacao de
lotes de sementes. Essa relagao da maior utilizagao de reservas ocorre também em sementes de
feijao, e € verificada em condicdes de estresse abidtico, onde lotes de maior vigor apresentaram
maior capacidade de utilizagdo e mesmo sob condigdes de estresse hidrico e salinidade,
formando plantulas com melhor desempenho (i.e., comprimento de plantulas e massa seca de
plantulas) (PADILHA; COELHO; SOMMER, 2022). Nesse contexto, a importancia da
mobilizacdo de reservas ocorre também em condigdes de estresse abiotico, podendo ser
determinante nessas condigoes.

O vigor do lote de sementes favorece o desempenho de plantulas em uma ampla faixa

de condigdes ambientais (MARCOS-FILHO, 2015b) e essa caracteristica ¢ bastante relacionada
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com o processo de deterioragdo do lote de sementes, visto que, os lotes de sementes
envelhecidos artificialmente tendem a apresentar, menor porcentagem de germinagao,
velocidade de germinagao, crescimento lento e desuniforme, sendo o resultado da menor sintese
de enzimas associadas a hidrolise (PADILHA; COELHO; EHRHARDT-BROCARDO; 2021;
PADILHA; COELHO; SOMMER, 2022b). Isso ocorre, pois o processo de deterioracao resulta
em diversas alteragdes fisiologicas, metabolicas e genéticas e essas alteragdes resultam em
perda de desempenho dos lotes de sementes durante a germinagao (XING et al., 2023). Dentre
essas alteracdes, o dano oxidativo pode ser gerado por espécies reativas de oxigénio (e.g.,
peréxido de hidrogénio, radical superdxido, radical hidroxila) os quais interagem com a
membrana plasmatica gerando a degradacdo de membranas celulares e produgdo de
malondialdeido (indicador de peroxidacao lipidica), material genético (e.g., DNA e RNA) e
proteinas (EBONE; CAVERZAN; CHAVARRIA, 2019).

Dessa forma, como o processo de hidrdlise e utilizagdo de reservas ¢ dependente das
condi¢des ambientais, da espécie e do vigor do lote de sementes, sabe-se que a maior quantidade
de reservas mobilizadas favorece a formacdo de plantulas com maior vigor, favorecendo o
estabelecimento inicial de plantulas (SOLTANI; GHOLIPOOR; ZEINALI, 2006; SHARAFI
et al., 2012; ANDRADE; COELHO; PADILHA, 2019) e essa maior utilizagao ¢ influenciada
pelo vigor do lote de sementes, sendo que pode ser determinante para a superacao de estresses,
dando suporte ao sistema antioxidante vegetal (VERMA et al., 2015; PADILHA; COELHO,
SOMMER, 2022), em que, as espécies reativas de oxigénio geradas em condi¢des de estresse
sinalizam a necessidade da hidrolise para mobilizar reservas para o eixo e realizar o crescimento

rapido do eixo embriondrio (VERMA et al., 2015).

2.4 ESTRESSE ABIOTICO E VIGOR DE SEMENTES

Um dos principais objetivos da agricultura atual ¢é realizar a produgdo agricola em vista
do aumento da populacdo mundial e, para isso, € necessario que essa produgdo se mantenha
mesmo sob condic¢des de estresses bidticos e abioticos (BHAT et al., 2022; LONE et al., 2021).
Dentre os principais limitantes da produgdo agricola, os estresses abioticos sdo extremamente
relevantes, sendo que limitam o local onde uma determinada cultura sera cultivada assim como
limitam a producao das culturas (HAMPTON et al., 2016; NADARAJAH, 2020).

Atualmente os estresses abioticos sdo objeto de estudo de diversos pesquisadores. As
mudancas climaticas referem-se a uma mudanga estatisticamente diferente no estado do clima

nos ultimos anos (i.e., 30 anos), e essas, resultam do aumento da emissdo de gases para a
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atmosfera, as quais geram aumento da temperatura do planeta (MUNAWEERA et al., 2022;
UL-HASSAN et al., 2022). Os estresses originados das mudancas climaticas resultam em
diversas alteracdoes, morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares durante o
desenvolvimento (NADARAJAH, 2020). Dentre esses estresses afetados pelo aquecimento
global, a restri¢do hidrica, salinizagdo dos solos, altas e baixas temperaturas sdo os que geram
a maior perda na producdo (HAMPTON et al., 2016; BHAT et al., 2022).

As mudancas climaticas sao causadas pela emissao de gases de efeito estufa (GEE), e
hoje, ha um consenso entre os pesquisadores de que a causa dessas mudancas ¢ de origem
antropogénica (BISBIS et al., 2018). Dentre os GEE, o didéxido de carbono (CO2) é o maior
responsavel pelo aquecimento global, outros gases como metano (CHs), 6xido nitroso (N20),
substancias destruidoras de ozonio (ODSs), hidrofluorocarbonetos (HFCs), hexafluoreto de
enxofre (SF¢) e perfluorocarbonos (PFCs) também afetam as alteragdes climaticas
(MONTZKA; DLUGOKENCKY; BUTLER, 2011). O efeito do aumento dos GEE na
atmosfera ¢ principalmente o aumento da temperatura (ADHIKARI et al., 2015), a partir dos
registros observados nas ultimas décadas € possivel dizer que comparado a década de 80, houve
um aumento de 1 °C até o presente momento (HANSEN et al., 2016). Considerando que
existem previsdes em que o aumento da temperatura possa chegar a 5,5 °C até o fim do século
(ADHIKARI et al., 2015), existe o interesse dos governos mundiais em manter o aumento da
temperatura do planeta menor que 2 °C a partir da reducao de emissao de GEE (BISBIS et al.,
2018).

As mudangas climaticas afetam a agricultura principalmente em relagdo ao efeito
negativo em todo o ciclo da cultura desde a semeadura até a maturidade (KORRES et al., 2016;
NADEEM et al., 2019a). Durante o processo de produgdo os estresses ambientais afetam o
crescimento das culturas, enchimento e tamanho de grdos, consequentemente, causando a
reducdo da produgdo e da qualidade de sementes (HAMPTON et al., 2013; LIPIEC et al., 2013;
HAMPTON et al., 2016). Da mesma forma, os estresses podem afetar a composi¢ao bioquimica
de sementes em relacdo a formagdo e acuimulo de amido (WANG; FREI et al., 2011;
BECKLES; THITISAKSAKUL, 2014), proteinas (BALLALOUI et al., 2015) e lipideos (ALI
etal.,2010; UARROTA et al., 2018).

O efeito dos estresses ambientais ¢ dependente de alguns fatores como o momento, a
intensidade e a espécie submetida ao estresse. Esses fatores sao determinantes para verificar os
danos que ocorrem durante o processo de produ¢do (WANG; FREI et al., 2011) e germinagao

(MARCOS-FILHO, 2015a).
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Durante o processo de germinacdo, a 4gua e a temperatura sao fatores determinantes, a
ocorréncia de estresses nesse periodo pode afetar a emergéncia a campo e o desempenho de
plantulas (BEWLEY et al., 2013; MARCOS-FILHO, 2015a). A mobilizacao das reservas ¢
afetada em situacdes de estresse, reduzindo a quantidade de reservas mobilizadas, sendo esse
efeito observado em sementes de trigo (BLUM; SINMENA, 1994; SOLTANI; GHOLIPOOR;
ZEINALI, 2006), grao de bico (SOLTANI et al., 2002), caju (VOIGT et al., 2009) milho,
cevada e alfafa (SHARAFI et al., 2012), produzindo assim plantulas com menor vigor e, dessa
forma, afetando o desempenho das plantulas a campo.

Em condicdes de estresse abioticos as plantas desenvolveram estratégias para realizar a
adaptacdo e consequentemente superacao desses estresses, sendo essas estratégias diferentes
para cada espécie, contudo, diversas alteragdes fisiologicas e bioquimicas sdo semelhantes entre
0s organismos vegetais que buscam evitar os danos oxidativos durante condi¢cdes de estresse
(LONE et al., 2021; MUNAWEERA et al., 2022). Nesse sentido, busca-se identificar os
aspectos associados a maior capacidade de adaptagdo das culturas aos estresses impostos para
determinar como essas alteragdes podem ser utilizadas para o melhoramento de plantas.

De forma geral, o sistema antioxidante pode ser dividido em sistema antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico (SOARES et al., 2019). Durante condi¢des de estresse abiotico as
plantas acumulam espécies reativas de oxigénio (ROS) e, o acimulo excessivo dessas
moléculas geram dano em &cidos nucleicos, proteinas e lipideos gerando dano celular muitas
vezes irreversivel (REJEB et al., 2014). Dentre as espécies reativas de oxigénio tem-se o radical
superoxido (O2"), peroxido de hidrogénio (H203), oxigénio singleto (102) e o radical hidroxila
(OH*), em que, quando a capacidade antioxidante ndo ¢ suficiente ocorre o acumulo destas e
consequentemente dano celular (MITTLER, 2017).

Dentre os estresses abioticos citados como de maior importancia (i.e., Estresse hidricos,
estresse salino, estresse por frio e estresse por calor) diversos mecanismos apresentam relagao
com a tolerancia ou a capacidade de superacao de um determinado estresse, sendo que algumas
respostas sdo coincidentes entre plantas e estresses (ASSEFA et al., 2019).

O estresse hidrico afeta as culturas de forma significativa, e entre os mecanismos
associados a resposta nessa condicdo tem-se 0os mecanismos ndo enzimaticos que sao
observados em relagao ao acimulo de metabolitos vegetais (e.g., aglicares, prolina) os quais
apresentam fungdo de sinalizacao do estresse, assim como, fungdo osmoprotetora evitando a
oxidacdo de proteinas, lipideos e material genético durante essa condi¢do (NADEEM et al.,
2019a). Essa relacdo também ¢ observada em estresses salino (NADEEM et al., 2019b),
estresse por frio (BHAT et al., 2022; FREITAS et al., 2019) e estresse por calor (HASSAN et
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al., 2022). E essa relagdo ¢ associada a maior tolerancia de gendtipos a essas condigdes de
estresse, sendo um ponto relevante no melhor desempenho. Diversos outros componentes
apresentam acumulo em condi¢des de estresse abidtico, como metionina, glutationa, acido
ascorbico, flavonodides, carotenoides, proteinas late embryogenesis abundant (LEA) e podem
ser associados a tolerancia a estresses abioticos (SOARES et al., 2019).

Outro mecanismo observado como resposta a esses estresses abidticos € o aumento da
atividade enzimatica antioxidante das plantas, buscando superar a condi¢ao de estresse imposta
e evitar o dano celular (NADEEM et al., 2019a; LONE et al., 2021; HASSAN et al., 2022)
sendo esse 0 mecanismo enzimatico antioxidante.

O controle de espécies reativas de oxigénio ¢ feito principalmente pelo sistema
antioxidante enzimatico o qual busca degradar as moléculas reativas em moléculas ndo toxicas
(e.g.,HOe O2) (SOARES et al.,2019; DREYER; DIETZ, 2018). Dentre as enzimas associadas
a degradacdo de espécies reativas de oxigénio e associagdo com o sistema antioxidante, tem-se
a catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), superoxido dismutase (SOD), guaiacol
peroxidase (GPX), monodehidroascorbato redutase (MDHAR), dehidroascorbato redutase
(DHAR), glutationa peroxidase (GP), glutationa redutase (GR) dentre outras (SOARES et al.,
2019). A maior atividade enzimdtica antioxidante de diversas enzimas foi verificada em
diversos trabalhos de pesquisa, e sinalizadas como responsaveis pela maior tolerancia de
diversas espécies vegetais a estresses abioticos, sendo essas determinantes para o melhor
desempenho durante os estresses (DREYER; DIETZ, 2018; NADEEM et al., 2019a)

O vigor de sementes nesse cendrio de estresses abidticos entra como uma estratégia para
beneficiar o desenvolvimento das culturas em um dos momentos criticos do processo produtivo.
O melhor desempenho de sementes com vigor superior em condigdes de estresse abidtico €
conhecido (MARCOS-FILHO, 2015b), contudo, as respostas fisiologicas e bioquimicas
expressadas pelas sementes de maior vigor, as quais, determinam esse melhor desempenho nao
estdo completamente elucidadas. Segundo Andrade, Coelho e Padilha, (2019) o processo de
mobilizacao de reservas ¢ determinante e explica parcialmente o vigor de um lote de sementes.
E essa relagao ¢ observada também em estresses abioticos (PADILHA; COELHO; SOMMER,
2022).

Contudo, diversas respostas ocorrem durante uma condigdo de estresse abiotico,
conforme explanado acima e, outros mecanismos durante a condicao de estresse abiotico podem
favorecer o melhor desempenho de sementes de maior vigor nessas condi¢des, sendo necessario
elucidar esses mecanismos, buscando identificar como potencializar essa resposta durante a

germinacgdo e emergéncia a campo. A capacidade antioxidante ¢ um dos pontos que podem ser
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determinantes e apresentar associacdo com o vigor do lote de sementes se as plantulas
produzidas por sementes de maior vigor apresentaram desempenho superior e maior atividade
antioxidante. Considerando o abordado, essa resposta antioxidante ou o conjunto entre
atividade antioxidante e mobilizag¢ao de reservas, podem explicar o melhor desempenho do lote

de sementes durante condi¢des de estresse abiotico.
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3 CAPITULO 1- VIGOR E ATIVIDADE DE ALFA-AMILASE EM SEMENTES DE
FEIJAO SOB CONDICOES DE ESTRESSE SALINO !

3.1 RESUMO

As sementes com alto vigor possuem maior capacidade de hidrolise e mobilizacao das reservas
armazenadas resultando na formagdo de plantulas vigorosas, sendo esse comportamento
observado em condig¢des de estresse abidtico. O objetivo deste trabalho foi avaliar a relacao da
enzima alfa-amilase em lotes de sementes de feijdo com contraste no vigor quando submetidos
a condicdes de auséncia e presenca de estresse salino, buscando identificar a relagdo desta
enzima com o vigor do lote de sementes nessas condigdes. Sete gendtipos de feijdo foram
utilizados. A qualidade fisiologica foi determinada pela germinagdo, indice de vigor e
comprimento de plantulas. A mobilizacao de reservas foi avaliada em condi¢des com auséncia
e presenca de estresse salino simulado com solugdo de NaCl com concentragdo de 50 mmol L~
I, As variaveis analisadas referentes a mobilizacdo de reservas foram a reduc¢iio das reservas,
taxa de redugao das reservas, massa seca de plantulas, taxa de mobilizagdo de reservas, amido,
taxa de redu¢do de amido e atividade da alfa-amilase. Os resultados demonstraram que a
condicdo de estresse afetou negativamente todas as varidveis avaliadas, contudo, os genotipos
classificados como de maior vigor apresentaram melhor desempenho fisiologico sob o estresse.
A alfa-amilase apresentou associagdo positiva com o vigor do lote de sementes favorecendo a
utilizagdo das reservas. O estresse salino em sementes de feijao afeta o desempenho de plantulas
e reduz a atividade da alfa-amilase durante a germinagao e, os lotes de sementes com alto vigor

apresentaram maior atividade da enzima em ambas as condigdes

3.2 INTRODUCAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) € produzido e consumido principalmente nos paises em
desenvolvimento da América Latina, Africa e Asia, sendo uma das leguminosas com maior
importancia mundial devido ao seu uso para a alimentacdo humana como fonte de amido,
proteina, fibras e minerais (MUKANKUSI et al., 2017; CHEN et al., 2016).

O cultivo do feijdo ¢ comumente realizado em regides aridas e semidridas, suscetiveis a
salinizacdo natural dos solos (DUTTA et al., 2018). Os solos que apresentam salinidade podem
comprometer a produtividade agricola devido aos efeitos negativos na germinagao, afetando o

estande de plantas, comprimento de raizes, parte aérea e acimulo de biomassa (LIANG et al.,

! Artigo Publicado na revista Semina: Ciéncias Agrarias (10.5433/1679-0359.2021v42n6SUPL2p3633)
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2018). Uma das estratégias para favorecer o estabelecimento inicial das plantulas nessas
condigdes, ¢ o uso de sementes com alta qualidade fisioldgica, visto que o vigor ¢ o conjunto
de atributos que determina o potencial para a emergéncia rapida e uniforme de plantulas em
uma ampla diversidade de condigdes ambientais (ISTA, 2014), apresentando impacto positivo
na produtividade da cultura do feijao (MONDO et al., 2016).

O estabelecimento de plantulas a campo ¢ determinado pelo processo heterotrofico de
crescimento (GOMMERS; MONTE, 2018), dependente da hidrélise e mobilizacdo dos
componentes armazenados no tecido de reserva da semente para o eixo embrionario (BEWLEY
et al., 2013). A eficiéncia na hidrolise e mobilizacdo das reservas favorece a formacao de
plantulas vigorosas, um dos aspectos associados ao vigor de sementes (CHENG et al., 2015;
ANDRADE; COELHO; PADILHA, 2019). Em geral, esse processo pode ser influenciado por
condigdes adversas impostas pelo ambiente, como o estresse hidrico, salino, térmico, metais
pesados, entre outros (KALAI et al., 2015; EL-MOWAFY; KISHK, 2017).

As sementes de leguminosas contém em sua composi¢cao uma grande quantidade de
carboidratos, entre eles o amido (TAYADE et al., 2019). A avaliagao da hidrélise e mobilizagao
do amido em espécies da familia Fabaceae é pouco explorada na literatura, quando comparados
aos estudos relacionados com as espécies da familia Poaceae (BEWLEY et al., 2013). O amido
¢ fonte de energia e metabolitos prontamente disponiveis para o crescimento das plantulas,
sendo a alfa-amilase a principal enzima responsavel pela sua hidrdlise, a qual favorece o
estabelecimento de plantulas (YU; HO; LO, 2015).

Diversos estudos buscaram associar a atividade da enzima alfa-amilase com o vigor
inicial do lote de sementes. Em sementes de milho submetidas a germinagao em condi¢des sem
estresse abidtico as sementes com alto vigor apresentaram maior atividade da enzima alfa-
amilase durante o processo de germinagdo e formacgao de plantulas (OLIVEIRA ef al., 2013),
o mesmo foi observado em sementes de arroz (CHENG et al., 2013). Entretanto, em sementes
de soja nao foi verificado a relacdo entre o maior vigor das sementes e a atividade dessa enzima
(HENNING et al., 2010). Em trigo, Chen et al. (2017) demonstraram que a atividade da alfa-
amilase e o vigor de sementes foram positivamente correlacionados em condi¢do de germinagao
na auséncia de estresse, contudo, ndo apresentou associagdo positiva quando as sementes foram
submetidas a estresse hidrico.

Associar a atividade da enzima alfa-amilase com o vigor das sementes, € 0 quanto o
vigor pode proporcionar um melhor desempenho fisioldgico durante uma situacdo de estresse
abiotico em fun¢do do envolvimento desta enzima, ¢ muito relevante para o entendimento da

qualidade fisiologica das sementes de feijdo, visto a deficiéncia de trabalhos com este tema.
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Desta forma, tem-se como hipotese deste trabalho que os lotes de sementes de feijdo com maior
vigor possuem maior atividade da alfa-amilase em condi¢@o de auséncia e presenga de estresse
salino, onde a maior hidrélise de amido favorece a formagdao de plantulas com melhor
desempenho fisiologico nessas condi¢cdes. Com base nas hipdteses apresentadas, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a relagdo da enzima alfa-amilase em lotes de sementes de feijdo com
contraste no vigor em condicdes ideais e de estresse salino, buscando identificar a relagdo desta

enzima com o vigor inicial do lote de sementes.

3.3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados os lotes de sementes dos gendtipos BAF07, BAF13, BAF23, BAF42,
BAF55, BAF81 e BAF112. As sementes utilizadas foram produzidas no municipio de Lages,
Santa Catarina, na area experimental do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade
do Estado de Santa Catarina (UDESC-CAV) na safra 2018/2019. Apos a colheita, as sementes
foram homogeneizadas e 1000 g de sementes foram separadas para obtencao da amostra média,
e posteriormente obtida a amostra de trabalho para as andlises posteriores (BRASIL, 2009). As
sementes foram armazenadas em camara seca (10 = 2 °C e 50 + 5% de umidade relativa) até¢ a
realizagdo das analises.

A caracterizacdo dos lotes de sementes quanto a sua qualidade fisiologica foi
determinada por meio dos testes de germinagao, indice de vigor e comprimento de plantulas,
conduzidos com auséncia (Controle) e presenca de estresse salino (NaCl).

O estresse salino foi realizado utilizando uma solugdo com 50 mmol L' de cloreto de
sodio (NaCl) com condutividade elétrica de 5,07 dS m™' para umedecimento do papel. O
umedecimento foi realizado na propor¢io de 2,5 mL g! de papel seco.

O teste de germinacao conduzido com trés repeticdes em germinador Mangelsdorf com
temperatura de 23 + 2 °C utilizando fotoperiodo (12 h com luz e 12 h em escuro), sendo a
semeadura realizada em substrato papel Germitest® na forma de rolo umedecido com agua
destilada ou solucfo salina na proporg¢io de 2,5 mL g™ de papel seco. As contagens do nlimero
de plantulas normais foram realizadas conforme descrito por BRASIL (2009), aos cinco e nove
dias apo6s o inicio do teste.

Para a determinag¢do do indice de vigor foram utilizadas trés repeticdes de 20 sementes
dispostas na parte superior do papel (KRZYZANOWSKI et al., 2020). Os rolos foram
umedecidos na proporcio de 2,5 mL g™ de papel seco com agua destilada (Controle) ou solugdo

salina (NaCl) conforme descrito anteriormente e mantidos em germinador Mangelsdorf a 23 +
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2 °C durante trés dias. Apo6s o tempo determinado, as plantulas consideradas normais foram
mensuradas quanto aos comprimentos de hipocotilo, raiz e total com auxilio de paquimetro
digital. O célculo do indice de vigor (IV) foi determinado conforme equagdo (1) proposta por
Sako et al. (2001), calculada com auxilio do software R (R CORE TEAM, 2020) utilizando o
pacote SeedCalc (SILVA; MEDEIROS; OLIVEIRA, 2019), sendo:

Indice de Vigor (IV) = (WG x (wn X In +w: X 1)) +

(WU x (1000 - (Wsh X Sh + Wsr X Sr + Stotal + Wsyh X Syh ) - wd x numdead) (1)

Onde: Inh e 1; sdo as médias de hipocoétilo e comprimento de raiz das amostras,
respectivamente; Sh, Sr, Stotal € Syn S0 0s desvios padroes de comprimento de hipocotilo,
comprimento de raiz, comprimento total e relagdo raiz/hipocotilo, respectivamente; o w
representa a proporgao para os parametros.

A avaliacao da mobilizag¢ao de reservas foi realizada aos cinco dias apos a semeadura
conforme descrito anteriormente. Foi realizado nas condi¢des de auséncia e presenca de estresse
salino (Controle e NaCl) utilizando trés repeti¢des de 20 sementes. No quinto dia apoés a
montagem do teste, as plantulas foram mensuradas com paquimetro digital para obten¢do do
comprimento de plantulas total (CP). Apods a separagdo dos cotilédones e das plantulas,
realizou-se a secagem na temperatura de 80 °C por 24 h, obtendo-se a massa seca remanescente
nos cotilédones (MSRC) e a massa seca de plantulas (MSP) (KRZYZANOWSKI et al., 2020).
A massa seca de sementes (MSS) foi obtida ap6s a retirada do tegumento de quatro repeticdes
de 20 sementes e posterior secagem em estufa a 105 °C por 24 h. A MSRC foi corrigida para
taxa de massa seca remanescente em cotilédones pela equacao (2). A redugdo de reservas da
semente (RRS) foi calculada pela equagdo (3) e determinaram-se ainda, a taxa de reducao de
reservas da semente (TRRS) pela equagdo (4) (SOLTANI, GHOLIPOOR; ZEINALI, 2006) e
taxa de mobilizagdo de reservas (TMR) pela equacgdo (5) (ANDRADE; COELHO; PADILHA,
2019).

MSRC = ([MSRC (mg)] / [MSS (mg)]) x 100 )
RRS = ([MSS (mg)] / [MSRC (mg)]) x 100 3)
TRRS = ([RRS (mg)] / [MSS (mg)]) * 100 (4)
TMR = ([MSP (mg)] / (IMSS (mg)]) ) x 100 (5)

A determinag¢dao do amido foi realizada antes de submeter as sementes a germinagao
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(inicial) e ao final do teste (cinco dias ap6s a semeadura). A extracdo e quantificacdo do amido
foram realizadas conforme proposto por McCready et al., (1950) com alteragdes. Para a
extracao foram utilizados 125 mg de farinha seca e moida em almofariz, o material foi colocado
em tubo de centrifugacdo. Foi realizada a extragdao dos agucares soluveis a partir de extragao
dupla com alcool 80%. A extragcdo do amido foi realizada do residuo utilizando extragdo dupla
com &cido perclorico 52%. A quantificacdo foi realizada com 1 mL do extrato diluido e 3 mL
de antrona, seguido de agitacdo em vortex por 3 s. Os tubos de ensaio foram mantidos em
banho-maria a 95 °C por 450 s, apds isso, foi realizada a leitura em espectrofotometro com
absorbancia de 630 nm. A curva padrio foi determinada por meio da solugdo com as
concentragdes 10, 20, 30, 40, 50 pg mL™! de glicose. Os resultados foram expressos em mg
semente .

A taxa de redugdo de amido (TRA) foi determinada a partir dos resultados obtidos de

amido inicial (AI), amido remanescente ap6s cinco dias (AF), sendo calculada pela equagdo:

Al (mg semente™!) - AF (mg semente™!)

Taxa de Redugdo de Amido (TRA) = (

) *100 (6)

Al (mg semente™)

A atividade de alfa-amilase (EC 3.2.1.2) foi determinada pelo método do é4cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959) utilizando o procedimento de Sun e Henson (1991)
com alteragdes. Para obtengao do extrato enzimatico, foram utilizadas 500 mg de farinha fresca
previamente moida com nitrogénio liquido e homogeneizada em almofariz com 10 mL de
tampao TRIS-HCI1 0,1 mol L' (pH 7,2) contendo 0,1 mol L' de NaCl e 10 mmol L' de CaCl,
e centrifugado por 10 min em temperatura de 6 °C. O extrato foi incubado em banho-maria por
15 min a 70 °C. A quantificagdo foi realizada utilizando 500 puL do extrato enzimatico, 500 uL.
de solugio tamp3o de acetato de sodio (100 mmol L) contendo 5 mmol L cloreto de calcio
(pH 5,0) e 500 pL de solucao de amido contendo 2,5% (p/v), as amostras permaneceram em
banho-maria por 15 min a 40 °C. A reagdo foi paralisada com a adi¢do de 1000 pL de solugdo
DNS, posteriormente, as amostras foram mantidas em banho-maria por 6 min a 95 °C. A reagdo
foi paralisada em banho de gelo e foram adicionados 7,5 mL de agua destilada. A leitura foi
realizada em espectrofotometro com absorbancia de 540 nm e os resultados foram expressos
em unidades por mililitro (U mL™). Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de

enzima para produzir 1 pumol de glicose por minuto nas condi¢des avaliadas.
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O delineamento experimental utilizado foi fatorial 7 x 2 (sete genotipos e duas condigdes
de germinacdo) com trés repeticdes. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software R (R CORE TEAM, 2020). Os resultados foram submetidos a analise de variancia
(teste F) e a comparacao entre as médias e interagdes foi efetuada pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade. A analise de componentes principais (ACP) foi realizada para cada
condi¢do de germinacao, sem estresse (Controle) e com estresse salino (NaCl) separadamente,
buscando identificar as associagdes entre os parametros em cada condicao. Os resultados da
analise estatistica podem ser observados ao final do documento em caso de necessidade

(APENDICE A).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a média geral das varidveis para caracterizagcdo da qualidade fisiologica,
o efeito isolado da condicdo de germinacdo apresentou-se negativo sob o estresse salino
imposto (p < 0,05). Quando as sementes foram submetidas aos testes na presenca de estresse
salino houve reducdo do desempenho. Entre a varidvel germinacdo, indice de vigor e
comprimento total, o efeito de decréscimo foi mais acentuado no indice de vigor e no

comprimento total (Tabela 3).

Tabela 3 — Germinagdo, indice de vigor e comprimento total de plantulas (CP) obtidos para os
lotes de sementes dos genoétipos de feijao avaliadas em condigdes de auséncia

(Controle) e presenca de estresse salino 50 mmol L' (NaCl)

Genotipos Germinagao (%) indice de Vigor CP (mm)
Controle NaCl Controle NaCl Controle NaCl
BAF07 85b 85a 601 e 444 ¢ 174,63 d 85,17d
BAF13 91a 89 a 810 b 517b 231,21b 126,19 b
BAF23 89 a 87 a 702 d 448 ¢ 205,57 ¢ 107,07 ¢
BAF42 88a 85a 728 d 515b 218,09 b 133,23 b
BAF55 94 a 91 a 854 a 582 a 25721 a 152,97 a
BAF81 90 a 88a 774 ¢ 503 b 218,08 b 138,23 b
BAF112 85b 87 a 810 b 500 b 227,14 b 144,65 a
Média Geral 90 A 87 B 754 A  501B 218,85 A 126,82 B
C.V. 3,31 3,62 5,21

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade; C.V.: Coeficiente de Variagdo (%).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023

A porcentagem de germinacdo variou de 85% a 94% entre os gendtipos na condicao
sem estresse e, de 85% a 91% quando submetidas ao estresse salino. Os gendtipos BAF07 e

BAF112 apresentaram menor germinagao na condi¢do controle, e ndo foi verificada diferenca
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significativa entre os gendtipos sob estresse (Tabela 3). Este menor efeito na porcentagem de
germinagdo possibilita a conducdo de um estudo mais detalhado para o vigor de sementes, visto
que todas os genotipos possuem a capacidade de germinar sob as condigdes impostas. Assim,
o indice de vigor e o comprimento total de plantulas foram determinados, buscando identificar
grupos de vigor entre os genotipos utilizadas.

O indice de vigor demonstra a diferenga no vigor entre os lotes dos genotipos utilizadas.
Em ambas as condig¢des, o maior vigor foi observado para a cultivar BAF55. Os menores indices
foram observados para os genotipos BAF07, BAF23 e BAF42 na condicao controle. Entretanto,
na presenca de estresse, o gendtipo BAF42 apresentou maior vigor em relagdo a BAF07 e
BAF23 (Tabela 3). As diferengas no vigor foram confirmadas com os resultados de
comprimento de plantulas, em que, as sementes os genotipos BAF13, BAF42, BAF55, BAFS81
e BAF112 apresentaram comprimento de plantulas superior aos gendtipos BAF07 e BAF23,
em ambas as condi¢des de germinacdo. O indice de vigor e o comprimento de plantulas sdo
testes eficientes na segregacao do vigor de sementes de diversas espécies, pois avaliam a
velocidade, a uniformidade e o desempenho de plantulas do lote (MARCOS-FILHO, 2015b;
ROCHA et al., 2015; SILVA et al., 2019). Dessa forma, foi possivel determinar dois grupos de
vigor distintos, o grupo de maior vigor (i.e., BAF13, BAF42, BAF55, BAF81 e BAF112) e o
grupo de menor vigor (i.e., BAFO7 e BAF23).

A massa seca remanescente (MSRC) foi inferior na situagdo de auséncia de estresse,
indicando maior utilizagdo das reservas existentes nos cotilédones. Foi observado efeito
significativo do estresse salino, em que, as sementes quando submetidas ao estresse utilizaram
menor quantidade de reservas, restando maior quantidade nos cotilédones. Contudo, lotes de
sementes dos gendtipos classificados como de alto vigor demonstraram menor massa seca
remanescente, indicando maior utilizacdo das reservas em relacao aos lotes de sementes dos
gendtipos BAF07 e BAF23, os quais apresentaram a maior massa seca restante nos cotilédones

em ambos os tratamentos (Tabela 4).
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Tabela 4 — Massa seca de sementes (MSS), massa seca restante nos cotilédones (MSRC),
quantidade de amido antes da germina¢ao (Amido Inicial) e apos cinco dias de
germinagdo (Amido Final) para os lotes de sementes dos genoétipos de feijao

avaliadas em condi¢des de auséncia (Controle) e presenga (NaCl) de estresse

salino
Genotipos MSS MSRC (mg semente™) MSRC (%)

(mg semente™) Controle NaCl Controle NaCl
BAF07 169,82 +7,01! 113,14 £ 6,89 125,37 £ 5,25 68,40 a 72,22 a
BAF13 183,91 +£1,15 112,29 +£1,58 133,14 £ 11,81 59,23 ¢ 67,79 b
BAF23 271,53 £ 10,53 179,78 £ 10,19 200,69 + 8,85 66,88 a 74,27 a
BAF42 163,99 + 0,89 91,96 = 0,49 104,01 +5,97 56,74 c 62,61 ¢
BAF55 175,68 + 3,37 91,20 £ 1,66 111,02 +5,87 50,86 d 62,33 ¢
BAFS1 174,63 + 4,84 103,15 +2,20 120,67 + 5,46 5845¢ 65,70 b
BAF112 212,08 + 6,20 130,88 + 3,73 141,67 £ 12,31 62,35b 66,46 b
Média Geral 193,08 + 35,43 117,48 £ 30,39 133,79 + 30,22 60,41 B 67,34 A

C.V. - 3,89

Gendtipos Amido Inicial Amido Final (mg semente™) Amido Final (%)

(mg semente™!) Controle NaCl Controle NaCl
BAF07 83,14 £2,82 41,26 £ 1,98 44,98 + 4,82 49,72 a! 54,07 a
BAF13 95,92 £ 13,81 45,65 £ 1,35 63,51 £ 10,60 48,30 a 66,15 a
BAF23 132,86 26,16 70,62 = 2,98 8327+11,73 54,67 a 63,22 a
BAF42 85,14 £ 13,02 31,68 = 1,36 47,39 + 3,33 37,68 b 56,45 a
BAFS55 86,10+ 11,24 32,03 +£2,72 42,51 £ 6,56 37,57b 49,60 a
BAF81 87,69 £2,28 37,66 = 1,87 49,28 £ 7,73 42,95 b 56,29 a
BAF112 105,40 £ 6,27 56,32+ 1,11 63,68 £ 8,36 53,59 a 60,32 a
Média Geral 96,61 £ 19,67 45,03 £ 13,48 56,37 £ 15,42 46,36 B 58,01 A

C.V. - 12,82

Legenda: 'Média + desvio padrio obtidos; 2Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maitscula na
linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade; C.V.: Coeficiente de

Variagdo (%). Fonte: Elaborado pelo autor, 2023

Os resultados de amido final apresentaram comportamento semelhante aos da MSRC

em situagdo de estresse salino. Houve efeito do estresse resultando em menor hidrdlise de amido

(Tabela 4). Isso acontece devido a salinidade influenciar no processo de hidrélise e mobilizagado

das reservas durante a germinagdo, atrasando ou inibindo o processo de formagao de plantulas

dependendo da intensidade do estresse (IBRAHIM, 2016; LI ef al., 2019). Contudo, as maiores

taxas de reducdo de amido (TRA) foram observadas para os genotipos BAF42, BAF5S5 e

BAFS81, sendo possivel observar diferencas na hidrélise entre os grupos de vigor na condi¢ao

com auséncia de estresse (Figura 1f).
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Figura 1 — Reducdo de reservas da semente (RRS), taxa de redu¢do de reservas (TRRS),
massa seca de plantulas (MSP), taxa de mobilizacdo de reservas (TMR), atividade
da enzima alfa-amilase e taxa de redu¢do de amido (TRA) em genétipos de feijao

avaliadas em condi¢des de auséncia (Controle) e presenga de estresse salino
(NaCl). Barras seguidas de mesma letra minuscula dentro do tratamento nao
apresentam diferenca significativa pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

a b
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023

A reducgdo de reservas da semente (RRS), a taxa de reducdo de reservas da semente

(TRRS), a massa seca de plantulas (MSP) e a taxa de mobilizacdo de reservas (TMR)
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apresentaram diferencas significativas entre os genotipos, sendo que, na condi¢do de estresse
salino apresentaram decréscimo (Figura la, Figura 1b, Figura 1c, Figura 1d). A maior redugdo
de reservas (RRS) foi observada para os gendtipos BAF23, BAF55 e BAF112 (Figura 1a),
favorecendo a formagdo de plantulas com maior massa seca na condi¢ao controle (Figura 1c¢).
Na condicdo de estresse salino, a reducdo de reservas (RRS) ndo apresentou o mesmo
comportamento, onde pode ser observada a influéncia do vigor, em que a maior massa seca de
plantulas foi observada para os genotipos BAF13, BAF55 e BAF112, que sdo pertencentes ao
grupo de maior vigor (Figura 1c¢).

A massa seca de plantulas (MSP) ¢ o resultado do que foi mobilizado durante o processo
de germinagdo, sendo em geral, quanto maior a reduc¢do das reservas presentes no tecido de
reserva, maior serd a massa seca de plantulas (CHENG et al., 2018). Desse modo, os genotipos
do grupo de alto vigor (BAF13, BAF42, BAF55, BAF81 ¢ BAF112) apresentaram maior
capacidade de reduzir as reservas nos cotilédones (TRRS) e mobilizar para a formacdo das
plantulas (TMR) (Figura 1b, Figura 1c¢). Do mesmo modo, Andrade, Coelho e Padilha (2019)
avaliando a mobilizacdo de reservas e o vigor de sementes de milho, observaram que as
sementes de maior vigor apresentaram maior capacidade de reducdo de reservas e maior
mobilizacao para as plantulas.

A presenca de estresse salino durante a germinagdo resultou em menor utilizagdo das
reservas armazenadas da semente, afetando o acimulo de massa seca e comprimento das
plantulas. Esse efeito foi observado por Baghel, Katarina e Jain (2019) em sementes de milho,
as quais apresentaram menor acumulo de massa e comprimento quando em condi¢ao de estresse
salino. O decréscimo no crescimento ¢ causado pela ocorréncia de estresse osmotico e
posteriormente pela toxicidade idnica (i.e., absor¢do de Na*, CI') resultando em desbalango
intracelular, tornando necessario o ajuste osmotico (TAIZ et al., 2017; LIANG et al., 2018).
Contudo, as sementes do grupo de alto vigor (Tabela 3; Figura 1d) apresentaram melhor
desempenho mesmo sobre a presenca do estresse, demonstrando uma maior capacidade em
germinar e formar plantulas de maior comprimento € massa seca nessas condicoes.

Na auséncia de estresse, a atividade da alfa-amilase foi superior para os gendtipos
BAF42, BAF55, BAF81 e BAF112 (Figura le). A maior atividade da alfa-amilase resultou em
maior taxa de reducdo de amido (Figura 1f) e maior taxa de reducdo de reservas (TRRS) (Figura
1b), sendo possivel verificar a associacdo entre o alto vigor e a atividade da enzima. Apds os
genotipos serem submetidas a condigdo de estresse salino, essa relagdo ndo foi observada, uma
vez que, houve decréscimo da atividade da alfa-amilase para todos os genotipos (Figura le),

entretanto, as sementes de maior vigor continuaram apresentando maior TRRS (Figura 1b).
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A implicacdo do estresse salino sobre a atividade da alfa-amilase foi verificada por Adda
et al., (2014) durante a germinagdo de sementes de feijdo, onde, a medida que se aumentava a
intensidade do estresse maior era a reducao da atividade, comprometendo o desempenho das
plantulas. A redugdo da atividade de alfa-amilase ocorre pela alteragdo hormonal nas sementes,
essa alteracdo causa a decréscimo do conteudo de giberelina, o que promove a menor utilizagao
das reservas (LI et al., 2019). A menor atividade da enzima alfa-amilase resulta em menor
hidrélise de amido, disponibilizando menos agucares soliveis para o crescimento do eixo
embrionario (OLIVEIRA et al., 2013). Essa associagdo entre a atividade da enzima alfa-
amilase, a hidrdlise do amido e a disponibilizagdo de agticares, explica a menor massa seca de
plantulas e menor reducdo de reservas observadas na presencga de estresse salino (Figura 1a,
Figura 1c¢).

Para o melhor compreendimento da relacdo da atividade da alfa-amilase com os grupos
de vigor obtidos e a sua associacdo com os parametros de desempenho de plantulas, foi
executada a analise de componentes principais (ACP). Os resultados obtidos demonstram
associacdo positiva desta enzima com o grupo de sementes com maior vigor, sendo essa
associacao verificada em ambas as condi¢des avaliadas. Para a condi¢dao controle, os
componentes principais 1 (CP1) e 2 (CP2) explicaram, respectivamente, 59,82% e 26,83% da
variabilidade dos dados (Figura 2a). Na ACP para condicdo de estresse, o CP1 e o CP2
explicaram 53,73% e 22,97% da variancia dos dados, respectivamente (Figura 2b). Os dois
grupos de vigor podem ser observados nas ACP, sendo possivel verificar a associagdo entre as
variaveis avaliadas com cada um dos grupos obtidos.

O CP1 possibilita a separacao dos grupos de vigor independentemente da auséncia ou
presenca de estresse e, ambas as ACP, apresentaram associacdo semelhante em relagdo as
variaveis. Observou-se que as varidveis TRA, TMR, TRRS, CP, IV, MSP, RRS e alfa-amilase
foram positivamente associadas entre si, assim como, foram associados ao grupo de alto vigor
(i.e., BAF13, BAF42, BAF55, BAF81 e BAF112). Esse resultado indica que as sementes de
feijdo com alto vigor possuem maior atividade de alfa-amilase a qual proporciona maior
reducdo das reservas, e com posterior mobilizacdo de agucares soliveis para o eixo
embriondrio, favorecendo a formagao de plantulas com maior massa seca e maior comprimento.

Os resultados referentes a enzima alfa-amilase sugerem a sua importancia no processo
de germinagdao de sementes de feijdo, o que favorece o melhor desempenho das plantulas
oriundas de sementes de alto vigor. Em sementes de milho a maior capacidade de hidrdlise ¢
uma das principais causas da germinacdo rdpida, com formagdo de plantulas de maior

desempenho (NAGUIB; ABDALLA, 2019). Resultados semelhantes também foram
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verificados nos trabalhos de com sementes de arroz (CHENG et al., 2013). Por outro lado, as
variaveis MSS e MSRC foram associadas com o grupo dos lotes de sementes de baixo vigor
(i.e., BAF07 e BAF23) indicando menor hidrolise das reservas ¢ menor mobilizacao (Figura

2a, Figura 2b).

Figura 2 — Andlise de componentes principais referente a formacao de plantulas no controle
(a) e em estresse salino (50 mmol L) (b) e a associacio entre os parametros

avaliados. O CP1 e CP2 sao o primeiro e o segundo componente principal,

respectivamente
a) . b) j
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023

No segundo componente principal (CP2) diferente do observado na situacdo sem
estresse, verifica-se que em presenca de estresse salino a taxa de redug@o de amido (TRA) e a
atividade da alfa-amilase ndo sdo positivamente associadas entre si. Em geral, a alfa-amilase ¢
a principal enzima responsavel pela hidrdlise do amido (YU; HO; LO, 2015). Contudo, a
hidrolise do amido em dicotiledoneas pode ser realizada por outras enzimas, em grao de bico o
inicio da hidrolise do amido ¢ resultado da atividade da enzima amido fosforilase, e ao longo
da germinacdo aumenta a atividade das amilases (i.e., alfa-amilase e beta-amilase) (BEWLEY
et al., 2013). Essa diferenca pode explicar os resultados observados anteriormente para alfa

amilase e taxa de reducdo de amido em estresse (Figura le, Figura 1f).
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Dessa forma, ¢ possivel que em condicdo de estresse salino, onde a atividade da alfa-
amilase foi afetada (Figura le), outra molécula catalisadora contribuiu com a hidrolise do
amido, a qual resultou na sua deplecdo mesmo durante esse estresse (Figura 1f). Segundo
Thalmann e Santelia (2017), a rota metabolica relacionada a hidrolise do amido pode ser
alterada em diferentes condigdes ambientais, como estresse por frio e estresse hidrico, alterando
as enzimas que hidrolisam o amido. Com isso, sugere-se a avalia¢ao e a identificacdo de outras
enzimas relacionadas a hidrolise de amido durante a formagdo de plantulas de feijao em
condigdes de estresse salino, o que pode ser um indicativo de outros enzimas associadas ao

vigor de sementes dessa espécie.

3.5 CONCLUSAO

A atividade da enzima alfa-amilase possui associa¢ao positiva com o vigor do lote de
sementes nas condi¢des controle. Na condigdo de estresse salino a associagdo entre o vigor do

lote de sementes e a atividade de alfa-amilase avaliada aos cinco dias de germinagdo ¢ fraca.
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4 CAPITULO 2 - MOBILIZACAO DE RESERVAS DURANTE A GERMINACAO
DE SEMENTES DE FEIJAO EM CONDICOES DE RESTRICAO HIDRICA

4.1 RESUMO

O processo de mobilizacao de reservas € um processo determinante durante a germinacao e
formacgao de plantulas. Esse processo pode ser comprometido em condi¢des de estresse hidrico
resultando em perdas de estande de plantas. O uso de sementes de alto vigor pode favorecer a
superacao do estresse relacionado a restricao hidrica durante a formacao de plantulas devido a
maior capacidade de mobiliza¢ao de reservas para formar plantulas de melhor desempenho. O
objetivo deste trabalho foi identificar como ocorre a utilizacdo das reservas armazenadas em
sementes de feijdo durante uma condicao estresse hidrico, buscando identificar a diferenca na
hidrolise e mobilizagdo de reservas entre as sementes com vigor superior. Foram utilizadas
sementes dos genotipos BAF55 (Alto vigor) e BAF07 (Baixo vigor). As avaliagdes foram
realizadas aos dois quatro, seis e oito dias de germinagdo. As varidveis avaliadas foram o
comprimento ¢ massa seca de plantulas, gasto metabolico, amido, proteina total, actcares
soliveis, proteinas soliveis e atividade de alfa-amilase. As sementes com maior vigor
apresentaram maior massa seca € comprimento de plantulas mesmo quando submetidas a
condigdes de estresse hidrico, resultado da maior hidrolise € mobilizagao de agtcares soltveis
e uso das proteinas soliiveis. As sementes de maior vigor apresentam maior capacidade de
hidrolise e utilizagdo de proteinas soluveis e agucares soliveis, o que resulta em plantulas de

melhor desempenho em condicdes de estresse hidrico.

42 INTRODUCAO

A cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma das principais leguminosas cultivadas
mundialmente. Com as mudangas climéticas observadas ao longo dos Gltimos anos, a presenca
de restricdo hidrica durante o ciclo das culturas afeta negativamente o crescimento e
desenvolvimento (HEMPTON et al., 2016).

A semeadura ¢ um dos processos determinantes para a garantia da produ¢do, em que, a
reducdo do estande de plantas pode resultar em perdas na produgdo de graos em mais de 15%
(STRUKER et al., 2019). Em condicdes de estresse hidrico a absor¢ao de 4gua ¢ afetada devido

ao baixo potencial hidrico do solo, resultando em atraso na protrusdo radicular, redugao da
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porcentagem de germinagdo e perdas no desempenho de plantulas (PRAZERES; COELHO,
2016).

Assim como a germinacao, a mobilizagdo das reservas armazenadas ¢ influenciada pelo
estresse hidrico, resultando em menor reducdo e utilizagdo dessas reservas (SOLTANI;
GHOLIPOOR; ZEINALI, 2006), entretanto, sementes de maior qualidade fisioldgica
apresentam maior eficiéncia de uso dessas (ANDRADE; COELHO; PADILHA, 2019), o que
torna relevante a avaliacao das alteracdes durante a mobiliza¢dao de reservas em sementes com
contraste em sua qualidade fisioldgica, identificando como os componentes bioquimicos
contribuem para a formagao de plantulas durante situagdes de estresse hidrico.

Para que ocorra a formacao de uma plantula € necessario que os componentes de reserva
da semente sejam hidrolisados e mobilizados para o eixo embriondrio (BEWLEY;
NONOGAKI, 2017). O amido ¢ a principal fonte de carbono em diversas sementes e, ¢
hidrolisado em moléculas soluveis (e.g., glicose) para posterior formagdo de sacarose e
transporte para o eixo embrionario (YU; HO; LO, 2015), as proteinas de armazenamento atuam
como fonte de aminoacidos que sdo reutilizados para a formagao de novas proteinas e outros
processos anabdlicos e, em geral o transporte de aminodcidos para o eixo embriondrio ocorre
na forma de glutamina e asparagina (BEWLEY et al., 2013). Nesse contexto, a conversao dos
componentes de reserva em metabolitos soliveis para o eixo embriondrio € determinante para
a formacao de uma planta autotrofica (GOMMERS; MONTE, 2018).

Diversos estudos relatam a relacdo entre a formagdo de plantulas e capacidade de
mobilizagdo de reservas como proteinas e carboidratos, em que as sementes com maior
capacidade de mobiliza¢do formam plantulas com melhor desempenho fisioldgico (LIU et al.,
2017; WANG et al., 2018a; ZEID et al., 2019; WEI et al., 2020). Sabendo disso, € necessario
determinar como as sementes de alto vigor se diferenciam metabolicamente em relagdo a
mobilizagdo destes componentes, sendo que o conhecimento do processo de mobilizagdo pode
auxiliar no entendimento fisioldgico do vigor de sementes, principalmente quando avaliado em
condig¢des de estresse hidrico.

Com isso, o presente estudo foi baseado na hipotese de que os lotes de sementes de
sementes de feijdo com maior vigor, possuem maior capacidade de hidrolise dos componentes
de reserva fornecendo maior teor de aclcares soliveis e proteinas soliveis para o eixo
embrionario, os quais sdo utilizados com maior eficiéncia o que favorece a formacdo de
plantulas vigorosas mesmo em condigdes de estresse hidrico. O objetivo deste trabalho foi

avaliar a mobiliza¢do das reservas armazenadas em sementes de feijado durante uma condigdo
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estresse hidrico, buscando identificar as diferencgas bioquimicas durante o processo de formagao

de plantulas.

43 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados os genotipos BAF07 e BAF55 as quais sao originalmente pertencentes
ao Banco Ativo de Germoplasma de Feijao (BAF) do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da
Universidade do Estado de Santa Catarina. Os gendtipos foram utilizados considerando o seu
potencial de qualidade fisiologica. O genétipo BAF07 ¢ caracterizado como de baixa qualidade
fisiologica e o gendtipo BAFS55 de alta qualidade fisiologica. As sementes utilizadas foram
produzidas na safra 2018/2019 na area experimental da mesma universidade.

A caracterizag¢do dos lotes de sementes dos genoétipos utilizados quanto a sua qualidade
fisiologica foi determinada através da germinagao, envelhecimento acelerado e indice de vigor.

O teste de germinagdo foi conduzido em germinador Mangelsdorf em temperatura de 25
+ 2 °C, sendo a semeadura realizada em substrato de papel (Germitest®) utilizando trés folhas
de papel por rolo de germinag¢dao (BRASIL, 2009) e posteriormente mantidas na vertical dentro
do germinador com auséncia de luz em todo o periodo. Para o tratamento sem estresse hidrico
(controle) o umedecimento do papel foi realizado com agua destilada, sendo o volume na
proporcdo de 2,5 mL g! de papel seco. Para a conducio do teste com estresse hidrico, o papel
foi umedecido com uma solugdo de polietileno glicol 6000 (PEG) equivalente a -0,1 MPa
(78,49¢g de PEG por litro de dgua) (VILELLA; DONI-FILHO; SEQUEIRA, 1991), utilizando
quatro repeti¢des de 50 sementes.

O indice de vigor foi realizado com oito repetigdes de 20 sementes distribuidas no tergo
superior de folhas de papel toalha umedecidas com volume de dgua destilada na proporcdo de
2,5 mL g de papel seco. A semeadura foi realizada na forma de rolos de papel os quais foram
mantidos em germinador a 25 £ 2 °C durante trés dias (SILVA; MEDEIROS; OLIVEIRA;
2019). Apds esse periodo, o comprimento de hipocoétilo (CH), comprimento de raiz (CR) e
comprimento total de plantulas (CTP) foram mensurados com auxilio de paquimetro digital. O
calculo do indice de vigor (IV) foi determinado conforme féormula proposta por Sako et al.,
(2001) calculada com auxilio do software R (R CORETEAM, 2019) e utilizando o pacote
SeedCalc (SILVA; MEDEIROS; OLIVEIRA, 2019).

O teste de envelhecimento acelerado foi conduzido em temperatura de 42 °C por 72 h
(SANTOS; MENEZES; VILELLA, 2003), ap6s esse periodo de envelhecimento o teste de

germinagdo foi conduzido conforme descrito anteriormente conduzido com oito repeticdes de
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50 sementes.

A avaliagdo da mobilizacdo das reservas foi realizada em dois, quatro, seis e oito dias
durante o processo de germinagao. Trés repeti¢des de 20 sementes foram distribuidas no tergo
superior de folhas de papel toalha umedecidas com volume de 4gua destilada na proporgao de
2,5mL g de papel seco (NAKAGAWA, 1999). Nos periodos determinados foram avaliados
o comprimento das plantulas normais e posteriormente separado o eixo embrionario dos
cotilédones e esses foram secos em estufa a 80 °C por 24 h para obten¢do da massa seca de
plantulas (MSP) e da massa seca restante em cotilédones (MSRC). A redugdo das reservas das
sementes (RRS) foi realizada pela diferenga entre a massa seca inicial das sementes (MSS) e
da MSRC (SOLTANI; GHOLIPOOR; ZEINALI; 2006). A determinacdo do gasto energético
durante o processo de mobilizacdo foi realizada pela subtragdao do que foi reduzido (RRS) pelo
produzido (MSP), conforme proposto por Andrade, Coelho e Padilha (2019).

Os componentes bioquimicos avaliados durante a formagao das plantulas foram o amido,
acucares soluveis totais, proteinas soluveis totais, proteina total e atividade de alfa-amilase,
sendo essas realizadas nos mesmos tempos das analises fisioldgicas de mobilizagdo de reservas
descritas anteriormente, sendo avaliados em cotilédones e/ou eixo embrionario, em trés
repeticoes.

A extragdo e quantificacdo de agucares soluveis totais foram realizadas conforme
proposto por Clegg (1956). Foram utilizados 100 mg de farinha seca e moida em almofariz e
realizada a extracdo dupla com dlcool etilico 80%. A reacdo de quantificacdo foi realizada
utilizando 1 mL do extrato propriamente diluido e 5 mL de reagente antrona, seguido de
agitacdo em vortex por 3 segundos, os tubos de ensaio foram mantidos em banho maria a 95 °C
por 480 segundos, apos isso foi realizada a leitura em espectrofotdometro com absorbancia de
630 nm. Os resultados foram expressos em mg g'' de massa seca (MS).

O amido foi realizado conforme descrito por McCready et al. (1950). A extracdo do
amido foi realizada do residuo remanescente da extracdo de agucares soluveis, utilizando
extracdo dupla com acido perclorico 52%. A quantificacdo foi realizada com 1 mL do extrato
propriamente diluido e 3 mL de reagente antrona, seguido de agitagdo em vortex por 3 s. Os
tubos de ensaio foram mantidos em banho-maria a 95 °C por 450 s. A leitura foi realizada em
espectrofotometro em absorbancia de 630 nm.

A atividade de alfa amilase foi realizada utilizando o método do 4cido dinitrosalicilico
(MILLER, 1959) utilizando o procedimento de Monerri e Guardiola (1986) com alteragdes.
Para obten¢ao do extrato enzimatico, 500 mg de farinha foram extraidas com 5 mL de tampao

acetato de sodio pH 5,6 com presen¢a de 4 mmol de CaCl; e 0,005% de Triton X-100. As
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amostras foram mantidas em agitacdo por 1 h em presenca de gelo e posteriormente
centrifugados. O extrato foi submetido a temperatura de 70 °C por 15 min. A quantificagdo foi
realizada utilizando-se 0,5 mL do extrato enzimatico ¢ 0,5 mL de solu¢do de amido soluvel
contendo 2,0% (p/v), as amostras ficaram em banho-maria por 30 min a 40 °C. Apos, foram
adicionados 1 mL de solu¢do DNS e as amostras foram mantidas em banho-maria por 6 min a
95 °C. A reagdo foi paralisada em banho de gelo e, apos resfriar, foram adicionados 8 mL de
agua destilada. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro com absorbancia de 540 nm. Uma
unidade de enzima foi considerada como a quantidade de enzima necessaria para a producgao de
um pmol de maltose por minuto na condi¢dao avaliada. Os resultados foram expressos em
unidade de enzima por miligrama de proteina (U mg™).

A proteina total foi determinada segundo o método Kjeldahl (AOAC, 1995) a partir do
teor de nitrogénio total da amostra, utilizando 200 mg de amostra seca (50 °C por 16 h). Para
cada amostra foi adicionado 1 mL de peroxido de hidrogénio 30%, 2 mL de 4cido sulftrico
concentrado, e 0,7 g do catalisador (i.e., contendo 90% de sulfato de s6dio, 9% de sulfato de
cobre e 1% de selénio). O teor de proteina total da amostra foi obtido pela multiplicacdo do
contetido de nitrogénio por 6,25.

Para a extragdo de proteinas soluveis uma amostra de 100 mg de tecido vegetal umido
macerado em almofariz utilizando 2 mL de tampao fosfato de potéassio pH 7,0 e posteriormente
centrifugado. A proteina soluvel foi quantificada em espectrofotdmetro em comprimento de
onda de 595 nm, conforme descrito por Bradford (1976). Os resultados foram expressos em mg
g’! de massa seca (MS).

A partir dos dados obtidos de proteina e amido, foi determinada a reducdo desses
componentes, sendo que o valor inicial obtido foi considerado 100%. Dessa forma, o valor
remanescente foi determinado a partir dos valores obtidos em cada tempo de avaliagdo (i.e., 0,
2,4, 6, 8 dias) em relacdo ao amido inicial, sendo expresso em porcentagem.

Para verificar a presenga de estresse hidrico foi determinada o teor de prolina aos oito
dias de germinagao em cotilédones pelo do método de Bates, Waldren e Teare (1973) em quatro
repeticdes. O teor de prolina foi determinado a partir de uma curva padrdo com valores
conhecidos de prolina. Os resultados foram expressos em pumol de prolina por grama de massa
fresca. O grau de umidade dos cotilédones foi determinado nesse mesmo periodo, realizando a
secagem dos cotilédones das plantulas formadas em temperatura de 105 °C por 24 h.

O delineamento experimental para realizar a segregacao entre os genotipos foi realizada
em inteiramente casualizado, com oito repetigdes. A analise estatistica para determinar o efeito

do estresse hidrico sobre a germinagao, teor de umidade e prolina livre foi realizada em arranjo
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fatorial (estresse x genotipo) com quatro repeticdes. Considerando o interesse em determinar
como as diferengas ocorrem entre os genotipos em cada tempo de avaliacdo, os dados obtidos
em cada tempo (i.e., 0, 2, 4, 6, 8 dias), foram arranjados em forma de fatorial triplo (tempo x
genotipo x estresse) com trés repeticoes. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(teste F) e a comparagdo entre as médias e interagdes foi efetuada através do teste de Tukey a
5% de probabilidade. As andlises foram realizadas utilizando o software Sisvar (FERREIRA,
2011). Os resultados da analise estatistica podem ser observados ao final do documento em

caso de necessidade (APENDICE B).

44 RESULTADOS E DISCUSSAO

As variaveis envelhecimento acelerado (EA), comprimento de raiz (CR), comprimento
de hipocétilo (CH), comprimento total (CT) e indice de vigor (IV) determinaram a diferenca na
qualidade fisioldgica entre os lotes dos genotipos BAF07 e BAF55, em que, o lote de sementes
do genotipo BAF55 apresentou melhor desempenho em todas as varidveis utilizadas para a
segregacao do vigor do lote de sementes (Tabela 5). Os parametros EA, CR, CH, CT e IV sao
eficientes em determinar a qualidade fisiologica de um lote de sementes (MARCOS-FILHO,
2015b; SILVA; MEDEIROS; OLIVEIRA, 2019). Esses resultados eram esperados,
considerando que os mesmos resultados foram obtidos por Ehrhardt-Brocardo e Coelho (2016);

Padilha, Coelho e Andrade (2020) utilizando os mesmos genotipos em trabalhos anteriores.

Tabela 5 — Envelhecimento acelerado (EA), comprimento de raiz (CR), comprimento de
hipocoétilo (CH), comprimento total (CT) e indice de vigor (IV), obtidos para os

lotes dos genoétipos avaliados

Gendtipo EA CR CH CT 1\
(%) cm pl! cm pl! cm pl! -
BAFO07 81b 5,22b 2,37b 7,59b 633D
BAF55 93 a 9,01 a 3,38 a 12,59 a 879 a
CV% 5,21 6,06 5,71 4,98 3,83

Legenda: Médias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Para a varidvel germinagdo, ndo foi verificado efeito significativo para a interagdo entre
0s gendtipos e o estresse, assim como nao foi verificado efeito significativo para o efeito isolado
de estresse (Tabela 6). Contudo, a porcentagem de germinagao indica a diferenca na qualidade
fisiolodgica inicial dos genotipos, corroborando com os resultados anteriores (Tabela 5). Foi

verificada a diferenga entre o grau de umidade dos cotilédones, assim como o aumento do teor
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de prolina quando as sementes foram submetidas a condi¢ao de estresse hidrico aos oito dias

de germinagao (Tabela 6).

Tabela 6 — Porcentagem de germinagao, teor de prolina em cotilédones e grau de umidade em
cotilédones (GU) em condi¢des 6timas (Controle) e sob estresse hidrico (PEG),

obtidos para os lotes dos gen6tipos BAF07 e BAF55

s Germinagdo (%) GU (%) Prolina (umol g MF")
Genétipos Controle PEG Controle PEG Controle PEG
BAFO07 87b 85b 68,8 bA 65,2 aB 1,79 aA 3,09 aB
BAF55 94 a 91a 73,2aA 659 aB 1,39 bA 2,31 bB
CV% 3,01 2,50 9,36

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A prolina ¢ um regulador osmoético importante para a manutengdo do turgor celular e, ¢
acumulada em situacdes de estresse abiotico (e.g., estresse hidrico e estresse salino), indicando
a resposta a um estresse osmotico (CHEN et al., 2016). Com a reducao do potencial osmédtico
do substrato, ocorreu decréscimo do teor de umidade dos cotilédones das plantulas, indicando
que essas estao sob estresse, € com isso ocorreu o aumento da concentragao de prolina (Tabela
6). Dessa forma, ¢ possivel afirmar que as sementes estavam sob estresse hidrico durante o
processo de germinacdo e formagao das plantulas.

Durante o processo de germinacdo, as sementes com maior vigor (i.e., BAF5S5)
apresentaram maior desempenho fisioldgico, formando plantulas com maior massa seca (MSP)
e comprimento (CP), sendo o resultado da maior hidrolise das reservas em cotilédones. Em
ambas as condig¢oes avaliadas o genotipo BAFS5S5 apresentou os maiores valores de MSP (Figura
la, Figura 1b) e CP (Figura 3c, Figura 3d), sendo essa diferenca observada, em geral, em todos
os tempos avaliados. Na condi¢do de estresse hidrico ocorreu um atraso no processo de
mobilizacdo de reservas, sendo verificado maior massa seca remanescente em cotilédones
(MSRC) para ambos os lotes de sementes (Figura 3e, Figura 3d). A menor reducgao nas reservas
em cotilédones devido a presenga do estresse resultou em menor massa seca de plantulas
(Figura 3b). De forma geral, sementes com maior vigor apresentam em condigdes 6timas maior
capacidade de reducdo das reservas devido a atividade de hidrolise, fornecendo maior
quantidade de metabolitos soltiveis para o eixo embriondrio, favorecendo a formagao de

plantulas com maior massa seca (EHRHARDT-BROCARDO; COELHO 2016).



57

Figura 3 — Mobilizagao de biomassa seca durante a germinagao e formacao de plantulas de

feijdo nos periodos de dois, quatro, seis e oito dias com auséncia de estresse (Controle) e com

presenca de estresse hidrico (PEG -0,1 MPa) para os gendtipos BAF07 e BAF55. Massa seca

de plantulas (MSP) (a, b), comprimento de plantula (CP) (c, d), massa seca restante em

cotilédones (MSRC) (e, 1), gasto metabolico (GM) (g, h). *:representa diferenca significativa
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Na condi¢do de auséncia de estresse, o genotipo BAFS5 apresentou maior GM em relagao
ao BAF07 no sexto e no oitavo dia de germinagdo (Figura 3f). Contudo, esse maior gasto
resultou em maior quantidade de reservas reduzidas (Figura 3e) e maior quantidade de massa
seca produzida (Figura 3a), indicando que o metabolismo dessas sementes € mais ativo durante
o processo de mobilizacdo. Resultados obtidos por Andrade, Coelho e Padilha (2019), revelam
esse mesmo comportamento em sementes de milho com alto vigor, em que, as sementes de
maior vigor apresentaram maior gasto metabodlico em condigdes Otimas, consequentemente
formando plantulas com maior comprimento e massa seca. Para o GM em condig¢des de estresse
hidrico ndo foi verificado diferenca significativa entre os genotipos (Figura 3h). Contudo, as
sementes com maior vigor formaram plantulas com maior massa seca, indicando maior
eficiéncia das sementes mesmo sob condicdes de estresse hidrico (Figura 3a).

O decréscimo na MSRC demonstra a degradacdo dos componentes de reserva para
mobilizagdo. Durante o processo de germinacao as reservas armazenadas sao hidrolisadas para
posterior mobilizacdo de compostos soliveis (BEWLEY et al., 2013). Essa relagdo da
degradacdo das reservas durante o processo de germinacao pode ser observada pela redugdo de
amido e proteina. Foi verificado que independente da condi¢do de germinagdo, o gendtipo
BAFS55 com maior vigor apresentou maior reducao desses componentes de reserva a partir dos

quatro dias de germinagdo para proteina total e seis dias para o amido (Figura 4).
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Figura 4 — Proteina (a) e amido (b) remanescente em cotilédones durante a formagao de
plantulas de feijao nos periodos de 0, 2, 4, 6 ¢ 8 dias com auséncia de estresse
(Controle) e com presenga de estresse hidrico (PEG -0,1 MPa), para os gen6tipos
BAF07 e BAFS55. *:representa diferenga significativa entre os genotipos pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade
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A propor¢ao de proteina residual ao fim da avaliagdo (i.e., oito dias) foi de 27,06% na
condic¢do controle e 38,05% na condicao de estresse hidrico para o gendtipo BAFS55 e; 42,59%
e 49,21% respectivamente para o gendtipo BAF07 (Figura 4a, Figura 4b). Resposta semelhante
foi observada para o amido residual, em que foi de 19,56% na condicdo controle e de 33,71%
na condicdo de estresse hidrico para o lote do genotipo BAFSS5 e, para o gendtipo BAF07 foi
de 45,02% e 58,73%, respectivamente (Figura 4c, Figura 4d).

A reducao de proteina de amido durante a germinagdo também foi observada por Shaik
et al. (2014), os quais destacaram a importancia da maior capacidade de hidrdlise para o

estabelecimento inicial de plantulas devido a maior disponibilizagdo de aminoacidos e acucares
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soluveis para o eixo embriondrio. A maior capacidade de utilizagdo de reservas ¢ associada ao
maior vigor de lotes de sementes (ANDRADE; COELHO; PADILHA, 2019). Dessa forma, os
resultados demonstram que a maior capacidade de hidrolise das sementes com maior vigor,
proporcionou maior disponibilidade dos compostos soltveis o que favoreceu a formagao de
plantulas com maior massa seca (Figura 3a).

Considerando que as sementes de feijdo possuem maior quantidade de carboidratos em
relagdo a proteinas, € nesse caso, por ser a principal fonte de carbono durante a germinagao, a
avaliacdo da capacidade de hidrolise do amido foi identificada a partir da avaliagao da atividade
de alfa amilase. Foi observado que a atividade de alfa-amilase foi crescente a medida que passou
o tempo de hidrata¢ao das sementes (Figura 5). O aumento da atividade de amilases durante a
germinagdo € relatado na literatura para diversas espécies (WANG et al., 2016; LIU et al.,2017;
ZEID et al., 2019).

Figura 5 — Atividade de alfa-amilase em cotilédones durante a formacao de plantulas de
feijdo nos periodos de 0, 2, 4, 6 e 8 dias de germinagao com auséncia de estresse
(Controle) e com presenga de estresse hidrico (PEG -0,1 MPa), para os genotipos

BAFO07 e BAF55. *:representa diferenca significativa entre os genotipos no tempo

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Até os quatro dias de germinagdo na condi¢do sem estresse a atividade de alfa-amilase
ndo apresentou diferenga significativa entre os genétipos avaliadas, ndo demonstrando
associa¢do do maior vigor de sementes com a atividade dessa enzima até este periodo. Aos seis
e oito dias foi verificada maior atividade de alfa-amilase para o gendtipo BAF55. Esses

resultados corroboram ao destacado por Bewley ef al. (2013) em que, o incremento da atividade
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de alfa amilase em sementes de dicotiledoneas ocorrem ap6s os quatro dias de germinagdo. Em
relagdo ao vigor, resultados semelhantes foram observados por Padilha, Coelho e Ehrhardt-
Brocardo (2021), em que as sementes de feijdo com maior vigor apresentaram maior atividade
de alfa-amilase aos cinco dias de germinacgdo, € apresentou associacdo positiva com a
degradacdo de amido.

Durante o estresse hidrico apenas foi observada diferenca significativa entre os gendtipos
aos oito dias de germinagdo (Figura 5b), entretanto, a diferenga na hidrolise do amido foi
observada aos seis dias de germinagao (Figura 4b). Segundo Bewley et al., (2013) a hidrélise
em dicotiledoneas inicialmente ocorre por outras enzimas (e.g., amido fosforilase); essas
enzimas podem estar associadas ao maior vigor quando avaliadas em estresse em periodos
anteriores a seis dias. A maior capacidade de degradagdo de amido durante o estresse favoreceu
a formacao de plantulas de maior massa seca para o gen6tipo de maior vigor (Figura 3b). Sendo
esse melhor desempenho associado a maior disponibilidade de agucares soluveis durante a
germinagdo os quais sdo posteriormente mobilizados para o eixo embrionario (GUZMAN-
ORTIZ et al., 2019).

Os resultados obtidos para os agucares soluveis totais em cotilédones demonstram que na
condi¢do controle houve aumento da quantidade de acucares soluveis nos cotilédones, sendo
que esse incremento ocorreu principalmente a partir dos quatro dias de germinacao na condi¢ao
controle. Quando observado em situag¢ao de estresse hidrico, esse aumento nao foi observado,
sendo que a quantidade de agtcares soluveis nos cotilédones foi constante durante os oito dias

de germinagdo, sem diferenga significativa entre os genotipos (Figura 6a, Figura 6b).



62

Figura 6 — Ac¢ucar soluvel total em cotilédones (a, b) e eixo embrionario (c, d) durante a
formagdo de plantulas de feijao nos periodos de 0, 2, 4, 6 e 8 dias com auséncia de
estresse (Controle) e com presenca de estresse hidrico (PEG -0,1 MPa), para os
genotipos BAF07 e BAFSS5. *:representa diferenca significativa entre os genotipos

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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O aumento de aglicares soltveis em cotilédones foi observado por Erbag, Tongug e Sanli
(2016) em sementes de girassol. O aumento dos aglcares soliveis possivelmente deve-se a
maior atividade de hidrdlise observada, sendo que, durante a hidrolise do amido ocorre o
aumento da concentragdo de agucares soluveis, que serdo mobilizados posteriormente (Figura
6). Durante o estresse hidrico, a estabilizacdo dos teores de acucares soluveis em cotilédones
durante os tempos de avaliacdo pode estar associada a menor hidrélise causada pela restrigao
hidrica (Figura 6b).

Os aglcares soliveis em eixo embrionario demonstram que houve aumento da

disponibilidade de actcares soluveis a medida que houve aumento do tempo de germinagao,
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em que essa diferenca ¢ observada a partir dos quatro dias de germinagcdo em ambas as
condi¢des avaliadas. Em dicotiledoneas apds a hidrolise da amilose e amilopectina ocorre a
liberacao de glicose e maltose as quais posteriormente sdao transformadas em sacarose pela
enzima sacarose sintetase e mobilizadas para o eixo embrionario (NONOGAKI, 2008).

Em ambas as condi¢cdes o genotipo BAF55 com maior vigor apresentou maior
disponibilidade de agucares soluveis no eixo embriondrio aos seis e oito dias de germinagdo. O
aumento dos agucares soluveis no eixo embrionario foi observado por Shaik ef al., (2014) em
plantulas de cevada. Considerando o aumento da disponibilidade de agticares soltiveis no eixo
embrionario, Zeid et al., (2019) avaliando a germinagdo em sementes de feijdo caupi
identificaram que as sementes que apresentam maior desempenho fisioldégico possuem maior
atividade amilolitica (i.e., alfa e beta-amilase) fornecendo maior quantidade de acgucares
soluveis para o eixo embrionario. Nesse sentido, a maior atividade de alfa amilase observada
para as sementes de alto vigor no sexto e oitavo dia, explicam parcialmente o melhor
desempenho observado nesses periodos em ambas as condigdes avaliadas (Figura 3a, Figura
3b, Figura 3c, Figura 3d).

Aos quatro dias de germinagao nao foi observada diferenca significativa para os actcares
soluveis disponiveis no eixo embrionario na condicao controle (Figura 6¢), contudo, houve
maior acimulo de massa seca das plantulas para a gendtipo BAF55 (Figura 3a), esses resultados
indicam a maior capacidade de utilizacdo de actcares soluveis hidrolisados os quais foram
mobilizados, o que ndo permitiu o acimulo de acgtcares no eixo embriondrio devido a maior
utiliza¢do. Essa abordagem € possivel considerando que a hidrélise do amido (Figura 5a, Figura
5b) e a redugdo do amido (Figura 4a, Figura 4b) ndo apresentaram diferenca significativa entre
0s genotipos.

Durante as condi¢des avaliadas foi observado aumento do teor de proteinas soliveis nos
cotilédones para os dois lotes de sementes avaliados aos dois e quatro dias. Para o genotipo
BAF(07 esse aumento foi observado durante todo o periodo avaliado e, o gendtipo BAF55
apresentou decréscimo de proteinas soluveis apds quatro dias na condi¢do sem estresse (Figura
7a) e apo6s seis dias na condi¢ao de estresse hidrico (Figura 7b). Resultados semelhantes foram
observados por Galotta et al., (2019) em que, até o quarto dia de hidratacdo ocorreu aumento
do teor de proteinas soliiveis no endosperma de sementes de cevada, sendo o resultado da
degradacao e solubilizagao das proteinas de reserva.

O decréscimo das proteinas soliveis observado em cotilédones especialmente
relacionado ao gendtipo BAF55 apds quatro dias de germinacdo pode estar associada a sua

degradacao para a formacao de aminoacidos Zhao et al. (2018). Wei et al., (2020) verificaram
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em sementes de soja que a menor atividade de proteases resulta em menor proteodlise e pode
afetar a germinagao e a formagao de plantulas. Dessa forma, a maior capacidade de protedlise
e utilizagdo de proteinas soluveis pelas sementes de maior vigor podem ser a contribuigdo para

a formacao de plantulas de maior vigor (Figura 3a, Figura 3b, Figura 3c, Figura 3d).

Figura 7 — Proteinas soliveis em cotilédones (a, b) e em eixo embrionario (¢, d) durante a
formacgao de plantulas de feijao nos periodos de 0, 2, 4, 6 e 8 dias com auséncia de

estresse (Controle) e com presencga de estresse hidrico (PEG -0,1 MPa), para os
genotipos BAF07 e BAFSS. *:representa diferenca significativa entre os genotipos

no tempo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A quantificacdo de proteinas em eixo embriondrio durante a germinagdo demonstrou
decréscimo, sendo essa resposta observada para os dois gendtipos em ambas as condigdes de
estudo. O decréscimo ocorreu até os quatro dias de germinagdo, com posterior estabilizacao dos
valores obtidos na condi¢do de controle e aos seis dias na condi¢ao de estresse hidrico,
demonstrando menor velocidade de utilizacdo das proteinas soliveis. O genotipo BAFSS5
apresentou os menores teores de proteinas soluveis a partir dos dois dias na condigdo controle

e a partir dos quatro dias a condicdo de estresse hidrico (Figura 7c, Figura 7d).
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Em relacdo a reducdo de proteinas soltiveis em eixo embriondrio, sugere-se a sua
utilizagdo, em que, segundo Van Der Hoorn (2008) as proteinas ndo funcionais sdo submetidas
a protedlise para a formagdao de aminoacidos e; os aminoacidos presentes nos orgaos de
crescimento sdo utilizados para a sintese de novas proteinas € em outros processos anabodlicos
(BEWLEY et al.,2013). O aumento de aminoacidos foi observado por Silva ef al., (2021) em
cotilédones e eixo embriondrio em plantulas de soja. Dessa forma, a redu¢do das proteinas
observadas em ambas as estruturas sugere a maior protedlise e liberacao de amino acidos livres,
sendo que a maior atividade de proteases pode estar associada ao maior vigor das sementes de

feijao, sendo necessario estudos dessa natureza para determinar essa relacao.

45 CONCLUSAO

A restri¢do hidrica durante a germinacao e formagao de plantulas atrasa a atividade de
hidroélise e mobilizagdo dos componentes de reserva.

As sementes de feijdo com maior vigor possuem maior capacidade de degradacdo de
amido e proteinas durante a germinagdo mesmo sob condi¢des de estresse hidrico, o que

favorecesse a disponibilidade e utilizagdo de agucares e proteinas soluveis.
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5 CAPITULO 3 - PROLINA, GENOTIPO E VIGOR DE SEMENTES DE FEIJAO
DURANTE A GERMINACAO EM CONDICOES DE ESTRESSE HIDRICO E
SALINO?

5.1 RESUMO

Dentre as principais causas da reducao na porcentagem de emergéncia a campo, estd a
ocorréncia de estresses abidticos, especialmente o estresse hidrico e salino. Ambos causam
estresse osmotico e induzem a producao de prolina livre. Diversos estudos associam a maior
concentragdo de prolina com a tolerancia de gendtipos a esses estresses. Entretanto ¢ necessario
determinar como o genotipo e o vigor influenciam na superagdo dos estresses, € como a
concentragdo de prolina interage com esses fatores. O objetivo deste trabalho foi avaliar como
as sementes de alto vigor toleram os estresses hidrico e salino, assim como determinar se existe
associacdo do aminodcido prolina com as sementes de maior vigor. Foram utilizados os
genotipos BAF07, BAF13, BAF23, BAF42, BAF44, BAF55 e BAF112, as quais foram
submetidas a germinacdo em estresse hidrico (Polietileno glicol -0,2 Mpa) e salino (150 mmol
L1). Aos 10 dias apds a semeadura foram avaliados o comprimento, massa seca das plantulas
e capacidade de mobilizacdo de reservas, assim como o teor de prolina livre das plantulas. Os
resultados demonstraram que as sementes de alto vigor favoreceram a superagdo dos estresses,
formando plantulas com maior massa e comprimento, entretanto, o vigor apresentou correlagao
nao significativa com a concentracao de prolina em ambos os estresses. Dessa forma, conclui-
se que o vigor de sementes influéncia na superacdo dos estresses hidrico e salino e deve ser
utilizado como estratégia durante a semeadura e, o aminoacido prolina ndo estd associado ao

maior vigor do lote de sementes.

5.2 INTRODUCAO

O feijao ¢ uma das culturas com grande importancia mundial, sendo uma das principais
fontes de alimento para a populagio humana em paises da Asia, Africa e América latina (DE
RON et al., 2016). Os principais limitantes da producdo sdo os estresses hidrico e salino, os
quais resultam em estresse osmotico, inibicdo da germinagdo, estresse oxidativo, inibi¢do
fotossintética, desbalango nutricional e reducao do crescimento (MOUKHATARI et al., 2020).

Considerando que os efeitos dos estresses abidticos podem ser observados em todo o

ciclo da planta, um dos momentos mais criticos para o sucesso da produgdo ¢ a emergéncia de

2 Artigo Publicado na Revista Ciéncia Agrondmica (10.5935/1806-6690.20220056)
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plantas a campo. A perda na porcentagem de germinagdo e consequentemente do estande de
plantas ¢é reportada especificamente sob condigdes de estresse hidrico e salino (JOVOVIC et
al., 2018). Sendo que os efeitos negativos sdo observados no decréscimo da porcentagem
germinagdo resultando em menor nimero de plantas por area, e na formacgdo das plantulas,
reduzindo sua massa seca e comprimento (PANTOLA et al., 2017).

Para manter o potencial de emergéncia de plantulas a campo ¢ determinante o uso de
sementes com alto vigor. A capacidade das sementes com alto vigor em apresentarem maior
porcentagem de germinagao, emergéncia a campo ¢ desempenho de plantulas em condigdes de
estresse abiodtico pode ser determinante para o estabelecimento inicial (MARCOS-FILHO,
2015b; FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016). Contudo, o gen6tipo possui grande influéncia na
resposta aos estresses abidticos, o qual pode ser determinante na germinagdo das sementes e
formagdo de plantulas (AVCI; [LERI; DEMIRKAYA, 2017; AFLAKI et al., 2017). Nesse
contexto, a interagdo entre a tolerancia de genotipos a estresses abidticos e a capacidade das
sementes com alto vigor apresentarem melhor desempenho nessas condigdes precisa ser
estudada com maiores detalhes, buscando compreender a contribui¢do de cada um (i.e.,
genotipo e vigor de sementes) durante a germinacdo e formacgao de plantulas.

Uma das estratégias desenvolvidas pelas plantas para favorecer a superacao de estresses
abidticos ¢ o acimulo de prolina nos diferentes 6rgaos da planta (CHEN et al., 2016). O
acumulo de prolina ¢ relatado como um dos osmolitos responsaveis pelo o ajuste osmotico das
células, favorecendo a manutengdo das atividades metabodlicas durante esses estresses
(MANSOUR; ALI 2017). Considerando a relag@o entre a prolina e a capacidade de superagdo
de estresses, diversos estudos identificaram a influéncia desse aminoacido na tolerancia de
genotipos a estresses abidticos (CHEN et al., 2016; PER et al., 2017; MOROSAN et al., 2017,
FURLAN et al., 2020). Considerando que as sementes de alto vigor possuem maior capacidade
de superar as condig¢des de estresse abidtico, e que a concentragdo de prolina pode influenciar
para a superagao desses estresses, ¢ possivel que sementes com maior vigor apresentem maior
capacidade de producdo de prolina, o que favoreceria a formacdo das plantulas nessas
condicoes.

Diante do exposto o presente estudo foi baseado nas hipdteses que: os lotes de sementes
de feijao com maior vigor possuem maior capacidade de superar condi¢des de estresse hidrico
e/ou salino por apresentar maior concentragao de prolina livre o que favorece a formagao de
plantulas com maior vigor durante essas condigdes e; os genotipos apresentam diferencas na
tolerancia aos estresses impostos quando avaliadas no estagio inicial de desenvolvimento, o que

contribui na germinacao e formacao de plantulas vigorosas. Dessa forma, o objetivo deste
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trabalho foi avaliar como as sementes de alto vigor toleram os estresses hidrico e salino, assim

como determinar se existe associagdo do aminodcido prolina com as sementes de maior vigor.

53 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados os gendtipos BAF07, BAF13, BAF23, BAF42, BAF44 ¢ BAFS5S5 as
quais sao originalmente pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de Feijao (BAF) do
Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina e a cultivar
comercial BAF112 (IPR88 Uirapurt). As sementes dos gendtipos foram produzidas na safra
2019/2020 no municipio de Lages, Santa Catarina, Brasil. Apos a colheita e beneficiamento, as
sementes foram armazenadas em camara seca (10 °C e 50% de umidade relativa do ar) durante
quatro meses até o inicio do experimento.

A caracterizacdo dos lotes de sementes dos genotipos quanto a sua qualidade fisioldgica
foi realizada pela germinagao e indice de vigor.

O indice de vigor foi realizado com trés repeti¢cdes de 20 sementes distribuidas no ter¢o
superior de folhas de papel toalha umedecidas com volume de 4gua destilada na proporcao de
2,5 mL g de papel seco (KRZYZANOWSKI et al, 2020). Os rolos foram mantidos em
germinador a 25 £ 2 °C durante trés dias. Apods esse periodo, o comprimento de hipocoétilo
(CH), comprimento de raiz (CR) e comprimento total de plantulas (CTP) foram mensurados
com auxilio de paquimetro digital e expressos em cm.plantula™. O calculo do indice de vigor
(IV) foi determinado a partir do indice de crescimento (G) (SAKO et al., 2001) e o indice de
uniformidade (U) (CASTAN; GOMES-JUNIOR; MARCOS-FILHO, 2018), calculada com
auxilio do sofiware R (R CORETEAM, 2021) utilizando o pacote SeedCalc (SILVA;
MEDEIROS; OLIVEIRA , 2019).

Como complemento ao IV o teste de germinacdo foi conduzido e determinada a
porcentagem de germinagdo e a porcentagem de primeira contagem de germinacao (PCG) no
quinto dia apo6s a semeadura (BRASIL, 2009) para as condigdes controle, estresse hidrico e
salino. A condicao de estresse hidrico foi realizada utilizando uma solugao de Polietileno Glicol
6000 equivalente a -0,2 Mpa (119,57 g de Polietileno Glicol 6000 por litro de dgua) (VILELLA;
DONI-FILHO; SIQUEIRA, 1991). Para a condi¢ao de estresse salino foi utilizada uma solugdo
de cloreto de sodio com concentragdo de 150 mmol L' com condutividade elétrica de 14,6 dS
m!. A 4gua utilizada foi destilada e deionizada.

O teste de germinagdo foi conduzido em germinador Mangelsdorf em temperatura de

21 +2°C, sendo a semeadura realizada em papel Germitest® na forma rolo, com trés repetigoes.
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O papel foi umedecido com agua destilada, solugdo de Polietileno Glicol 6000 ou solucao de
cloreto de s6dio na proporcio de 2,5 mL g'!' de papel seco. A primeira contagem de germinagio
(PCG) foi considerada no quinto dia apos a semeadura e a contagem final foi realizada aos 10
dias apoOs a semeadura. Os rolos de papel foram dispostos na vertical dentro do germinador, e
envoltos com sacos plasticos para evitar perdas, umidade e manter o estresse desejado.

O desempenho de plantulas foi avaliado 10 dias ap6s a semeadura. Para isso, trés
repeticoes de 20 sementes distribuidas no ter¢o superior de folhas de papel toalha foram
umedecidas com volume de 4agua destilada, solugao de Polietileno Glicol 6000 ou solugao de
cloreto de sddio na propor¢io de 2,5 mL g™ de papel seco. As plantulas normais obtidas foram
utilizadas para as avaliagdes e determinados o comprimento de raiz (CR), comprimento de
hipocoétilo (CH), comprimento total da plantula (CT) mensurados com auxilio de paquimetro
digital e expressos em centimetros por plantula (cm pl'). As plantulas mensuradas foram
utilizadas para a determinagdo de massa seca de raiz (MSR), massa seca de hipocotilo (MSH)
e massa seca total de plantulas (MST), secas a 80 °C por 24 h e os resultados foram expressos
em miligramas por plantula (mg pl') (KRZYZANOWSKI et al., 2020). O numero de raizes
secundarias foi determinado das plantulas mensuradas e contabilizadas as raizes maiores que
0,5 cm (NRS). A taxa de mobilizacdo de reservas (TMR) foi determinada conforme Andrade,
Padilha e Coelho (2019) e expressa em porcentagem e; a TRRS foi determinada conforme
(SOLTANI; GHOLIPOOR; ZEINALI, 2006) e expressa em porcentagem.

A determinacao da tolerancia aos estresses utilizados foi realizada aos 10 dias utilizando
o célculo para avaliacdo da tolerancia individual aos estresses, baseado na metodologia
realizada por Kakar et al. (2019), sendo essa adaptada para as condi¢des de germinacao, de
acordo com as variaveis utilizadas. A interpretagdo do calculo ¢ baseada em que os genotipos
com maior indice apresentam maior tolerancia ao estresse determinado. Para o calculo do indice
de resposta cumulativa ao estresse hidrico (IRCEH) e indice de resposta cumulativa ao estresse
salino (IRCES) foram utilizados os valores de resposta individual dos parametros germinagao
(G), comprimento de raiz (CR), comprimento de hipocoétilo (CH) comprimento total (CT),
massa seca de raiz (MSR), massa seca de hipocotilo (MSH), massa seca total (MST), taxa de
mobilizagdo de reservas (TMR) e nimero de raizes secundarias (NRS), a variavel TRRS nao
foi considerada para a tolerancia por ndo ser um parametro direto de avaliacdo nas plantulas
formadas avaliadas em estresse hidrico (h), estresse salino (s) e controle (c), conforme

demonstrado nas equacdes (1) e (2) abaixo:
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IRCEH = (Gh/Gc) + (CRW/CRc) + (CHh/CHc) + (CTh/CTc) + (MSRW/MSRc) +
(MSHh/MSHc) + (MSTh/MSTc) +TMRh/TMRc) + (NRSh/NRSc) (1)

IRCES = (Gs/Gce) + (CRs/CRc) + (CHs/CHc) + (CTs/CTc) + (MSRs/MSRc) +
(MSHs/MSHc) + (MSTs/MSTc¢) +(TMRs/TMRc¢) + (NRSs/NRSc¢) 2)

A concentra¢do de prolina foi determinada em trés repeticdes biologicas de plantulas
originadas em cada condi¢do avaliada através do método de Bates, Waldren e Teare (1973) sem
alteragodes, conduzido em duplicata.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com quatro
repeti¢des em arranjo fatorial 7 x 3, sendo, sete genotipos e trés condi¢des de germinagdo com
trés repetigdes. A analise de variancia e as analises de correlacdo de Pearson foram realizadas
utilizando o software R (R CORETEAM, 2021). Os resultados foram submetidos a anélise de
variancia (teste F), e comparacao entre as médias e interacdes foi efetuada através do teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Para a analise de correlagdo, foram determinadas
correlagoes significativas a 1% ou 5% e ndo significativas pelo teste t. Os resultados da andlise
estatistica podem ser observados ao final do documento em caso de necessidade (APENDICE

Q).

54 RESULTADOS E DISCUSSAO

As variaveis comprimento de raiz (CR), comprimento de hipocotilo (CH), comprimento
total (CT), indice de crescimento (C), indice de uniformidade (U) e indice de vigor (IV)
apresentaram diferenca significativa entre os lotes de sementes das cultivares utilizadas. Os
gendtipos BAF13, BAF42, BAF55 e BAF112, apresentaram maior qualidade fisioldgica
quando comparados aos genotipos BAF07, BAF23 e BAF44 (Tabela 7).
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Tabela 7 — Comprimento de raiz (CR), hipocétilo (CH) e total (CT), crescimento (C),

uniformidade (U), indice de vigor (IV) das cultivares utilizadas

Genotipos CR CH CT C U v
BAF 07 5,69 ¢ 2,02 ¢ 7,72 d 533 ¢ 747 ¢ 597 ¢
BAF 13 7,85b 2,44 a 10,30 b 731b 846 b 772b
BAF 23 6,04 ¢ 2,18b 823 ¢ 566 ¢ 823 b 643 ¢
BAF 42 7,79 b 2,46 a 10,26 b 726 b 879 a 772b
BAF 44 4,50d 1,65d 6,16 d 422d 691 d 502d
BAF 55 873 a 2,44 a 11,17 a 810 a 898 a 836 a
BAF 112 7,93 b 2,32b 10,25 b 737 b 882 a 781 b

CV% 6,06 4,52 491 5,88 3,04 4,42

Legenda: Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Um dos principios basicos para os estudos relacionados ao vigor ¢ determinar a
diferenga no vigor entre os lotes utilizados, segregando em grupos e posteriormente a sua
associagdo com os caracteres de interesse. Segundo Finch-Savage e Bassel (2016) as sementes
com maior vigor apresentam maior velocidade, uniformidade e crescimento de plantulas
durante a germinagao.

A primeira contagem de germinagao (PCG) ¢ um parametro utilizado para a segregacao
de lotes de sementes quanto ao vigor, sendo que nos resultados apresentados, em todas as
condi¢des de germinacdo (i.e., controle, estresse hidrico e estresse salino) as sementes dos
genotipos BAF07, BAF23 e BAF44 apresentaram menor porcentagem na PCG,
complementando a segregacgdo entre os lotes dos gendtipos utilizados anteriormente (Tabela 8).

Dessa forma, com os parametros associados ao vigor de sementes, foi possivel definir
dois grupos de vigor distintos, o grupo com alto vigor (i.e., BAF13, BAF42, BAF55 e BAF112),
e o grupo com baixo vigor (i.e., BAF07, BAF23 e BAF44).

Tabela 8 — Primeira contagem de germinagdo (PCG) e porcentagem de germinacao (G) em
condi¢des sem estresse (controle), estresse salino (NaCl) e estresse hidrico (PEG)

para os genoétipos avaliadas

Genotipos PCG (%) G (%)
Controle NaCl PEG Controle NaCl PEG
BAF 07 82b 50b 53b 95a 87Db 87 a
BAF 13 90 a 67 a 69 a 96 a 89 a 91 a
BAF 23 79b 55b 47 ¢ 95a 83 b 88 a
BAF 42 95a 74 a 65a 97 a 91 a 91 a
BAF 44 79b 47b 43 ¢ 95a 85D 77b
BAF 55 97 a 73 a 72 a 97 a 93 a 91 a
BAF 112 90 a 73 a 56 b 97 a 92 a 90 a

CV% 8,64 3,59

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Os resultados de germinagdo em condigdes de estresse hidrico e estresse salino
apresentaram efeito significativo entre os genotipos. Em estresse hidrico (PEG) apenas a
genotipos BAF44 de menor vigor apresentou menor porcentagem de germinagao. Entretanto,
sob estresse salino (NaCl) os genotipos BAF07, BAF23 ¢ BAF44 apresentaram menor
porcentagem de germinagdo em relagdo aos genotipos pertencentes ao grupo com alto vigor
(Tabela 8). O efeito negativo desses estresses sobre a porcentagem de germinagdo ¢ conhecido
na literatura (PANTOLA et al., 2017; AVCI; ILERI; DEMIRKAYA, 2017; JOVOVIC et al.,
2018). A redugdo do percentual de germinagdo ocorre devido a reducao da disponibilidade
hidrica necessaria para que ocorra o processo de germinagdo, ¢ i0nico ocasionada pelas
condi¢des salinas que impde uma toxidade no protoplasma das células vegetais em situagdo de
estresse salino (ARAUJO-NETO et al., 2020).

Uma variagdo significativa foi observada para o comportamento dos parametros
avaliados. Em geral, essa variagdo observada no diagrama de caixa ¢ o resultado da resposta
genética dos genotipos quando submetidos a diferentes condi¢des de estresse, assim como pode
estar atrelada as diferencas no vigor observadas para os lotes de sementes (Figura 8, Figura 9).

O estresse salino apresentou efeito mais severo sobre o crescimento das plantulas
quando comparado ao estresse hidrico. Dentre as varidveis mais afetadas, destaca-se uma maior
redugdo no comprimento das raizes (CR) (Figura 8a) e o numero de raizes secundarias (NRS)
(Figura 8c). O CR apresentou reducdo de 76% em estresse salino e 37% em estresse hidrico.
Para o nimero de raizes secundérias (NRS) o decréscimo foi de 81% em estresse salino e de
56% quando submetidas a estresse hidrico. Em condicdo de estresse hidrico, por sua vez, o
crescimento radicular foi superior ao observado em estresse salino (Figura 8a), resultados
semelhantes forma encontrados por Maia ef al. (2015), atribuindo esse fendmeno a morte do
meristema apical em estresse salino, limitando dessa forma a diferenciagdo e consequentemente

crescimento do sistema radicular em profundidade.
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Figura 8 — Diagrama de caixa demonstrando a variagao e influéncia dos estresses salino (NaCl
150 mmol L) e hidrico (Polietileno Glicol (PEG) -0,2 MPa) sobre o comprimento
de raiz (CR), comprimento de hipocotilo (CH), comprimento total (CT), massa seca
de raiz (MSR), massa seca de hipocétilo (MSH) e massa seca total (MST) de
plantulas de o nimero de raizes secundarias (NRS), taxa de reducao de reservas
(TRRS), taxa de mobilizacao de reservas (TMR) feijao aos 10 dias apos a

montagem do teste
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Para ambos os estresses, a massa seca do hipocétilo (MSH) e a massa seca total (MST)
ndo diferiram entre os estresses (Figura 8e, Figura 8h). A massa seca de raizes (MSR)
apresentou diferenca significativa entre as condi¢cdes avaliadas, sendo que em estresse hidrico
e estresse salino foram inferiores ao controle. A reducao na MSR foi de 22% em estresse salino
e 14% em estresse hidrico. A MSR foi menos afetada em relacdo a observada na MSH, em que

apresentou reducdo de 61% para o estresse salino e 67% para o estresse hidrico. Esses resultados
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demonstram que as plantulas quando estressadas priorizaram a mobilizagdo de reservas para o
crescimento das raizes buscando superar a condi¢do de estresse imposta (Figura 8b).

A taxa de mobilizagdo de reservas (TMR) e a taxa de reducao de reservas (TRRS),
apresentaram resposta similar entre os estresses impostos, demonstrando uma redugdo da
quantidade de reservas utilizadas e mobilizadas para o eixo embrionario (Figura 8f, Figura 8i).
A restrigdo hidrica e/ou a presenca de ions (i.e., Na" e CI") resultam na redugio da turgescéncia
celular e toxidade, respectivamente, resultando na redugdo da capacidade de degradagao e
mobilizacao das reservas armazenadas (DANTAS et al., 2017; LIU et al., 2018)

Dentre as respostas das plantas a estresse osmoticos de estresses, tem-se a redugdo do
teor de 4gua das plantas (Figura 9a) e o aumento do teor de prolina livre (Figura 9b). Em ambas
as situagdes de estresse, o percentual de umidade da plantula foi reduzido e consequentemente,

houve aumento do teor de prolina do tecido vegetal das plantulas.

Figura 9 — Diagrama de caixa demonstrando a variagao e influéncia dos estresses salino (NaCl
150 mmol L) e hidrico (Polietileno Glicol (PEG) -0,2 MPa) sobre o teor de
umidade (a) e teor de prolina livre de plantulas de feijao aos 10 dias apds a

montagem do teste
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Diversos estudos relatam as diferengas genotipicas em relacdo a tolerancia a estresses
abioticos, sendo possivel determinar a tolerancia de um geno6tipo a partir do uso de parametros
fisiologicos (DANTAS et al.,2017; AFLAKI et al., 2017; KAKAR et al., 2019). Foi verificado
diferenca significativa entre o indice de tolerancia cumulativa ao estresse salino (IRCES) e no

indice de tolerancia cumulativa ao estresse hidrico (IRCEH), indicando diferencas entre os
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gendtipos em relagdo as tolerancias aos estresses salino e hidrico. Para o estresse salino
(IRCES) os genotipos BAF07, BAF42 e BAFS5S5 apresentaram maior tolerancia. Para o estresse
hidrico (IRCEH), a maior tolerancia foi obtida pelos gendtipos BAF07 e BAF55 (Tabela 9).

Tabela 9 — Indice de resposta cumulativa ao estresse salino (IRCES) e indice de resposta

cumulativa ao estresse hidrico (IRCEH) entre os genotipos utilizadas

Genotipos IRCES IRCEH
BAF 07 430a 5,96 a
BAF 13 4,07 b 5,19b
BAF 23 3,66 b 3,85b
BAF 42 447 a 501b
BAF 44 3,85b 4,89 b
BAF 55 437 a 5,98 a
BAF 112 3,99b 4,75b

CV% 5,68 11,35

Legenda: Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Considerando a reposta dos genotipos aos estresses, foi possivel identificar diferencas
entre a tolerancia ao estresse (Tabela 9) e o vigor do lote (Tabela 7), isto €, gendtipos com
sementes de alto e baixo vigor com maior tolerancia aos estresses, assim como, genotipos com
sementes de alto e baixo vigor com menor tolerancia. Essa relacdo apresenta importancia para
determinar a relagdo da tolerancia do genotipo e o vigor durante a formacdo de plantulas
associadas a superacgao de condigdes de estresse.

Para o comprimento de raiz (CR), comprimento de hipocétilo (CH) e comprimento total
(CT) em condi¢Oes Otimas, os genotipos BAF55 e BAF112 apresentaram os maiores
comprimentos. Entretanto, em condi¢des de estresse hidrico o CR e o CH do genotipo BAF112
foram afetados, sendo inferior ao obtido pelo gendtipo BAF(07 (Tabela 10). Segundo
Krzyzanowski et al. (2020), as sementes com maior vigor sdo capazes de originar plantulas
com maior comprimento. Dessa forma, os resultados indicam a influéncia do genétipo durante
a formacao das plantulas em estresse hidrico, visto que o genotipo BAF112 possui maior vigor
de sementes e apresentou menor comprimento. Esse resultado corrobora com a diferenca na
tolerancia ao estresse hidrico observada para esses gen6tipos (Tabela 9).

Sobre o estresse salino, nao foi verificada diferenca significativa entre os gendtipos para
o CR e CH, entretanto para o CT, os genodtipos BAF13, BAF42, BAF55 e BAF112
apresentaram maiores médias de comprimento (Tabela 10) o que indica a influéncia do vigor
do lote de sementes durante esse estresse, considerando que foram classificados como alto vigor

(Tabela 7, Tabela 8).
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Tabela 10 — Comprimento de raiz (CR), comprimento de hipocoétilo (CH), comprimento total

(CT), massa seca de raiz (MSR), massa seca de parte aérea (MSH) e massa seca

total (MST), numero de raizes secundarias (NRS), taxa de mobilizagao de

reservas (TMR) e taxa de reducdo de reservas (TRRS) em condi¢dao sem estresse

(Agua), estresse salino (NaCl) e estresse hidrico (PEG) para os genotipos

avaliados aos 10 dias ap6s a montagem do teste

v Genotipos
ar
BAF07 BAFI3  BAF23  BAF42  BAF44  BAF55  BAFI12
Agua  2624b  2754b  2750b  3024a  25,76b  3123a 28,81 a
(CISI:)I'I) NaCl 5,02a 7,07 a 6,36 a 9,34 a 484 a 7,18 a 6,56 a
PEG 18,67a  21,09a  11,53¢c  2227a  1441b  20,16a 16,34 b
- Agua  1233b  1128¢ 8.18d 1064c  9,69d 12,00 b 14,42 a
(cmply  NaCl 374 a 381a 243 a 4252 3102 4,97 a 4,03 a
PEG 508a 429 a 2.13b 4,052 3,15b 548 a 371b
or Agua  38,58b  3881b  3576b  40,89a  3546b  4323a 4327 a
(@mpry NeCl  1004b  1246a  1014b 15292  9168b  1297a 12,46 a
PEG  21,72¢  26,76a  14,79d  27.65a  18,59c¢ 30,57 a 23,57b
VSR Agua  17,57¢  27,89b  3323a  28,07b  2435b  2442b 26,57 b
(mgpry NaCl  1647c¢  1859¢  2623a  21I13b  17.69¢  19.82b 21,60 b
PEG 1951b  20,77b  2458a  20,36b  2440a  24,12a 2333 a
Agua  57,18e  69,77c¢  98,64a  69.88c  63,59d  71,43c 89,56 b
MSH NaCl  2450b 29,752  2490b  30,95a  23,12b  33,60a 31,58 a
(mg pl™")
PEG  2538b  2421b  18,58b  2299b  20,18b  32.57a 26,41 b
Agua  7475¢  97,67c  131,8a  9795¢  87,85d  9585c  116,14b
MST NaCl  40,98b  4834a  5l,14a  52,09a 4081b  5342a 53,182
(mg pl'™")
PEG  44.89b  4499b  43,17b  4336b  4458b 56,70 a 49,74 a
Agua 110 b 142 a 127 a 135a 100 b 138 a 129 a
NRS NaCl 21 a 25a 23 a 29 a 18 a 23 a 23 a
(Nr.)
' PEG 57b 64 b 35¢ 56D 36 ¢ 79 a 56D
Agua  4339c  48,19b  3882c  5525a  4033c  53,10a 50,62 b
TMR el 2326b 23.62b  1515¢  2957a  1895¢  2934a  22.96b
(%)
0
PEG  2573b  21,93c¢  12,84d 2444b  20,79¢  31,55a 21,66 ¢
Agua  6423c¢  7142b  6293¢c  7663a  635lc  79,62a 76,89 a
T(%)‘)S NaCl  3463b  3413b  2294d  41.83a  3045¢  4154a  37.68b
0
PEG  37.4la  32,79b  1946d  3508b  2841c  43,03a 31,59 b
Prolina Agua 0,87 a 0,78 a 1,09 a 091 a 0,85a 0,78 a 091 a
(umolg  NaCl 3,01 ¢ 271 ¢ 571a 3,05¢ 3,85b 239 ¢ 271 ¢
MEF") PEG 3,10b 3,57b 8,51a 2,94 ¢ 3,51b 2,53 ¢ 3,33b

Legenda: Médias seguidas da mesma letra mintiscula na linha nao diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Var: Varidveis; T: Tratamentos. Fonte: Elaborado pelo autor,

2023.

O NRS na auséncia de estresse, os gendtipos do grupo com alto vigor (i.e., BAF13,

BAF42, BAF55 e BAF112) apresentaram o maior nimero de raizes secundarias. Nas condi¢des

de estresse salino nao foi observada diferenga significativa entre os genoétipos, possivelmente
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pela severidade observada para este estresse. Em condicao de estresse hidrico o maior NRS foi
observado para o genotipo BAF55 (alto vigor com maior tolerdncia), e os menores valores
foram observados para os genotipos BAF23 ¢ BAF44 (baixo vigor com menor tolerancia),
nessas condicdes, a tolerancia do gendtipo e o vigor atuam sinergicamente potencializando a
formag¢ao de um numero maior de raizes secundarias favorecendo a formagao de plantulas mais
vigorosas durante o estresse hidrico.

Considerando os genotipos BAF07 e BAFS5 as quais sdo tolerantes ao estresse hidrico
e possuem vigor contrastante (Tabela 9), observa-se que o gen6tipo BAF55 com maior vigor
de sementes apresentou maior CR, CT e NRS, confirmando a influéncia do vigor sobre esses
parametros durante o estresse hidrico (Tabela 10).

Em relagdo a massa seca de raiz (MSR), hipocotilo (MSH) e total (MST) nos estresses
salino e hidrico para o gen6tipo BAF07 e BAF55 com maiores indices de tolerancia (Tabela 9),
¢ possivel observar que a genotipo BAF55 classificado como de alto vigor (Tabela 7)
apresentou a maior massa seca independente da condi¢ao submetida (Tabela 10). Esse resultado
demonstra a importancia do vigor durante a formag¢ao de plantulas em condigdes de estresse.
No trabalho conduzido por Silva et al. (2016) comportamentos similares foram observados
onde lotes de menor vigor apresentaram plantulas com matéria seca inferior em relagdo aos
lotes de alto vigor em condicdes de estresse salino. O mesmo foi observado ao analisar os
resultados de MSR, MSH e MST para os gendtipos BAF44 ¢ BAF112 com menor tolerancia
(Tabela 9), em que, o genotipo BAF112 apresentou o melhor desempenho nas condi¢des de
estresse (Tabela 10). Essa mesma relagdo ¢ observada para os dados de TMR e TRRS,
indicando que os gendtipos com maior vigor de sementes, apresentaram maior capacidade de
hidrolisar e mobilizar as reservas para a formacao da plantula (Tabela 10).

A TMR demonstra que os genotipos BAF13, BAF42, BAF55 e BAF112 apresentam
maior mobilizacdo de reservas durante as condi¢des ideais de germinagdo, assim como, maior
taxa de redugdo de reservas das sementes (TRRS) (Figura 9b) esses resultados vao de encontro
ao observado por Padilha, Coelho e Andrade (2020) em que as sementes de maior vigor
apresentam maior TMR e TRRS. Entretanto, ao serem submetidas a condi¢gdes de estresse
salino os gen6tipos BAF13 e BAF112 (menor IRCES) apresentaram menor taxa de mobilizagdo
em relacdo ao BAF42 ¢ BAF55 (maior IRCES). Esses resultados destacam a influéncia do
genotipo durante a formacao de plantulas em estresse salino.

A importancia do vigor do lote de sementes (IV) e da tolerdncia em estresse salino
(IRCES) e hidrico (IRCEH) podem ser observadas na andlise de correlagdo de Pearson. O IV

apresentou correlagdo negativa em relagdo aos indices de tolerancia. Considerando que o vigor
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e o genoétipo influenciam durante a formagao das plantulas, a correlagdo nao significativa entre
esses indices ¢ desejavel, desta forma € possivel identificar como o vigor do lote e a tolerancia

favoreceram a formagao das plantulas durante cada um dos estresses estudados (Tabela 11).

Tabela 11 — Coeficiente de correlagdo de Pearson (r) para as variaveis analisadas e a sua
associacdo com o vigor inicial do lote de sementes em condi¢des de estresse

salino (NaCl) e estresse hidrico (PEG)

Parimetro Estresse Salino Estresse Hidrico
v IRCES I\ IRCEH
CR 0,66* 0,58%* 0,55%* 0,60*
CH 0,61%* 0,75%* 0,3918 0,94*
CT 0,74* 0,71* 0,63* 0,81%*
MSR 0,80* -0,14ns 0,48%* -0,01
MSH 0,220 0,54 -0,14ms 0,81%
MST 0,71% 0,311 0,331 0,65*
NRS 0,55% 0,58 0,69* 0,76*
TMR 0,64* 0,84 0,381 0,88%*
TRRS 0,57* 0,82%* 0,45%* 0,90*
Prolina -0,50%* -0,69* -0,271s -0,59*
IRCES/IRCEH 0,39m - 0,17m™ -

Legenda: Nao significativo (™), Significativo a 1% (*) e significativo a 5% (**) de probabilidade pelo teste t.
Comprimento de raiz (CR); Comprimento de hipocétilo (CH); Comprimento Total (CT); Massa seca de raiz
(MSR); Massa seca de hipocotilo (MSH); Massa seca total (MST); Nuimero de raizes secundarias (NRS), Taxa
de mobilizagdo de reservas (TMR); Taxa de redugio de reservas (TRRS); Teor de prolina livre (Prolina), indice
de tolerancia cumulativa ao estresse salino (IRCES); Indice de tolerancia cumulativa ao estresse hidrico
(IRCEH). Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Os parametros de crescimento avaliados e o vigor do lote de sementes apresentam
associacgdo positiva durante a formacao das plantulas (MARCOS-FILHO, 2015b, PEREIRA;
PEREIRA; DIAS, 2015, ANDRADE; COELHO; PADILHA, 2019), e foi possivel identificar
associacao semelhante mesmo sobre condicdes de estresse hidrico e salino (Tabela 11). Foi
verificada correlagdo positiva do vigor de sementes com CR, CH, CT, MSR, MST, NRS, TMR
e TRRS em situacdo de estresse salino. Nas condigdes de estresse hidrico, o vigor do lote de
sementes influenciou de forma positiva nos parametros CR, CT, MSR, NRS e TRRS.
Considerando essas correlagdes positivas, as sementes de maior vigor apresentam maior
capacidade de degradagdo das reservas (i.e., TRRS) em estresse hidrico e salino, a qual favorece
o crescimento de plantulas e massa seca das raizes. Entretanto, considerando as correlagdes
observadas, a tolerancia do genotipo foi determinante para a formacdo de plantulas neste
estresse, sendo que, com excessdo da MSR, todos os pardmetros apresentaram associacao
positiva com a tolerancia do gendtipo (Tabela 9).

Em condi¢do de estresse hidrico foi observada forte associagdo do gendtipo (i.e.,

IRCEH) para todas as variaveis, exceto MSR (Tabela 10). Essa relagao pode ser observada nos
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resultados do genotipo BAF07 (baixo vigor com maior tolerancia) e do genotipo BAF112 (alto
vigor com menor tolerancia). O gendtipo BAF07 na situagao controle foi inferior em todos os
parametros fisiologicos por apresentar menor vigor de sementes. Entretanto na condi¢ao de
estresse hidrico para os resultados de CR, CH, CT, TMR e TRRS, o gendtipo BAF07 foi
superior ao gendtipo BAF112 e, nos parametros MSH e NRS nao foi identificada diferenca
significativa entre esses genotipos (Tabela 9).

Os genotipos com maior tolerancia a um estresse hidrico ou salino possuem melhor
desempenho fisiologico quando comparada aos genotipos de menor tolerancia (ARTEAGA et
al., 2020), a partir disso ¢ possivel destacar que os parametros CR, CH, CT, TMR e TRRS
possuem associagdo positiva com a tolerancia a estresse hidrico. O genotipo BAF07 por possuir
maior tolerancia em relagdo ao gendtipo BAF112, explica o melhor desempenho do gendtipo
BAFO07 nesses parametros, mesmo que o BAF07 tenha apresentado menor vigor.

A concentracdo de prolina apresentou correlacdo negativa com o vigor de semente e
com o indice de tolerancia a estresse salino. Essa mesma associagao foi observada na correlagao
para essa varidvel em estresse hidrico (Tabela 12). O acumulo de prolina ¢ uma das principais
respostas aos estresses salino e hidrico indicando a presenga desses estresses nas plantas (PER
et al., 2017), assim como ¢ associado a maior tolerdncia de gendtipos a esses estresses
(MANSOUR; ALI 2017). No entanto, o presente estudo nao foi observada essa relacao, visto
que os gendtipos com menor tolerdncia observada (i.e., BAF23 e BAF44) (Tabela 9)

apresentaram os maiores concentracdes de prolina em ambas as condi¢des (Tabela 9).

Tabela 12 — Coeficientes de correlagdo de Pearson (r) referente aos parametros associados
ao desempenho de plantulas e a concentracao de prolina em plantulas de

diferentes gendtipos de feijao

Prolina (umol g FW™!)

Parametro Estresse Salino Estresse Hidrico

CR -0,32n8 -0,61%*

CH -0,85* -0,67*

CT -0,53%** -0,68%*
MSR 0,48%* 0,33m
MSH -0,59" -0,43ns
MST -0,16"s -0,21n1s
NRS -0,23 s -0,57*
TMR -0,79* -0,73*
TRRS -0,84* -0,77*

Legenda: Nao significativo (™), Significativo a 1% (*) e significativo a 5% (**) de probabilidade pelo teste t.
Comprimento de raiz (CR); Comprimento de hipocétilo (CH); Comprimento Total (CT); Massa seca de raiz
(MSR); Massa seca de hipocoétilo (MSH); Massa seca total (MST); Numero de raizes secundarias (NRS), Taxa
de mobilizagao de reservas (TMR); Taxa de redugdo de reservas (TRRS). Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Considerando que os gendtipos BAF23 e BAF44 possuem baixo vigor € menor
tolerancia, sugere-se que a maior suscetibilidade nas condigdes de estresse exigiu a maior
producao de prolina para a superagao do estresse. O mesmo foi observado por Morosan et al.
(2017) em que, os genotipos de feijado com menor tolerancia apresentaram maior concentragao
de prolina. Esses resultados indicam que durante a germinagao a prolina ndo esta associada a
tolerancia, sendo apenas um marcador desses estresses.

A associagdo da concentragao de prolina com os parametros fisioldgicos avaliados foi,
em geral, negativa ou nao significativa, o que reforca a auséncia de relacdo da prolina na
tolerancia durante a germinagdo (Tabela 12). Arteaga et al., (2020) observaram que prolina
apresentou correlagdo significativa negativa com os parametros de crescimento em diferentes
genotipos de feijdo, e destacam que a maior concentragdo de prolina afeta negativamente o
crescimento e acimulo de massa. Esse decréscimo no desempenho pode estar associado a rota
de sintese desse aminoacido, o qual requer um custo energético metabdlico expressivo (TAIZ
et al., 2017), limitando dessa forma o crescimento e desenvolvimento de novos tecidos
consequentemente formando plantulas menos vigorosas. Essa associacdo pode ser observada a
partir dos resultados dos gendtipos BAF23 e BAF44, ambos de menor vigor (Tabela 7) e menor
tolerancia (Tabela 9), os quais apresentaram maior teor de prolina em plantulas (Tabela 10).

As plantas que apresentam um melhor desempenho em condic¢des de estresse hidrico e
de salino apresentam um eficiente mecanismo de defesa antioxidante celular, além de uma
grande habilidade de transportar dgua e ions, compartimentalizando compostostos toxicos,
evitando dessa forma a morte celular mantendo o crescimento e desenvolvimento das plantulas
(MAIA et al., 2015), tais aptidoes podem ser associadas a tolerancia genotipica e ao vigor das
sementes em estagios iniciais de germinagao e desenvolvimento das plantulas, sendo necessario

a elucidacdo desses mecanismos em trabalhos futuros associados ao vigor de sementes.

5.5 CONCLUSOES

O vigor de sementes favorece a germinagdo e formagdo de plantulas em condi¢do de
estresse hidrico ou salino, contudo a melhor performance ndo estd associada a maior
concentracdo de prolina nas plantulas originadas por essas sementes. Os genotipos apresentam
diferengas quanto a sua tolerancia aos estresses hidrico e salino, sendo essa identificada durante
os estagios iniciais de desenvolvimento; e essa tolerancia favorece a formagao de plantulas de

melhor desempenho nessas condigdes.
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6 CAPITULO 4 - MOBILIZACAO DE RESERVAS DURANTE A GERMINACAO
DE SEMENTES DE FEIJAO EM CONDICOES DE ESTRESSE SALINO

6.1 RESUMO

A mobilizagao de reservas favorece a formacao de plantula durante a germinacao. Esse
processo ¢ influenciado pelo vigor de sementes e por condi¢des de estresse salino. As sementes
com maior vigor apresentam maior potencial de hidrolise e utilizagdo de reservas e isso pode
favorecer o desempenho em condigdes de estresse salino. O objetivo deste trabalho foi
identificar como a utilizagdo das reservas armazenadas em sementes de feijao contribuem para
a superagdo do estresse salino, buscando identificar a diferen¢a na hidrolise € mobilizacao de
reservas entre as sementes com vigor superior. Foram utilizadas sementes dos genotipos BAF44
(baixo vigor) e BAF55 (alto vigor). O estresse salino foi simulado utilizando cloreto de sédio e
as avaliagdes foram realizadas em um, trés, cinco e sete dias de germinacdo. As variaveis foram
0 comprimento ¢ massa seca de plantulas, gasto metabolico, amido, proteina total, agucares
soluveis, proteinas soliveis e atividade de alfa-amilase. As sementes com maior vigor
apresentaram maior massa seca ¢ comprimento de plantulas mesmo quando submetida a
condicdes de estresse salino, resultado da maior hidrolise e mobilizagao de actcares soluveis e
uso das proteinas soliveis. As sementes de maior vigor apresentam maior capacidade de
hidrolise e utilizacdo de proteinas soluveis e agucares soluveis, o que resulta em plantulas de

melhor desempenho em condicdes de estresse salino.

6.2 INTRODUCAO

A producdo de graos ocorre em todo o mundo e por esse motivo diversas sdo as
condig¢des de producdo as quais as culturas agricolas sao submetidas. Nesse sentido a presenca
de estresses abidticos sdo os principais limitantes da produ¢do de uma cultura, resultando em
grande decréscimo na produtividade (SINDHU et al., 2020). Dentre os estresses abidticos, o
cultivo em solo salino apresenta-se como um grande desafio para os produtores, considerando
que seu efeito pode ocorrer em todos os estadios de crescimento das plantas resultando em
efeito negativo na germinacdo, formacdo de plantulas, crescimento e desenvolvimento,
culminando com a perda da produtividade (YADAYV et al., 2019). Nesse contexto, um solo
salino ocorre, em geral, pelo acimulo de cloreto de so6dio natural ou decorrente da irrigacao

(NADEEM et al., 2019a).
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O feijao (Phaseolus vulgaris L.) € produzido e consumido principalmente nos paises em
desenvolvimento da América Latina, Africa e Asia, sendo uma das leguminosas de maior
importancia mundial devido ao uso na alimentagdo humana como fonte de amido, proteina,
fibras e minerais (MUKANKUSI et al., 2017; LOS et al., 2018). O cultivo do feijao € realizado
em todo o mundo, sendo que suas principais regides produtoras estdo localizadas em regides
aridas e semiaridas, suscetiveis a estresses abioticos como a salinizagdo natural dos solos
(NADEEM et al., 2019a; NADEEM et al., 2019b; FAROOQ et al., 2017).

Com os efeitos negativos resultantes do estresse salino, a perda de emergéncia de
plantulas pode ser evitada parcialmente utilizando-se sementes de maior qualidade fisiologica
(germinacao e vigor) (PADILHA, COELHO; SOMMER, 2022). Além disso, o uso de sementes
de maior vigor favorece a formagao de plantulas com melhor desempenho (MARCOS-FILHO,
2015Db).

Para que haja a retomada do metabolismo da semente e o processo de germinagao seja
estabelecido, as reservas armazenadas nos cotilédones devem ser hidrolisadas e mobilizadas
para o eixo embrionario, a fim de serem utilizadas para formagdo de novos tecidos
(NONOGAKI, 2008). A maior hidrélise e mobilizacao de reservas pode permitir um melhor
desempenho de plantulas em condicdes de estresse, favorecendo a sua superacao (VERMA et
al., 2015). As principais reservas armazenadas em sementes de feijado sdo amido e proteinas,
compondo mais de 70% de sua massa (LOS et al., 2018). A maior hidrdlise de amido favorece
a disponibilizacdo de aglicares soluveis para uso durante a germinacdo (WANG et al., 2016).
De forma semelhante, o catabolismo proteico favorece a disponibilidade de proteinas soluveis
e aminoacidos, os quais podem ser utilizados durante a germinacdo (NONOGAKI, 2008;
GUZMAN-ORTIZ et al., 2019).

A mobilizagdo de reservas em sementes ¢ um parametro importante na avaliagdo de
estresse abidtico, visto que, sementes com desempenho superior (germinagao, comprimento de
plantula e acimulo de massa seca) em condigdes de estresse, apresentam maior utilizagdo das
reservas durante essas condi¢cdes (WANG et al., 2016; EL-MOUKHTARI et al., 2022;
PADILHA, COELHO; SOMMER, 2022). Nesse sentido, a maior hidrolise ¢ mobilizagao
desses componentes armazenados pode favorecer o melhor desempenho em uma condic¢ao de
estresse salino, sendo essa mobilizagdo, superior em sementes de maior vigor.

Dessa forma, o objetivo deste estudo ¢ avaliar a mobilizagdo de reservas em sementes
de feijdo contrastantes na qualidade fisiologica, buscando determinar a importancia desse

processo durante a formac¢ao de plantulas vigorosas em condicdes de estresse salino.
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6.3 MATERIAL E METODOS

Os gendtipos utilizados foram BAF44 e BAFSS5, originalmente procedentes do Banco
Ativo de Germoplasma de Feijao (BAF) do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV) da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC). As sementes foram produzidas na area
experimental do CAV-UDESC no municipio de Lages, Santa Catarina na safra 2020/2021 e,
apos a colheita, as sementes foram secas e mantidas em camara seca (10 =2 °C e 50 + 5% de
umidade relativa) at¢ o momento da realizagdo das andlises. Os gendtipos utilizados foram
selecionados a partir de trabalhos prévios, considerando os genotipos que apresentaram
contraste em seu potencial de produgdo de sementes com diferengas estatisticas para qualidade
fisiologica (MICHELS et al., 2014; GINDRI et al., 2017).

Para a caracterizacao fisica, fisiologica e bioquimica dos lotes de sementes dos genotipos
BAF44 e¢ BAF55 foram utilizadas seis repeti¢des. Os testes realizados para avaliacdo da
qualidade fisiologica foram realizados em condi¢des de auséncia e presenga de estresse salino
(NaCl 100 mmol L),

O peso de mil sementes (PMS) foi determinado conforme procedimento descrito nas
regras para analise de sementes (BRASIL, 2009) utilizando-se seis repeti¢oes.

O percentual de germinagdo (G) foi determinado pelo teste conduzido em germinador
Mangelsdorf em temperatura de 25 + 2 °C, sendo a semeadura realizada em substrato de papel
utilizando trés folhas dispostas em forma de rolo, sendo a primeira contagem de germinacao
(PCQG) realizada no quinto dia e a contagem final no nono dia (BRASIL, 2009). Para o
umedecimento do papel foram utilizadas dgua destilada (controle) e solugdo salina (estresse
salino) contendo 100 mmol L de cloreto de soédio (NaCl) na propor¢io de 2,5 mL de dgua
destilada ou solucdo de NaCl por grama de papel seco.

O desempenho de plantulas foi realizado utilizando 15 sementes distribuidas no terg¢o
superior de folhas de papel (NAKAGAWA, 1999). As folhas foram umedecidas com agua
destilada ou solucdo salina na propor¢do de 2,5 mL g de papel seco. Aos cinco dias, as
plantulas normais foram mensuradas com auxilio de paquimetro digital quanto ao seu
comprimento total de plantulas (CP) e posteriormente, houve separa¢do da plantula e dos
cotilédones para secagem em estufa a 80 °C por 24 h para obten¢ao da massa seca de plantulas
(MSP) e da massa seca restante em cotilédones (MSRC). A reducao das reservas das sementes
(RRS) foi realizada pela diferenca entre a massa seca inicial das sementes (MSS) e da MSRC
(SOLTANI; GHOLIPOOR; ZEINALLI, 2006).

A emergéncia a campo (EC) foi realizada em solo utilizando 50 sementes por repeticao e
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a semeadura realizada a 5 cm de profundidade. A contagem da emergéncia foi realizada no 15°
dia ap6s a semeadura.

Durante a germinacao foram determinados 5 tempos de avaliagdo (0 [semente seca], 1, 3,
5 e 7 dias) nas condigdes controle e estresse salino. As avaliagdes fisiologicas e bioquimicas
foram determinadas em trés repeticdes biologicas em cada periodo de avaliagdo. Os
componentes bioquimicos avaliados durante a formacdo das plantulas foram amido, proteina
total, agucares soluveis totais, proteinas soluveis, e atividade da alfa-amilase, sendo essas
realizadas em cotilédones e/ou eixo embrionario.

A avaliacdo do amido foi realizada conforme descrito por McCready et al. (1950), onde
utilizou-se extragdo dupla com acido perclérico 52%. A quantificagdo foi realizada com 1 mL
do extrato propriamente diluido e 3 mL de reagente antrona, seguido de agitacdo em vortex por
3 s. Os tubos de ensaio foram mantidos em banho-maria a 95 °C por 450 s. A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro na absorbancia de 630 nm e os resultados foram expressos em mg g™ de
massa seca.

A proteina total foi determinada pelo método Kjeldahl (AOAC, 1995) a partir do teor de
nitrogénio total da amostra, utilizando 200 mg de amostra. Para cada amostra foi adicionado 1
mL de peroxido de hidrogénio 30%, 2 mL de &cido sulfurico concentrado e 0,7 g do catalisador
(contendo 90% de sulfato de s6dio, 9% de sulfato de cobre e 1% de selénio) e realizada a
digestdo em bloco digestor. O teor de proteina total foi determinado por titulagdo e o nitrogénio
obtido da amostra foi multiplicado por 6,25. Os resultados foram expressos em mg g™ de massa
seca.

A partir dos dados obtidos de amido e proteina total, foi determinada a taxa de reducdo
desses componentes. Dessa forma, o valor remanescente foi mensurado a partir dos valores
obtidos em cada tempo de avaliacdo (1, 3, 5, 7 dias) em relag@o ao inicial, sendo expresso em
porcentagem. A taxa de redu¢do de amido (TRA) e proteina foi determinada a partir dos
resultados obtidos inicialmente (I), € o valor remanescente de cada componente no tempo de

germinagao avaliado (F), sendo calculada pela equagao (1):

TRA = (([I (mg semente™'] - [F (mg semente™']) / )[I (mg semente™'])) x 100 (1)

A extracdo e quantificacao de aglicares soluveis totais foi realizada em eixo embrionario
e cotilédones conforme proposto por Clegg (1956). Foram utilizados 100 mg de amostra seca e
moida em almofariz e realizada a extragdo dupla com éalcool etilico 80%. A reagdo de

quantifica¢do foi realizada utilizando 1 mL do extrato diluido e 5 mL de reagente antrona,
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seguido de agitacdo em vortex por 3 s. Os tubos de ensaio foram mantidos em banho-maria a
95 °C por 480 s, apos isso, foi realizada a leitura em espectrofotometro na absorbancia de 630
nm. Os resultados foram expressos em mg g”' de massa seca.

Para a extragdo de proteinas soluveis utilizaram-se amostras de 100 mg maceradas em
almofariz e 2 mL de tampao fosfato de potéassio pH 7,0; posteriormente centrifugado. A proteina
soluvel foi quantificada em espectrofotometro no comprimento de onda de 595 nm, conforme
descrito por Bradford (1976), e os resultados foram expressos em mg g”' de massa seca.

A atividade da alfa-amilase foi avaliada pelo método do 4cido dinitrosalicilico (MILLER,
1959) empregando-se o procedimento de Monerri e Guardiola (1986) com adaptacdes. Para
obtencdo do extrato enzimatico, em 500 mg de amostra foram adicionados 5 mL de tampao
acetato de s6dio pH 5,6 juntamente com 4 mmol de CaCl; e 0,005% de Triton X-100. As
amostras foram mantidas em agitagdo por 1 h no gelo e posteriormente centrifugadas. O extrato
foi submetido a temperatura de 70 °C por 15 minutos. A quantificacdo foi realizada utilizando-
se 0,5 mL do extrato enzimatico e 0,5 mL de solugdo de amido soluvel contendo 2,0% (p/v), as
amostras ficaram em banho-maria por 30 min a 38 °C. Apos, foram adicionados 1 mL de
solucao DNS e as amostras foram mantidas em banho-maria por 6 min a 95 °C. A reacao foi
inativada em gelo e, ap0s resfriar, foram adicionados 8 mL de agua destilada. A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro na absorbancia de 540 nm. Uma unidade de enzima foi
considerada como a quantidade de enzima necessaria para a produgdao de 1 pmol de maltose
por minuto na condi¢do avaliada. Os resultados foram expressos em unidade de enzima por
miligrama de proteina (U mg™).

A eletroforese das proteinas obtidas durante a germinagdo foi realizada num sistema
vertical em uma concentracdo de 12% (gel de resolucdo) e 4% (gel de empacotamento),
contendo dodecil sulfato de sddio (SDS). A eletroforese foi realizada com o extrato de proteina
soluvel dos cotilédones conforme metodologia de Laemmli (1970). Apds a quantificacdo, 15
ug de amostra foram adicionadas ao tampao (Tris-HCL pH 6,7; Glicerol; 10% de SDS; 0,5%
de azul de bromofenol e 2-mercaptoetanol na proporcao 1:1. O sistema de eletroforese contendo
as amostras foi acondicionado em uma solug¢do tampao pH 8,3 (25 mM de Tris, 192 mM de
Glicina e 1% de SDS) e submetido a 140V em temperatura ambiente (20 °C) por duas horas.
Apos a eletroforese, o gel foi lavado com agua destilada e mantido por trés horas em solugdo
corante Coomassie Brilliant Blue R-250. A eletroforese foi efetuada duas vezes (duas
repeti¢des) em condi¢des similares de ambiente, buscando verificar a reprodutibilidade.

O delineamento experimental para realizar a qualidade fisica, qualidade fisiologica e

composi¢ao bioquimica entre os lotes dos genotipos utilizados foi realizada em delineamento
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experimental inteiramente casualizado com seis repeticdes. A andlise estatistica para determinar
o efeito do estresse salino sobre a formacdo de plantulas foi realizada em delineamento
experimental inteiramente casualizado, em que, os dados obtidos para cada genotipo (BAF44 e
BAF55) em cada tempo (0, 1, 3, 5, 7 dias) e estresse (controle e estresse salino) foram arranjados
em fatorial triplo 2 x 5 x 3 (tempo x genoétipo x estresse) com trés repetigdes. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (teste F) e a comparacdo entre as médias e interagdes foi
efetuada através do teste de Tukey a 5% de probabilidade. As andlises foram realizadas
utilizando o software Sisvar (FERREIRA, 2011). Os resultados da analise estatistica podem ser

observados ao final do documento em caso de necessidade (APENDICE D).

6.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade fisiologica dos lotes foi mensurada pela avaliagdo da primeira contagem de
germinagdo (PCG), germinagao (G) (BRASIL, 2009), emergéncia a campo (EC), germinagao
em estresse salino (GNaCl), comprimento de plantulas (CP) e massa seca de plantulas (MSP).
A germinag¢do ndo apresentou diferenca significativa entre os lotes de sementes dos genotipos,
contudo, diferencas no vigor foram observadas pelas variaveis PCG, EC, GNaCl, CP e MSP,
sendo esta associacdo ja destacada por Finch-Savage e Bassel (2016). O lote de sementes do
genotipo BAFSS5 apresentou o melhor desempenho de plantulas, indicando maior vigor (Tabela
13).

O potencial de producdo de sementes com maior qualidade fisiologica do gendtipo
BAFS55 em relacao ao genotipo BAF44 ¢ uma caracteristica ja estabelecida e que foi verificada
em diferentes condi¢des de producio (EHRHARDT-BROCARDO; COELHO, 2016; GINDRI
et al., 2017). Este comportamento também foi verificado no presente estudo, utilizando-se
sementes produzidas em mesmo ambiente na safra 2020/2021. Dessa forma, o lote de sementes
do genotipo BAF5S5 apresenta maior vigor em contraste com o lote do BAF44 com menor vigor.
Em rela¢do a composi¢do bioquimica das sementes, ndo foi verificada diferenga significativa

entre os gendtipos para os componentes amido e proteina total (Tabela 13).



87

Tabela 13 - Peso de mil sementes (PMS), teor de amido, teor de proteina total, primeira
contagem de germinagdo (PCQG), germinagao (G), emergéncia a campo (EC),
germinac¢do em solucgdo salina (GNaCl), comprimento de plantulas (CP) e massa

seca de plantulas (MSP)

Atributo® BAF 55 BAF 44 F-calc p-valor

PMS (g) 223 271 370,30 0,000
Amido (%) 42,93 45,07 1,097 0,319
Proteina Total (%) 23,17 25,74 2,127 0,175
PCG (%) 95 81 19,22 0,001

G (%) 97 95 4,623 0,057

EC (%) 91 86 12,712 0,005
GNacCl (%) 94 88 23,442 0,000

CP (mm plantula)! 245,72 182,67 61,549 0,000
MSP (mg plantula™) ! 58,87 45,55 41,250 0,000

Legenda: 'Avaliado aos cinco dias ap6s a semeadura. n=12 (6 repeti¢des para BAF44 ¢ BAF55). Fonte:
Elaborado pelo autor, 2023.

A condigdo de estresse salino afetou negativamente o desempenho das plantulas,
resultando em decréscimo no comprimento de plantulas, acimulo de massa seca e redugao das
reservas da semente. Pode-se verificar resposta do vigor de sementes sobre a mobiliza¢ao de
reservas durante a germinagdo, onde o melhor desempenho de plantulas foi observado a partir
do terceiro dia de germinagdo para as sementes do BAFS5S5, gerando, na auséncia e presenga de
estresse salino, plantulas com maior comprimento (Figura 10a, Figura 10b) e massa seca
(Figura 10c, Figura 10d).

Considerando a redugdo de reservas da semente (RRS), as sementes de maior vigor
apresentaram maior utilizagdo das reservas armazenadas, diferenca essa observada no quinto
dia de germinacdo na auséncia de estresse e apenas no sétimo dia no estresse salino (Figura 10e,
Figura 10f). Da mesma forma, Padilha, Coelho e Andrade (2020) verificaram que sementes de
maior vigor apresentam maior capacidade de mobilizar reservas em condi¢Oes de estresse

salino, favorecendo a formacao de plantulas de melhor desempenho (CP e MSP).
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Figura 10 — Comprimento de plantulas (CP), massa seca de plantulas (MSP) e reducgdo de
reservas da semente (RRS) avaliados durante a germinacdo em condi¢do de
auséncia de estresse (controle) e presenca de estresse salino (NaCl) para os lotes
dos genodtipos BAF44 e BAFS55. *:indica diferenca significativa entre os lotes
dentro do tempo de avaliagdo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A maior RRS ¢ resultante da degradagdo das reservas armazenadas na semente e que
durante a germinagdo foram hidrolisadas e mobilizadas para os pontos de crescimento. Essa
relagdo pode ser constatada pela redu¢do de amido e de proteinas totais durante a germinagao
das sementes. No amido, a redugdo aos cinco e sete dias foi significativamente superior no lote
de maior vigor (i.e., BAF55) em ambas as condi¢des de germinagdo, demonstrando a maior
hidrélise em sementes com maior vigor (Figura 11a, Figura 11b). De forma semelhante, a
hidrolise de proteinas totais em sementes com maior vigor foi superior na condi¢ao controle,
observada a partir do terceiro dia de germinacao (Figura 11c¢). No estresse salino essa diferenca
foi observada no sétimo dia de germinacao, resultados que corroboram com a RSS (Figura 10e,
Figura 10f).

Buscando associar a maior degrada¢do de amido com a formacdo e desempenho de
plantulas, Wang et al. (2016) trabalharam com arroz, Shaik et al. (2014) com cevada e Zeid et
al. (2019) com feijao de corda e verificaram que as sementes que apresentavam maior maior
potencial de degradag@o do amido formaram plantulas com melhor desempenho. Nesse sentido,

as sementes de maior vigor utilizadas apresentaram maior capacidade de hidrolise resultando



89

em plantulas com melhor desempenho nas duas condi¢cdes de germinacdo (Figura 10).
Conforme Wang et al. (2016), a maior capacidade de degradagdo de amido apresenta
importancia para a sobrevivéncia e rapido crescimento em uma ampla faixa de condig¢des
ambientais. Assim, a maior utilizacdo das reservas possibilitou o melhor desempenho em
estresse salino, considerando que as sementes de maior vigor tiveram maior capacidade de
hidrolise de amido (Figura 11a, Figura 11b) e melhor desempenho de plantulas no estresse

salino (Figura 10).

Figura 11 — Reducdo de amido e reducdo de proteina total avaliados durante a germinagdo em
condi¢do de auséncia de estresse (controle) e presenca de estresse salino (NaCl)
para os lotes dos genétipos BAF44 e BAF55. *:indica diferencga significativa entre

os lotes dentro do tempo de avaliacdo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Na avaliagdo da atividade da enzima alfa-amilase, constatou-se aumento no transcorrer
da germinagdo em ambas as condig¢des. Os resultados demonstraram que aos cinco € aos sete
dias sementes com maior vigor apresentaram maior atividade da enzima na auséncia de estresse,
indicando maior potencial para hidrolisar o amido (Figura 12a). Entretanto, ao considerar os

resultados obtidos durante o estresse salino, foi observada diferenca significativa apenas no
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sétimo dia de germinacdo sendo que a atividade foi comprometida significativamente em
relacdo a condi¢do controle (Figura 12b).

Dentre as enzimas responsaveis pela degradagdo do amido, a atividade da alfa-amilase
¢ uma das principais (BEWLEY et al., 2013). Durante a germinagao, a alfa-amilase contribui
para a hidrolise de amido e a formagdo de plantulas com maior comprimento ¢ massa seca
(WANG et al., 2016), sendo sua ativagdo dependente da giberelina presente na semente
(WANG et al., 2018b). Dessa forma, a maior atividade da alfa-amilase observada para as

sementes de maior vigor na auséncia de estresse contribuiu com a maior hidrdlise do amido.

Figura 12 — Atividade da alfa-amilase (o)) avaliada durante a germinagdo em condigdo de
auséncia de estresse (controle) (a) e presenca de estresse salino (NaCl) (b) para
os lotes dos gendtipos BAF44 e BAF55. *:indica diferenca significativa entre os
lotes dentro do tempo de avaliagdo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Considerando o estresse salino, a atividade da alfa-amilase ¢ inferior em relagao a
condi¢do de auséncia de estresse (LIU et al., 2018; PADILHA; COELHO; EHRHARDT-
BROCARDO, 2021). Essa redugdo na atividade enzimadtica resultou em menor hidrolise de
amido (Figura 11b) e menor desempenho de plantulas (Figura 10b, Figura 10d) em ambos os
lotes de sementes utilizados. Embora a atividade da alfa-amilase ndo tenha apresentado
diferenga significativa entre os lotes aos cinco dias, as sementes de maior vigor demonstraram
maior desempenho (Figura 10b, Figura 10d). Isso ja havia sido observado por Padilha, Coelho

e Ehrhardt-Brocardo (2021) em sementes de feijao com contraste no vigor inicial sob condi¢des
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de estresse salino. As sementes apresentaram atividade da alfa-amilase semelhante, e os autores
indicaram que outras enzimas associadas a hidrélise do amido apresentam importancia nessa
condig¢do até o quinto dia de germinagao.

Em relacdo aos agucares soluveis totais (AST) ¢ possivel identificar semelhangas no
comportamento dessa varidvel nas duas condi¢cdes de germinagdo, sendo essa resposta
dependente da estrutura avaliada (cotilédones ou eixo embrionario). Em ambas as condigdes de
germinagdo, as sementes com maior vigor apresentaram maior disponibilidade de agtcares
soluveis totais em cotilédones no primeiro dia de germinagao, entretanto, aos 3, 5 e 7 dias nao
foi observada diferenga na disponibilidade de agticares soluveis totais entre os lotes. No terceiro
dia houve decréscimo de aguicares soliiveis totais no controle e em condigdo de estresse, seguido
de incremento no quinto e no sétimo dia (Figura 13a, Figura 13b).

A disponibiliza¢do de substancias organicas ¢ importante para a formacao de plantulas
durante a germinagdo, sendo mobilizadas para o eixo embrionario em crescimento (BEWLEY
et al., 2013). Dessa forma, os resultados obtidos demonstraram respectivamente a hidrolise e a
mobilizagcdo de AST para o eixo, onde houve incremento no primeiro dia seguido de decréscimo
no terceiro dia (Figura 13a, Figura 13b). O aumento aos cinco e sete dias podem ser associados
com a maior atividade das amilases (Figura 12) na hidrolise do amido (Figura 11a, Figura 11b),
0 que resultou em maior disponibilidade em cotilédones (Figura 13a, Figura 13b). De acordo
com Cheng ef al. (2013), o aumento do teor de agucares soluveis totais durante a formacao de

plantulas de arroz foi devido aos agticares mobilizados do endosperma para o eixo embrionario.
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Figura 13 — Agucares soluveis totais (AST) avaliados em cotilédones (a, b) e eixo embrionario

(c, d) durante a germinagao em condicao de auséncia de estresse (controle) e

presenca de estresse salino (NaCl) para os lotes dos genotipos BAF44 ¢ BAFSS.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Considerando o AST avaliado em eixo embrionario ¢ possivel observar que as sementes

de maior vigor apresentaram menores valores no primeiro dia de germinagao e posteriormente

(3, 5 dias) apresentaram maior quantidade de AST disponivel em ambas as condicdes de

germinagao (presenca e auséncia de estresse salino) (Figura 13c¢, Figura 13d). Esses resultados

demonstram que a dindmica de mobilizac¢do de agtcares soliiveis ¢ dependente da sua hidrdlise

e utilizacdo. A reducdo de acucares soluveis totais observadas em um tempo especifico em

relagdo ao anterior deve-se a utilizacdo, o aumento subsequente ¢ dependente da hidrélise do

amido, visto que, a atividade enzimatica aumenta durante a germinacao (Figura 12).
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A hidrolise do amido e a disponibilizagdo de acucares soluveis totais como fonte de
carbono para o acimulo de massa é determinante durante a formagao de plantulas (GUZMAN-
ORTIZ et al., 2019; ZEID et al., 2019). Desta forma, sementes de maior vigor apresentaram
rapida utilizagdo de agucares soluveis totais, o que favoreceu o maior CP (Figura 10a, Figura
10b) e MSP (Figura 10c, Figura 10d). A maior hidrdlise do amido garantiu uma maior
disponibilidade de agucares soluveis totais no eixo embriondrio para utilizagdo a partir do
terceiro dia de germinagao (Figura 13c¢, Figura 13d), resultando no maior desempenho em todo
o restante do periodo de germinagao avaliado (Figura 10). Assim, a degradacdo do amido e sua
utilizagdo pelo eixo embrionario demonstra-se fundamental para a formagdo de plantulas em
condigoes de estresse salino.

A proteina total apresentou decréscimo durante a germinagdo, indicando hidrolise das
proteinas armazenadas e sendo inferior durante o estresse salino (Figura 11c, Figura 11d). No
trabalho de Shaik ef al. (2014) com sementes de cevada, observou-se que durante a germinagao
ocorreu reducao das proteinas totais dos tecidos de reserva das sementes indicando sua hidrélise
e utilizacdo durante esse processo. J4 as proteinas soliveis (PS) em cotilédones ndo
apresentaram diferenca significativa entre os lotes, porém, verificou-se aumento das proteinas
soluveis no primeiro dia de germinacao (Figura 14a, Figura 14b).

Para as proteinas soluveis (PS) avaliadas em eixo embrionario, em ambas as condigdes
de germinacdo e para ambos os lotes de sementes, foi verificado o aumento no primeiro dia de
germinagdo e posterior decréscimo das proteinas soluveis nos tempos subsequentes, indicando

que as proteinas foram utilizadas pelo eixo embrionario (Figura 14c, Figura 14d).
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Figura 14 — Proteinas soluveis (PS) avaliadas em cotilédones (a, b) e eixo embrionario (c, d)
durante a germinagdo em condi¢do de auséncia de estresse (controle) e presenca
de estresse salino (NaCl) para os lotes dos genotipos BAF44 ¢ BAFS5S. *:indica
diferenca significativa entre os lotes dentro do tempo de avaliagao pelo teste de
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A avaliacdo qualitativa das proteinas soluveis avaliadas em cotilédones em condigdes
de auséncia de estresse (Figura 15a) e presenga de estresse salino (Figura 15b) pode ser
verificada pelo gel de eletroforese o qual demonstra a redugdo gradativa das proteinas soluveis
presentes nas bandas entre 40 e 54 kDa para ambos os lotes avaliados durante a germinagao
(Figura 15). O lote de sementes com maior vigor apresentou menor intensidade das bandas 40
a 54 kDa a partir do terceiro dia de germinagdo na condi¢do controle e somente a partir do
quinto dia no estresse salino, indicando atraso na utilizagdo de proteinas soluveis durante a

condicao de estresse.
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Figura 15 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de cotilédones durante a
germinagdo em condi¢do de auséncia de estresse (a) € presenga de estresse

salino (NaCl) (b) para os lotes dos genotipos BAF44 e BAF55 nos tempos de
germinagdo de zero (0d), um (1d), trés (3d), cinco (5d) e sete dias (7d). M:

marcador de massa molecular
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As principais proteinas de reserva em Phaseolus vulgaris L. sdo as globulinas, podendo
ser observadas por meio da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
(BROWN et al., 1981) com maior destaque nas bandas com massa molecular entre 41,1 ¢ 54,7
kDa (MONTOYA et al., 2008). Em Karmous et al. (2011), foi verificado decréscimo na
intensidade das bandas de globulinas durante o processo de germinacdo de sementes de feijao
e aumento da massa seca de plantulas associado a essa redu¢do. Assim, a reducgdo de intensidade
das bandas das proteinas soltiveis em cotilédones, verificada nos lotes de alto e baixo vigor, ¢
resultado da hidrolise e mobilizagdo dessas proteinas durante a germinagao (Figura 15).

A menor intensidade de bandas de peso molecular entre 41 e 50 kDa observadas nas
sementes de alto vigor indica a maior atuagdo de proteases na hidrélise proteica (Figura 15).
Em feijao de corda, Zeid et al. (2019) constataram que a maior atividade de proteases favoreceu
a germinacdo e a formacgdo de plantulas. Em condigdes de estresse salino, Punia et al. (2020)
observaram que variedades de sorgo tolerantes apresentaram maior quantidade de proteases que
culminaram na maior redugdo de proteinas. As proteases sdo enzimas determinantes durante a
hidrolise de proteinas de reserva e, apresentam incremento durante a germinacdo para a
disponibilizagio de proteinas soliveis (GUZMAN-ORTIZ et al., 2019). Essa maior
disponibilidade proteica pode ser observada no aumento das proteinas soluveis nos cotilédones
(Figura 14a, Figura 14b), que pode ter contribuido para um melhor desempenho, considerando
a menor intensidade de bandas a partir do quinto dia de germinagdo em ambas as condigdes de
germinacgado (Figura 15a, Figura 15b).

As sementes de maior vigor apresentaram maior capacidade de hidrdlise e mobilizagao
das reservas armazenadas durante o processo de germinacdo. Essa atividade catabdlica dos
componentes de reserva € associada a maior sintese de proteinas hidroliticas, o que resultou na
formacao de plantulas de maior desempenho. Com a ressalva do retardamento no processo,
esses resultados ocorreram de forma semelhante na presenga ou ndo do estresse salino. Dessa
forma, o processo de mobilizagdo na sua totalidade favoreceu a superagao do estresse salino,
sendo um dos principais motivos pelos quais as sementes de maior vigor demonstraram melhor

desempenho nessas condigoes.

6.5 CONCLUSAO

Lotes de sementes com maior vigor apresentam maior capacidade de hidrolise dos
componentes de reserva e demonstram rapida utilizagdo de agucares soliveis e proteinas

soluveis, resultando em plantulas de maior vigor mesmo sob condi¢des de estresse salino.
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7 CAPITULO 5- VIGOR DE SEMENTES E ATIVIDADE DE FITASE DURANTE A
FORMACAO DE PLANTULAS DE FEIJAO SOB RESTRICAO HiDRICA

7.1 RESUMO

O fosforo ¢ um elemento essencial e, durante germinacao a sua disponibilidade pode favorecer
a velocidade desse processo. A principal fonte de fésforo em sementes estd em forma de acido
fitico o qual ¢ hidrolisado pela enzima fitase e posterior disponibilizacao de fosfato. A presenca
de estresse hidrico durante a germinagao retarda o processo o que pode afetar a disponibilidade
de fosforo e a atuagao da enzima fitase. Nesse sentido o objetivo do presente estudo foi avaliar
a atividade da enzima fitase e a sua relagdo com o vigor do lote de sementes de feijao em
condig¢des de estresse hidrico. Foram utilizados trés lotes de sementes do gen6tipo BAF42 com
alto, médio e baixo vigor. Esses lotes foram submetidos a condi¢do de germinagdo em presenca
e auséncia de estresse hidrico e avaliados o desempenho de plantulas e o teor de fosforo
inorganico, fitato e fitase em eixo embriondrio e cotilédones nos periodos de zero, dois, quatro
e seis dias de germinagdo. Os resultados demonstram que as sementes de maior vigor
apresentaram melhor desempenho de plantulas durante ambas as condigdes testadas e, a maior
atividade da enzima fitase foi verificada para esses lotes principalmente apos o segundo dia de
germinagao, indicando maior disponibilidade de minerais e fosforo para a formacgao da plantula.
Conclui-se que a atividade da enzima fitase ¢ associada ao vigor do lote de sementes € a sua

importancia ¢ determinante durante os estddios mais avangados da germinagao.

7.2 INTRODUCAO

A cultura do feijao ¢ uma das principais fontes de carboidratos, proteinas e minerais na
dieta humana em diversos paises na América latina, Africa e Asia (BEEBE et al., 2013).
Apresenta entre 30-50 % de amido (MONTOYA et al., 2008; PADILHA; COELHO,
EHRHARDT-BROCARDO, 2021), 19-31% de proteina (PEREIRA et al., 2009), fonte de
fibras e minerais como zinco, ferro, calcio, magnésio, potéassio e fosforo (PEREIRA et al.,2011;
LOS et al., 2018). Entretanto, a principal forma de alocagcdo dos minerais em sementes ocorre
juntamente com o acido fitico ou fitato, e a dificuldade de degradacao deste composto faz com
que este seja considerado um componente antinutricional (NKHATA et al., 2018; GIBSON et
al., 2018). A quantidade de fitato presente em sementes varia de 0,3% a 1,1%, (PEREIRA et
al.,2009; PEREIRA et al., 2011). sendo necessaria a atuacdao de enzimas especificas para a sua

degradacao (NKHATA et al., 2018).
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Durante a germinagdo de sementes os compostos armazenados durante a maturagao, sdo
degradados para que possam ser mobilizados para o eixo embrionario e promover o seu
crescimento (BEWLEY ef al., 2013). A velocidade e eficiéncia com que o processo de
mobilizacdo dessas reservas ¢ realizado estd intimamente associado ao vigor do lote de
sementes (ANDRADE; COELHO; PADILHA, 2019; PADILHA; COELHO; ANDRADE,
2020). De forma semelhante, a maior qualidade fisioldgica do lote de sementes (i.e., germinag¢ao
e vigor) favorece a superagao de estresse abioticos favorecendo o processo de germinagdo e
formacgao das plantulas (MARCOS-FILHO, 2015b; PADILHA, COELHO; SOMMER, 2022).

Dentre os estresses abidticos de maior importancia, a presenca de restricdo hidrica ¢é
prejudicial durante todo o ciclo da cultura e, resulta em perda significativa de germinagao,
estabelecimento de plantulas, crescimento e desenvolvimento, enchimento de grios e
produtividade (NADEEM et al., 2019a). A restricdo hidrica durante a germinagdo afeta
negativamente a mobiliza¢do de reservas afetando a degradacdo dos compostos presentes em
cotilédones, resultando em plantulas com desempenho inferior (PADILHA, COELHO;
SOMMER, 2022). Considerando isso, o vigor de sementes pode influenciar positivamente
durante a mobilizacdo de reservas em condi¢des de estresse hidrico favorecendo a formagao
das plantulas (DANTAS et al., 2018; PADILHA, COELHO; SOMMER, 2022).

O fitato em sementes ¢ a fonte de fosforo indisponivel, € a sua presencga inibe a utilizacao
e a disponibilidade de outros minerais, seja na alimentagdo humana ou no processo de
germinagdo (GIBSON et al., 2018; GUZMAN-ORTIZ et al., 2018). Dessa forma, € necessario
que sejam sintetizadas as enzimas fitase, as quais sao especificas na degradagao do fitato, o que
resulta na disponibilizagdo de fosforo e outros minerais durante a germinacao (NKHATA et al.,
2018). Com isso, o teor de fitato durante a germinagdo apresenta decréscimo, sendo esse o
resultado do aumento da sintese de fitases as quais realizam a degradagcdo desse componente
(BOUAIJILA et al., 2020). A maior degradacdo de fitato causada pela enzima fitase e
consequente disponibilidade de fosforo e minerais foi associada ao melhor desempenho de
plantulas de soja em condi¢des de auséncia de estresse (DONG et al., 2020; HUI et al., 2019).
A associagdo entre a maior atividade da enzima fitase e o vigor do lote de sementes de feijao
quando em condicdes de estresse hidrico ndo esta relatada na literatura, dessa forma,
considerando a importancia da enzima fitase na disponibilidade de fosforo e outros minerais, €
possivel que exista essa associacdo em condigdes de estresse durante a germinagdo, a qual
favorece a formacdo de plantulas com desempenho superior nessas condigdes e explica
parcialmente as diferencas entre sementes de maior vigor em relagdo as sementes de menor

vigor.
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Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi determinar a associacdo entre a

atividade da enzima fitase e o vigor do lote de sementes em condic¢des de restri¢ao hidrica.

7.3  MATERIAL E METODOS

Para a execu¢ao do experimento foi utilizada as sementes do genotipo BAF42. Esse lote
foi submetido a envelhecimento artificial para a obtengdao de outros dois lotes com vigor
contrastante, considerados como alto, médio e baixo vigor.

O envelhecimento artificial para a obtencdo dos lotes de médio e baixo vigor, foi
realizado utilizando caixas plasticas do tipo “gerbox” nas dimensdes de 11 x 11 x 3,5 cm, em
que, as sementes foram distribuidas uniformemente sobre telas de aco inoxidavel e, ao fundo
de cada caixa depositou-se 40 mL de solugdo salina saturada (i.e., 40% [p/v] de NaCl) e
posteriormente tampadas e vedadas com papel filme (KZYZANOWSKI et al., 2020). Apds
esse procedimento, as caixas contendo as sementes foram alocadas em camara de
envelhecimento em temperatura de 41 + 1 °C pelos periodos de 7 dias (médio vigor) e 12 dias
(baixo vigor). Ap6s cada periodo as sementes foram secas a umidade de 13% em temperatura
de 30 °C. O lote ndo envelhecido foi considerado com alto vigor.

A caracterizacdo fisioldgica dos lotes foi realizada pela porcentagem de germinagdo em
agua e estresse hidrico, envelhecimento acelerado, comprimento e massa seca de plantulas aos
trés dias e indice de vigor.

Para o teste de germinagdo para a condig@o controle e estresse a semeadura foi realizada
em substrato papel Germitest® na forma de rolo umedecido com agua destilada equivalente a
2,5 mL g de papel seco (BRASIL, 2009) e a condigdo de estresse hidrico foi realizada a partir
do umedecimento do papel com solugdo de Polietileno Glicol 6000 equivalente a -0,2 Mpa
(VILELLA, DONI-FILHO, SIQUEIRA, 1991). Para ambos, foram utilizadas oito repeti¢des
de 25 sementes por lote.

Para a determinacdo do comprimento total e massa seca de plantulas aos trés dias foram
utilizados os dados obtidos durante a execugao do indice de vigor, utilizando oito repeticdes de
20 sementes dispostas na parte superior do papel (KRZYZANOWSKI et al., 2020). Os rolos
foram umedecidos na proporg¢do de 2,5 mL g™ de papel seco com 4gua destilada e mantidos em
germinador durante trés dias a 25 °C. Apds o tempo determinado, as plantulas consideradas
normais foram mensuradas quanto aos comprimentos de hipocotilo, raiz e total (CT3dias) com
auxilio de paquimetro digital e expressos em c¢cm pl™'. O célculo do indice de vigor (IV) foi

determinado conforme formula proposta por Sako et al., (2001), calculada com auxilio do
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software R (R CORE TEAM, 2020) utilizando o pacote SeedCalc (SILVA; MEDEIROS;
OLIVEIRA, 2019). As plantulas mensuradas foram secas em estufa a 80 °C por 24 h para
obtenc¢do da massa seca de plantulas (MSP34ias).

ApOs a caracterizacao fisioldgica, os lotes de sementes foram submetidos as avaliagdes
durante a germinagdo em condigdes de estresse hidrico.

A avaliacdo do desempenho das plantulas durante a germinagao foi realizada aos dois,
quatro e seis dias apos a semeadura, nas condigdes controle e estresse hidrico, conforme descrito
anteriormente.

Durante a germinacdo em condi¢des controle e estresse hidrico, foram realizadas trés
repeti¢des bioldgicas nos tempos de 0, 2, 4 e 6 dias de germinagao para a avaliagdo de fosforo
inorganico, fitato e fitase. Em cada tempo, as amostras de eixo embrionario e cotilédone foram
congeladas em nitrogénio liquido. Para o fosforo inorgéanico as avalia¢des foram realizadas em
eixo embrionario e cotilédones. A enzima fitase e o fitato foram determinadas apenas em
cotilédones.

A atividade da enzima fitase foi determinada aos quatro dias de germinagdo, em que, 0s
cotilédones das plantulas foram removidos para a sua determinagao pelo método descrito por
(ENGELEN et al., 2001) utilizando o procedimento de Ou et al. (2011), com alteragdes. Para
obtencdo do extrato enzimatico, foram utilizadas 500 mg de farinha fresca previamente
macerada em nitrogénio liquido e foram adicionados 7 mL de tampdo Acetato de Sodio 240
mmol L! com pH 5,5; contendo 4 mmol L' de CaCl, e 0,005% (v/v) de Triton X-100. As
amostras foram mantidas em agitacdo por 60 min em presenga de gelo, e posteriormente
centrifugadas. Para a quantificag@o foram utilizados 1,5 mL de extrato enzimético diluido e 0,5
mL de solugdo de fitato de sédio 7,5 mmol diluido em Acetato de Sédio 240 mmol L' com pH
5,5; seguido de incubagdo a 38 °C por 80 min. Apds o periodo de incubagdo foram adicionados
2 mL do reagente de paralisagdo (i.e., solu¢io contendo molibdato de aménio 80 mmol L,
vanadato de aménio 20 mmol L e 4cido nitrico 5 M). A mistura foi centrifugada por 10
minutos e o sobrenadante foi submetido a leitura em espectrofotdmetro a 415 nm. Cada amostra
possuia um branco que ndo foi submetido a incubagdo. A atividade da fitase foi calculada
utilizando uma curva padrdo de fosforo e; uma unidade de enzima foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para produzir 1 nmol de fosfato por minuto. A atividade de
fitase foi apresentada em unidade de enzima por miligrama de proteina (U mg™'). A proteina
foi quantificada em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 595 nm, conforme descrito
por Bradford (1976).

A extracao de fosforo das amostras foi realizada conforme descrito por Wilcox et al.,
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(2000) com alteracdes. Foram utilizados 50 mg de farinha previamente seca a 50 °C por 24 h.
A extragdo foi realizada utilizando 5 mL de 4cido tricloroacético 12,5% com presenca de 25
mmol de MgCl e, as amostras foram maceradas e mantidas overnight a 4 °C e posteriormente
centrifugadas. A quantificacao foi realizada conforme descrito por Chen et al., (1956).

A extragdo de fitato foi realizado utilizando como extrator HCI 2,4% (v/v) e quantificado
a partir da utilizagdo de reagente Wade, em que, a leitura das amostras foi realizada em
espectrofotometro em absorbancia de 500 nm (LATTA; ESKIN, 1980). A curva padrdo foi
realizada utilizando fitato de sddio e os resultados foram apresentados em mg g! de massa seca.

Para a confirmacdo da presenca do estresse hidrico, a concentragdo de prolina foi
determinada em trés repeticdes biologicas de plantulas aos seis dias apds a semeadura através
do método de Bates, Waldren e Teare (1973).

O delineamento experimental utilizado para a segregacgao fisiologica foi delineamento
de blocos inteiramente casualizado com oito repetigdes e trés tratamentos (i.e., Lotes). Para a
avaliagdo temporal do desempenho de plantulas em condi¢des controle e estresse hidrico, foi
considerado delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial (lotes x condicdo de
germinagdo x tempo de avaliacdo) com trés repeticdes. Os dados foram submetidos a anélise
de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Skott-Knott a 5% de
probabilidade (FERREIRA, 2011). Os resultados da andlise estatistica podem ser observados
ao final do documento em caso de necessidade (APENDICE E).

7.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de segregacao fisioldgica dos lotes de sementes utilizados demonstram
que as sementes de maior vigor apresentaram melhor desempenho fisiolégico em todas as
variaveis utilizadas para essa caracterizagdo (i.e., G, GPEG, EA, CT3dias, MSP3dias, IV). De
forma semelhante, o lote de sementes com médio vigor apresentou resultados superiores de
desempenho em relagdo ao lote de baixo vigor, indicando que o envelhecimento artificial foi

eficiente em realizar a deterioragdo do lote de semente (Tabela 14).
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Tabela 14 — Qualidade fisioldgica dos lotes do genotipo BAF42 utilizados em relagdo a
germinagdo (G), germinagdo em estresse hidrico (GPEG), envelhecimento acelerado (EA),

comprimento total aos 3 dias (CT3dias), massa seca de plantulas aos 3 dias (MSP3dias) € indice

de vigor (IV)
. G GPEG EA CTj3dias MSP3dias v
Vigor o o o 1 -1
(%) (%) (%) (cm pl”) (mg pl”) -

Alto 94 a 86 a 91 a 10,14 a 19,42 a 758 a
Médio 89D 78 b 71D 8,30Db 15,53 b 645 b
Baixo 86 b 79b 48 ¢ 7,34 ¢ 12,38 ¢ 591 ¢
CV% 3,71 5,14 9,03 7,17 15,37 6,46

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna nio apresentam diferencga significativa entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Dentre os testes de vigor utilizados, a utilizacdo de estresses abidticos pode ser uma
alternativa, visto que sementes de maior vigor apresentam maior capacidade de desempenhar
melhor em condigdes de estresse abidtico (MARCOS-FILHO, 2015b). Essa relagdao foi
observada na germinacdo em polietileno glicol, em que as sementes de maior vigor
apresentaram germinagdo superior (Tabela 14), ao mesmo tempo, durante condi¢des de
restricdo hidrica o acimulo de diferentes metabolitos ¢ verificado (NADEEM et al., 2019a) e,
dentre esses, o acimulo de prolina ¢ verificado em condigdes de estresse hidrico atuando como
osmoprotetor (ALVAREZ et al., 2022). Essa associagdo foi verificada no presente estudo, em
que, a maior concentragdo de prolina foi observada em condi¢des de restricdo hidrica
independentemente do nivel de vigor e, nas condi¢des de estresse hidrico as sementes de maior
vigor apresentaram menor concentracao de prolina (Figura 16). Essa relagdo foi observada por
Padilha, Coelho e Sommer (2022), em que, sementes de maior vigor apresentaram menor

concentragdo de prolina em plantulas.
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Figura 16 — Concentracdo de prolina em plantulas de feijao aos seis dias apds a semeadura
provenientes de lotes de alto, médio e baixo vigor em condi¢des de auséncia de

estresse (Controle) e estresse hidrico (PEG). Médias seguidas de mesma letra

minuscula na condi¢do de germinagdo nao apresentam diferenca significativa

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Os resultados referentes ao desempenho de plantulas (i.e., Comprimento € massa)
demonstram que as sementes de maior vigor apresentaram melhor desempenho durante o
decorrer da germinagdo, demonstrando diferenca significativa nos parametros avaliados a partir
do segundo dia de germinacdo e, essa diferenca foi observada em ambas as condi¢des de
germinagdo utilizadas (i.e., auséncia e presenca de estresse hidrico) (Figura 17). Sementes de
maior vigor apresentam maior potencial de germina¢do em condigdes de estresse hidrico
realizando esse processo com maior velocidade (PRAZERES; COELHO, 2019). O melhor
desempenho de sementes com qualidade fisioldgica superior em condigdes com auséncia ou
presenca de estresse ¢ o resultado da maior capacidade de hidrdlise e mobilizagdo de reservas
durante a germinagao, o que favorece a produgdo de plantulas com maior comprimento e massa
seca (PADILHA; COELHO; SOMMER, 2022).

O teor de fosforo inorganico determinado em cotilédones demonstra incremento durante
a germinacdo, independentemente do nivel de vigor e condi¢do de germinagdo avaliada.
Durante a germinagdo os compostos de reservas como, amido, proteinas e fitato sdo degradados
para a disponibilizacdo de compostos soluveis para uso do eixo embrionario (BEWLEY et al.,
2013) e, no caso do fitato, a medida que o mesmo ¢ degradado ocorre aumento da

disponibilidade de fosfato (BOUAJILA et al., 2020).
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Figura 17 — Comprimento de total de plantulas (CP) e massa seca de plantulas (MSP) de
feijao aos dois, quatro e seis dias apos a semeadura provenientes de lotes de alto,
médio e baixo vigor em condi¢des de auséncia de estresse (controle) e presenga de
estresse hidrico. Médias seguidas de mesma letra mintscula no tempo de
germinagdo ndo apresentam diferenca significativa entre si pelo teste de Skott-

Knott a 5% de probabilidade
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Nao foram observadas diferencas significativas entre os niveis de vigor avaliados e a
quantidade de fosforo inorganico presente nos cotilédones. Nerling, Coelho e Briimmer (2022)
verificaram a maior capacidade de hidrdlise de fitato por sementes com maior qualidade
fisiologica, contudo, ndo verificaram diferenca significativa entre o teor de fosforo inorganico
no endosperma de sementes de milho. Nesse contexto, o aumento do fosforo observado indica
a maior degradagado de fitato e a disponibiliza¢do de fésforo inorganico pode estar associada a
disponibilidade para mobilizagdo assim como manuten¢do para a atividade metabolica nos

cotilédones (Tabela 15).
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Tabela 15 — Fésforo inorganico (g Kg') cotilédones de sementes de feijio com vigor alto,
médio e baixo durante a germinagdo nos tempos de embebigdo de zero, dois,
quatro e seis dias em condigdes de auséncia de estresse hidrico (Controle) e

presenca de estresse hidrico

Controle
Vigor Tempo de germinagdo (dias)
0 2 4 6
Alto 0,286 cB 0,516 bA 0,572 aB 0,589 aB
Médio 0,340 cA 0,482 bA 0,632 aA 0,590 aB
Baixo 0,374 dA 0,469 cA 0,563 bB 0,658 aA
Média 0,333 ¢ 0,489 b 0,589 a 0,612 a
Estresse hidrico
Vigor Tempo de germinagdo (dias)
0 2 4 6
Alto 0,286 cB 0,417 bA 0,512 aA 0,556 aB
Médio 0,340 cA 0,407 bA 0,505 aA 0,551 aB
Baixo 0,374 cA 0,418 cA 0,550 bA 0,637 aA
Média 0,333d 0,414 ¢ 0,523 b 0,581 a

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e maitisculas na coluna néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Resultados semelhantes foram observados no eixo embrionario, em que, houve aumento
do fosforo durante o decorrer da germinacdo. A disponibilidade de fosforo no eixo embrionario
variou em relacdo a condi¢do de germinacdo, nas sementes submetidas a germinagdo em
condig¢des de estresse hidrico apresentaram menores valores de fosforo inorganico em relagao
a condi¢do de auséncia de estresse. A menor concentracdo de foésforo no eixo embrionario na
condi¢do de estresse pode ser o resultado da menor hidrélise de fitato, assim como da menor
necessidade de fosforo para realizar as atividades metabolicas visto que a massa seca das

plantulas na condicao de restri¢do hidrica ¢ inferior a condi¢do controle (Figura 17).
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Tabela 16 — Fésforo inorganico (g Kg™') em eixo embrionario de sementes de feijdo com vigor
alto, médio e baixo durante a germinagao nos tempos de embebi¢do de zero, dois,
quatro e seis dias em condigdes de auséncia de estresse hidrico (Controle) e

presenca de estresse hidrico

Controle
Vigor Tempo de germinagdo (dias)
0 2 4 6
Alto 1,088 dA 2,712 cA 3,594 bB 3,929 aB
Médio 1,188 cA 2,504 bA 3,655 aB 3,905 aB
Baixo 1,266 dA 2,825 cA 4,223 bA 4,631 aA
M¢édia 1,181d 2,680 ¢ 3,824 b 4,155a
Estresse hidrico
Vigor Tempo de germinagdo (dias)
0 2 4 6
Alto 1,088 cA 2,360 bA 3,225 aA 3,460 aA
Médio 1,188 dA 2,178 cA 2,945 bA 3,372 aA
Baixo 1,266 dA 1,917 cB 2,861 bA 3,547 aA
Média 1,181d 2,152 ¢ 3,010b 3,459a

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e maitisculas na coluna néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

As sementes com menor vigor apresentaram maior concentragao de fosforo inorganico
disponivel no eixo embrionario na condicao de auséncia de estresse (Tabela 16), essa relagao
pode indicar menor capacidade de utilizagdo de fosforo pela plantula visto que, no sexto dia de
germinagao foi observada maior concentracao de fitato nas sementes de menor vigor em relagao
as sementes de maior vigor (Tabela 17). Segundo Andrade, Coelho e Padilha (2019) sementes
de milho com maior vigor apresentam maior atividade metabdlica o que resulta em maior
utilizagdo das reservas e formacdo de plantulas com maior desempenho. Dessa forma, os
menores valores de fosforo inorganico observados para as sementes de maior vigor em €ixo
embrionario aos quatro e seis dias (Tabela 16), podem estar associados a sua maior utilizagao
para a formagdo de outras moléculas o que também favoreceu a formagado de plantulas com
desempenho superior (Figura 17). Dentre as diversas fungdes do fosforo nos tecidos vegetais a
biossintese de acidos nucleicos e membrana fosfolipidica sdo essenciais para o crescimento
(LAMBERS et al., 2022) e, a utilizacdo do fosforo para esses fins justificam o maior
crescimento de plantulas observado pelas sementes de alto vigor em ambas as condi¢des de

germinacao (Figura 17).

Tabela 17 — Teor de fitato (g Kg!) durante a germinacio dos lotes de sementes de feijdo de

alto, médio e baixo vigor

Controle
Tempo de germinacdo (dias)

Vigor
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0 2 4 6
Alto 9,71 aA 8,04 bA 7,97 bA 5,16 cB
Médio 8,53 aA 9,09 aA 7,31 bA 6,55 bA
Baixo 9,05 aA 8,84 aA 7,8 aA 7,28 aA
Média 9,09 a 8,65 a 7,69b 6,33 ¢
Estresse hidrico
Vigor Tempo de germinagdo (dias)
0 2 4 6
Alto 9,71 aA 8,45 aA 8,81 aA 8,32 aA
Médio 8,53 aA 8,66 aA 8,33 aA 7,71 aA
Baixo 9,05 aA 9,06 aA 9,13 aA 8,21 aA
Média 9,51 a 8,75 a 8,72 a 8,08 b

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e maitisculas na coluna nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A reducao da quantidade de fitato foi observada para ambas as condi¢des de germinacao
e, houve maior degradagdo dessa molécula, em situacao de auséncia de estresse hidrico (Tabela
17). Na condi¢do controle a maior degradagdo do fitato foi observada para sementes de alto
vigor apresentando os menores valores de fitato no sexto dia de germinacdo (Tabela 17).
Segundo Bouajila et al., (2020) o 4cido fitico ¢ hidrolisado pelas enzimas fitase o que resulta
na disponibilidade de fésforo e minerais para utilizagdo da plantula. Essa associacdo entre a
hidrolise do fitato e o aumento do teor de fosforo inorganico foi observada, em que, os
cotilédones avaliados em ambas as condi¢des de germinagdo apresentaram aumento do teor de
fosforo inorganico (Tabela 15). Dessa forma, a maior hidrolise do fitato contribuiu para o
processo de formagdo de plantulas (Tabela 17).

A atividade da enzima fitase aumentou durante o processo de germinacao, em que, a
partir do segundo dia de germinag¢do na condi¢do controle, as sementes de maior vigor
apresentaram maior atividade dessa enzima. Na condi¢do de estresse hidrico a diferenca
significativa entre os lotes de sementes foi observada a partir do quarto dia de germinagao, e
assim como na condicao controle, o lote de sementes com alto vigor apresentou maior atividade
(Tabela 18). A maior atividade observada na condi¢do controle vai de encontro ao obtido para
a degradacdo de fitato, em que as sementes de maior vigor apresentaram maior atividade da
enzima fitase (Tabela 18) e menor teor de fitato no sexto dia de germinacdo (Tabela 17),
indicando que a maior atividade favoreceu a degradacdo do fitato.

A atividade da enzima fitase € crescente durante o processo de germinagao o qual resulta
na hidrolise do fitato disponibilizando fosforo para a utilizagdo (AZEKE et al.,2011; NKHATA
et al.,2018). A maior atividade da enzima fitase foi observada principalmente no quarto dia de
germinagdo (Tabela 18) coincidindo com a maior massa seca das plantulas avaliadas nesse
periodo (Figura 17a, Figura 17b). Essa relagao indica que a maior atividade da enzima fitase

possui associagdo com o vigor do lote de sementes principalmente em estddios mais avancados
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da germinacao, o que favorece a formagao de plantulas de maior vigor devido a maior realiza¢ao

da hidrélise do fitato.

Tabela 18 — Atividade da enzima fitase (U mg™! proteina) durante a germinagio dos lotes de
sementes de feijao de alto, médio e baixo vigor sob condi¢des de auséncia

(Controle) e presenga de estresse hidrico

Controle
Vigor Tempo de germinagdo (dias)
0 2 4 6
Alto 0,012 cA 0,061 cA 0,546 bA 3,155 aA
Médio 0,024 cA 0,022 cB 0,268 bB 1,743 aB
Baixo 0,019 bA 0,024 bB 0,236 bB 0,887 aC
Média 0,018 ¢ 0,035 ¢ 0,350 b 1,928 a
Estresse hidrico
Vigor Tempo de germinagdo (dias)
0 2 4 6
Alto 0,012 cA 0,039 cA 0,133 bA 0,429 aA
Médio 0,024 bA 0,038 bA 0,083 bB 0,193 aB
Baixo 0,019 bA 0,043 bA 0,072 bB 0,272 aB
Média 0,018 ¢ 0,040 ¢ 0,095 b 0,298 a

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e maitisculas na coluna nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Na condicao de estresse hidrico menor hidrolise de fitato em relacdo ao controle foi
observada, especialmente no quarto e no sexto dia de germinagdo (Tabela 17), esse resultado
esta associado a menor atividade de fitase também observada na condi¢ao de estresse hidrico
(Tabela 18), indicando que a hidrdlise de fitato € dependente do incremento da atividade de
fitase. A maior atividade de fitase foi associada a maior degradagdo do fitato ao longo do tempo
de germinacdo (AZEKE et al.,, 2011) e por esse motivo pdde ser associada ao melhor
desempenho de sementes de soja (DONG et al., 2019).

As sementes com maior vigor apresentaram maior atividade da enzima fitase na
condig¢do de estresse hidrico (Tabela 18), contudo, ndo apresentaram maiores valores de fosforo
inorganico em cotilédones (Tabela 15) ou eixo embrionario aos seis dias de germinagado (Tabela
16), o que se sugere que as sementes de maior vigor apresentaram uma maior mobilizacdo de
fosforo para o eixo embriondrio e subsequente utilizagdo para a formacdo de tecidos
principalmente em estdgios mais avancados da germinacao.

A atividade de fitase na condicdo de estresse hidrico ndo apresentou diferenca
significativa aos dois dias de germinagdo (Tabela 18), assim como, ndo houve diferencas entre
a quantidade de fosforo inorganico nos cotilédones entre os niveis de vigor utilizados (Tabela

15). Entretanto, houve diferenca na quantidade de fosforo no eixo embrionario das plantulas
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aos dois dias de germinacdo, em que, as sementes de maior vigor apresentaram maior teor de
fosforo nesse momento.

Dessa forma, € possivel que o teor de fosforo superior aos dois dias de germinagao em
plantulas originadas por sementes de maior vigor nao tenha sido proveniente da hidrdlise do
fitato, visto que o teor do fitato aos dois dias também foi superior na condi¢do de restri¢gao
hidrica. Segundo Chen et al. (2019) o metabolismo energético durante a germinacdo ¢
complexo, em que, agliicares e aminoacidos também estdo relacionados ao crescimento e, o
metabolismo de agticares associado a glicolise € uma das principais fontes de energia durante a
germinagdo. Durante a germinacdo de sementes de arroz Nie et al., (2020) ressaltam que o
melhor desempenho de sementes foi associado a maior glicolise, em que as sementes com
melhor desempenho apresentaram maior capacidade respiratoria e presenga de ATP.
Considerando que o processo de respiragdo celular apresenta importancia durante o
fornecimento de energia para o metabolismo, sugere-se que a diferenga fisioldgica observada
aos dois dias de germinagdo (Figura 17), esteja associada a maior capacidade respiratdria das
sementes com alto vigor, o que favoreceu a disponibilidade de foésforo em plantulas nesse

momento (Tabela 15), ndo sendo, dessa forma, o resultado da hidrélise do fitato.

7.5 CONCLUSAO

Sementes de maior vigor apresentam maior atividade da enzima fitase ao longo da
germinacdo, o que favorece a degradacdo do acido fitico e, essa resposta se estende para

condicdes de estresse hidrico.
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8 CAPITULO 6 — RESPOSTA ANTIOXIDANTE DE SEMENTES DE FEIJAO COM
CONTRASTE NO VIGOR DURANTE A GERMINACAO SOB CONDICOES DE
ESTRESSE TERMICO

8.1 RESUMO

Durante a emergéncia a campo diversos estresse abidticos podem ocorrer, como 0s estresses
térmicos, os quais resultam em perda de porcentagem de plantulas emergidas e desempenho
das plantulas. Nesse sentido, o uso de sementes de maior vigor entra como uma estratégia no
sistema de producdo para evitar essas perdas. Contudo, ndo estdo elucidados os mecanismos
utilizados por sementes de alto vigor para superar essas condigdes de estresse abiotico. Com
isso o objetivo do presente estudo foi avaliar a relagdo do sistema antioxidante vegetal e o vigor
do lote de sementes em condicdes de estresse por frio e calor. Foram utilizados dois lotes de
sementes do genotipo BAF42 com dois niveis de vigor (alto e baixo vigor) submetidos a
condi¢des de germinagdo de 15 °C, 18 °C, 25 °C, 32 °C e 35 °C e as plantulas normais
germinadas foram avaliadas quanto ao seu desempenho fisioldgico (i.e., comprimento € massa
seca de plantulas) e a resposta bioquimica (i.e., malondialdeido (MDA), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX) e guaiacol peroxidase (GPX)) aos cinco dias de germinagdo. Os
resultados indicam que a temperatura fora da 6tima da cultura durante a germinagao resulta em
reducdo de desempenho fisioldgico e, em geral, aumento da atividade antioxidante
principalmente em estresses mais severos (i.e., 15 °C e 35 °C), sendo essa relagdao dependente
da estrutura avaliada. O vigor do lote de sementes foi pouco responsivo as condigdes de estresse
em relagdo as enzimas, contudo, maior desempenho fisiologico foi observado para as sementes
de maior vigor. Ness sentido, as plantulas produzidas por sementes de maior vigor nao
apresentam maior sintese de enzimas associadas ao sistema antioxidante em condi¢des de

estresse por frio ou calor durante a germinagao.

8.2 INTRODUCAO

Durante o processo de produgdo de graos a presenca de estresses abidticos ¢ inevitavel,
sendo que, a presenca desses estresses causa a perda de desempenho das plantulas afetando
diversos mecanismos fisiologicos que podem comprometer a produtividade (IMRAN et al.,
2021; HAMPTON et al., 2016). Por esse motivo diversos pesquisadores buscam estudar a
resposta das plantas nessas condi¢des buscando identificar estratégias para superar essas

condi¢cdes (HAMPTON et al., 2016). Dentre os estresses abiodticos, a presenca de temperaturas
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subotimas (i.e., alta e baixa temperatura) afetam negativamente o crescimento resultando em
alteracdes morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas durante o desenvolvimento (WAQAS et al.,
2021).

Nesse contexto, o feijado (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma espécie da familia Fabaceae
com grande importancia economica devido as suas propriedades nutricionais, sendo fonte de
carboidratos, proteinas e minerais (LOS et al., 2018). O processo de produgado da cultura ocorre
em grande parte do mundo e por esse motivo apresenta desafios durante o processo de produgao,
principalmente associado a estresses abioticos (ASSEFA et al., 2019), em que, ¢ afetada
negativamente em estresses por alta temperatura (VARGAS et al., 2020) e baixas temperatura
(SRIVASTAVA; SONI; SONAM, 2015).

O processo de germinagdo de sementes e emergéncia a campo ¢ uma das fases mais
criticas durante o processo de producdo, em que, ¢ determinante que ocorra a emergéncia para
que se tenha um estande de plantas adequado. Dentre os parametros de qualidade de sementes,
o parametro fisioldgico (i.e., germinagdo e vigor) ¢ determinante para a emergéncia a campo
(MARCOS-FILHO, 2015b). O vigor de sementes ¢ uma propriedade que favorece a superagdo
de estresses abidticos na germinacdo, favorecendo a emergéncia nessas condi¢des adversas
(FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016), contudo, os mecanismos fisiologicos associados ao vigor
de sementes durante a germinagdo, ndo estdo completamente elucidados, sendo necessario
identificar quais as respostas fisioldgicas e bioquimicas sao determinantes para que as sementes
de alto vigor superem as condi¢des de estresse abidtico.

Em condicdes de estresse por baixa e alta temperatura ocorre o incremento de producdo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) (e.g., peroxido de hidrogénio) as quais geram estresse
oxidativo (GARCIA-CAPARROS et al., 2018). As ROS causam diversos danos em lipideos,
proteinas e material genético; sendo necessario a atuagdo do sistema antioxidante vegetal,
buscando controlar as moléculas toxicas originadas pelas condi¢des de estresse (MITTLER,
2017; SOARES et al., 2019). Dentre as principais enzimas associadas ao controle de ROS, a
catalase, ascorbato peroxidase e guaiacol peroxidase, apresentam relagao direta no controle de
peroxido de hidrogénio, mantendo a homeostase metabolica durante condi¢des de estresse
abiotico (SOARES et al., 2019; VAN DOORN; KETSA, 2014).

A maior atividade de enzimas peroxidases durante a germinacao de sementes de trigo
demonstraram papel determinante durante a adaptacao da germinagao em condigdes de estresse
térmico (ESSEMINE et al., 2010). Durante a germinagdo, linhagens de milho tolerantes a
estresse por frio apresentaram maior capacidade antioxidante relacionada as peroxidases,

favorecendo a germinacao em temperatura abaixo da 6tima para a cultura (MENG et al., 2022).
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Harsh et al. (2016) destacaram que a maior atividade de peroxidases e catalase podem
apresentar associagdo com a maior tolerncia a estresses por calor em gendtipos de feijao
mungo, favorecendo o melhor desempenho nessas condigdes. Nesse contexto, dentre os
mecanismos que podem favorecer o melhor desempenho durante condigdes de estresse por
calor (CHAUDHARY et al., 2021) e por frio (DREYER; DIETZ, 2018) a maior capacidade do
sistema antioxidante vegetal ¢ um dos pontos relevantes nessa tematica.

O uso de sementes de maior vigor pode ser utilizado como estratégia para a superagao
de estresses por frio e/ou calor durante a emergéncia de plantulas, segundo Sbrussi e Zucarelli
(2014) as sementes de maior vigor apresentam maior capacidade de resposta a condi¢des de
estresse térmico, apresentando maior porcentagem de germinagdo e crescimento de plantulas
em condi¢des de germinacdo em temperaturas fora da 6tima. Com isso, as enzimas associadas
ao sistema antioxidante podem estar associadas ao maior vigor do lote de sementes em
condi¢des de estresse térmico, o que confere o melhor desempenho dessas sementes nas
condi¢des de estresse por temperatura.

A partir do exposto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a resposta do sistema
antioxidante vegetal durante a germina¢do de sementes com diferencas no seu vigor quando

submetidas a condi¢des de estresse por alta ou baixa temperatura.

8.3 MATERIAL E METODOS

Para a execu¢do do experimento foram utilizadas as sementes do genotipo BAF42. O
genotipo € originalmente pertencente ao Banco Ativo de Germoplasma de Feijao (BAF) da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC). O genétipo foi produzido na safra
2020/2021 no municipio de Lages, Santa Catarina, Brasil, na area experimental da mesma
universidade. Apos a colheita as sementes foram encaminhadas ao laboratério de andlise de
sementes da UDESC, o qual passou pelo processo de padronizagdo e homogeneizagdo para
posteriormente ser obtida a amostra média de 1000 g (BRASIL, 2009) para posterior execugao
dos experimentos.

O envelhecimento artificial para a obten¢ao do lote de sementes com baixo vigor feito
realizado por meio do procedimento de envelhecimento acelerado em solucdo salina saturada.
Para isso, 500 gramas de sementes da amostra média foram submetidas ao envelhecimento
artificial para a obteng¢do dos lotes de baixo vigor, realizado utilizando caixas plasticas do tipo
“gerbox” nas dimensdes de 11 x 11 x 3,5 cm, em que, as sementes foram distribuidas

uniformemente sobre telas de ago inoxidavel e, ao fundo de cada caixa depositou-se 40 mL de
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solugdo salina saturada (i.e., 40% [p/v] de NaCl) e posteriormente tampadas e vedadas com
papel filme (KZYZANOWSKI et al., 2020). Apds esse procedimento, as caixas contendo as
sementes foram alocadas em camara de envelhecimento em temperatura de 41 = 1 °C pelos
periodos de 7 dias. Apods esse periodo as sementes foram secas até umidade de 12-13% em
temperatura de 35 °C. O lote ndo envelhecido foi considerado com alto vigor.

A caracterizagdo fisiologica dos lotes foi realizada pelo teste de envelhecimento
acelerado, comprimento de raiz, hipocoétilo e total aos trés dias de germinagao e indice de vigor.

O teste de envelhecimento acelerado tradicional foi conduzido em temperatura de 42 °C
por 72 h (SCAPPA-NETO et al., 2001). Apos esse periodo, as sementes foram submetidas ao
teste de germinagdo o qual foi realizado em substrato papel filtro na forma de rolo umedecido
com 4gua destilada equivalente a 2,5 mL g"! de papel seco (BRASIL, 2009) em temperatura de
22 + 2 °C utilizando oito repeti¢cdes de 50 sementes.

O indice de vigor foi realizado utilizando oito repeti¢des de 20 sementes dispostas na
parte superior do papel (NAKAGAWA, 1999). Os rolos foram umedecidos na propor¢ao de 2,5
mL g de papel seco com 4gua destilada e mantidos em germinador durante trés dias a 25 °C.
Apos o tempo determinado, as plantulas consideradas normais foram mensuradas quanto aos
comprimentos de hipocdtilo (CHzgias), raiz (CR3gias), € total (CT3dias) com auxilio de paquimetro
digital e expressos em cm pl'. O calculo do indice de vigor (IV) foi determinado conforme
féormula proposta por Sako et al., (2001), calculada com auxilio do sofiware R (R CORE
TEAM, 2020) utilizando o pacote SeedCalc (SILVA; MEDEIROS; OLIVEIRA, 2019).

A partir da caracterizacdo fisioldgica dos lotes de sementes a resposta do vigor quanto
ao estresse térmico (i.e., alta e baixa temperatura) foi determinada realizando os testes de
germinagdo ¢ desempenho de plantulas em condigdes de 15 °C, 18 °C, 25 °C, 32 °C e 35 °C
constantes.

A conducdo do teste de germinacao foi realizada em germinador, em que, as sementes
foram dispostas em substrato papel filtro na forma de rolo umedecido com agua destilada
equivalente a 2,5 mL g! de papel seco utilizando as temperaturas descritas acima por todo o
periodo do teste utilizando quatro repeti¢des de 50 sementes. A contagem final de germinacao
foi determinada no nono dia de germinacao (BRASIL, 2009).

O teste de desempenho de plantulas foi realizado utilizando 15 sementes por repeticao,
sendo essas dispostas em papel filtro no terco superior do papel e arranjado em forma de rolo
de papel, dispostos na vertical em germinador (NAKAGAWA, 1999). Aos cinco dias de
germinacgao as plantulas normais obtidas foram mensuradas com o auxilio de paquimetro digital

para obtengio do comprimento total (CT) e apresentado em mm pl™!. As plantulas e cotilédones
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das plantulas mensuradas foram submetidas a secagem a 80 °C por 24 h para obtengdo da massa
seca das plantulas (MSP) e massa seca remanescente em cotilédones (MSRC) e apresentados
em mg pl!' e mg semente!, respectivamente (NAKAGAWA, 1999). A reducio de reservas das
sementes (RRS) foi determinada a partir da diferenca entre a massa seca inicial das sementes e
a massa seca remanescente em cotilédones obtida aos cinco dias de germinagdo. A eficiéncia
de uso de reservas da semente (EURS) foi determinada pela relagdo entre a MSP e a RRS e
apresentada em mg mg™' (SOLTANI; GHOLIPOOR; ZEINALI, 2006).

No mesmo periodo das avaliagdes fisiologicas (i.e., cinco dias) as plantulas e
cotilédones obtidos foram congelados em nitrogénio liquido ¢ macerados para obtencdo das
amostras a serem utilizadas para a avaliacao de alfa-amilase, malondialdeido (MDA), catalase
(CAT), ascorbato peroxidase (APX) e guaiacol peroxidase (GPX).

A atividade da alfa-amilase foi determinada pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) descrito por Miller (1959), utilizando o procedimento descrito por Monerri e Guardiola
(1989) com modificagdes. A extracdo foi realizada utilizando 0,3 g de amostra fresca de
cotilédones, em que foram adicionados 5 mL de solugdo tampao acetato de sédio 100 mmol L-
' pH 5,4 com presenca de 10 mmol L' de CaCl, e 0,01% de Triton X-100, a solugio foi agitada
por 60 min em presenca de gelo e centrifugado. O extrato enzimdtico utilizado na quantificacao
foi incubado em banho-maria por 10 min a 70 °C. 250 uL de extrato enzimatico e 250 pL de
solucao de amido 2,0% (p/v) permaneceram em banho-maria por 20 min a 38 °C. A reag¢do foi
interrompida com a adi¢do de 500 pL de solugdo DNS e as amostras foram posteriormente
mantidas em banho-maria por 6 min a 95 °C. Ao final desse processo foi adicionado 4 mL de
agua destilada seguido de homogeneizagao. A leitura foi realizada em espectrofotometro com
absorbancia de 540 nm e os resultados foram expressos em unidade de enzima por miligrama
de proteina (U mg™'). Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de enzima para
produzir 1 umol de maltose por minuto.

O extrato enzimatico obtido de cada repeticao biologica para APX, CAT e GPX foi
realizado utilizando 200 mg de amostra fresca e macerado em almofariz com 5 mL de tampao
fosfato de potassio 100 mM, pH 7,2; contendo 1 mM de EDTA, 3 mM de DTT e 1% de PVP,
e posteriormente centrifugado (AZEVEDO et al., 1998).

A determinagdo de APX foi realizada por meio de incubacao utilizando com 700 pl de
tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,4; 100 pL de solugdo de acido ascorbico S mM e 100
nL de solucdo de peroxido de hidrogénio 1 mM, sendo a reagdo iniciada com a adi¢ao de 100

nL de extrato enzimatico (NAKANO; ASADA, 1981). A leitura foi realizada em 290 nm, pelo
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periodo de 120 s. Uma unidade de ascorbato peroxidase foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para realizar a oxidacdo de 1 uM de ascorbato por minuto.

Para a quantificacao GPX foi realizada utilizando guaiacol como substrato (NAKANO;
ASADA, 1981), realizada conforme procedimento de Simdes et al. (2015) com alteragdes, em
que, o meio de incubagao foi realizado utilizando 700 pl de tampao fosfato de sodio 200 mM,
pH 6,0; 100 pL de guaiacol 40 mM e 100 pl de perdxido de hidrogénio 10 mM, a reacdo foi
iniciada adicionando 100 pL de extrato enzimatico. A leitura foi realizada em 470 nm pelo
periodo de 60 s. Uma unidade de guaiacol peroxidase foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para realizar a formacao de 1 pM de tetraguaiacol por min.

Para a quantificacdo de CAT foi realizada utilizado procedimento proposto por Aebi
(1984) com alteragdes, em que, o meio de incubagao foi realizado utilizando 2000 pl de tampao
fosfato de potassio 100 mM, pH 7,2; 800 uL de peroxido de hidrogénio 75 mM e 200 ul de
extrato enzimatico. A leitura foi realizada em 240 nm pelo periodo de 120 s. Uma unidade de
enzima foi definida como a quantidade de enzima necessaria para realizar a degradagdo de 1
uM de peroxido de hidrogénio por min.

As enzimas avaliadas foram apresentadas em unidades de enzima por miligrama de
proteina, sendo essa determinada conforme descrito por Bradford (1976).

O malondialdeido foi determinado conforme procedimento descrito por Hodges ef al.
(1999). Foram utilizados 100 mg de amostra macerada em 4 mL de alcool 80% (v/v) as quais
foram maceradas em almofariz e centrifugadas. A quantificagdo foi realizada utilizando 1 mL
de extrato propriamente diluido e 1 mL de solucdo de 4cido tricloroacético (TCA) 20% (p/v)
contendo 0,65% (p/v) de acido tiobarbiturico (TBA) e 0,01% (p/v) hidroxitolueno butilado
(BHT). As amostras foram mantidas em banho maria a 95 °C por 25 min e as leituras realizadas
em 440, 532 e 600 nm, e posteriormente calculadas conforme especificado em Hodges et al.
(1999).

Inicialmente a caracterizagdo fisiologica foi realizada em delineamento experimental
inteiramente casualizado com dois tratamentos (i.e., alto vigor e baixo vigor) com oito
repeticdes. Posteriormente, o delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
em arranjo fatorial 2 x 5, sendo dois lotes (i.e., AV e BV) x cinco condi¢des de germinagao
(i.e., 15 °C, 18 °C, 25 °C, 32 °C, 35 °C) com quatro repeticdoes. Os dados foram submetidos a
teste de normalidade quando necessario e posteriormente realizada a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para a andlise
de regressdo foram determinadas as regressdes significativas utilizando o software Sisvar

(FERREIRA, 2011). Os resultados da analise estatistica podem ser observados ao final do
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documento em caso de necessidade (APENDICE F).

8.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os lotes utilizados do gendtipo BAF42 apresentaram diferenca significativa quanto aos
parametros utilizados para a caracterizagdo do vigor. O lote de sementes o qual ndo foi
envelhecido (i.e., AV) apresentou maior porcentagem de vigor por envelhecimento acelerado
(EA) e maior capacidade de formacao de plantulas com desempenho superior quando avaliado
aos 3 dias de germinagdo, resultando em maior indice de vigor (IV) (Tabela 19). Esses
resultados eram esperados, visto que segundo Ebone, Caverzan e Chavarria (2019) o vigor de
um lote de sementes ¢ intimamente relacionado com a deterioracao sofrida por um lote e,
considerando que o lote de semente de baixo vigor (BV) foi envelhecido artificialmente, os

parametros fisiologicos associados ao vigor foram inferiores.

Tabela 19 — Caracterizacao fisioldgica referente aos lotes de sementes utilizados indicando o
envelhecimento acelerado (EA), comprimento de raiz (CR3gias), comprimento de
hipocétilo (CHzgias), comprimento total (CT3gias) € indice de vigor (IV3dias) dos

lotes com alto vigor (AV) e baixo vigor (BV) utilizados

Vigor EA CRgias CHadias CTjgias [V3gias
e — mm plantula! -----—---—-—- -
AV 86 a 84,38 a 30,01 a 114,39 a 846 a
BV 62b 69,93 b 26,30 b 96,33 b 750 b
C.V% 12,43 8,40 6,26 6,24 5,00

Legenda: Médias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna nio diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Os lotes de sementes quando foram submetidas as diferentes temperaturas de
germinagdo apresentaram resposta fisiologica em modelo quadratico de regressdo, o que
demonstra que o efeito da temperatura foi, em geral, prejudicial a germinagao e/ou desempenho
de plantulas, confirmando que temperaturas inferiores ou superiores a 6tima determinada para
a cultura (i.e., 20 - 30 °C (BRASIL, 2009)) afetam negativamente o desempenho durante a

germinacdo (Tabela 20).

Tabela 20 — Andlise de regressdao determinada para as variaveis porcentagem de germinagao,
comprimento total (CT), massa seca de plantulas (MSP), reducao de reservas da

semente (RRS), atividade de alfa-amilase e eficiéncia de uso de reservas da
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semente (EURS) para alto e baixo vigor nas temperaturas de 15 °C, 18 °C, 25 °C,
32 °C e 35 °C demonstrando o coeficiente de determinagdo (R?) e a significancia

da curva de regressao

Varidvel Vigor Equacio p-value R?
G AV y =-0,1482x% + 6,6401x + 20,278 * 0,96
BV =-0,1658x>+7,2252x + 12,057 * 0,98
CT AV y =-1,6882x> + 87,89x - 925,77 * 0,86
BV y =-1,4526x> + 75,465x - 795,02 * 0,88
MSP AV y =-0,3917x + 20,676x - 222,47 * 0,80
BV y =-0,3133x>+16,529x - 177,29 * 0,87
RRS AV y =-0,5413x + 28,821x - 304,42 * 0,77
BV y = -0,4442x> + 23,598x - 247,42 * 0,83
Alfa-amilase AV y =-0,0044x> + 0,2385x - 2,6808 * 0,74
BV y =-0,0026x> + 0,1443x - 1,6292 * 0,77
EURS AV y =-0,0026x>+0,1326x - 1,0182 * 0,78
BV y=-0,0021x>+0,1117x - 0,8330 * 0,97

Legenda: *significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste t. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A resposta negativa sobre os pardmetros fisiologicos foi observada por Sbrussi e
Zucarelli (2014) com sementes de milho, em que, em temperaturas abaixo ou acima da 6tima
da cultura, o desempenho foi afetado negativamente. Em geral, as alteragdes fisiologicas
relacionadas ao crescimento sdo o resultado do rompimento da homeostase metabolica sendo
necessario a que as plantas realizem diversas modificagdes durante os estresses térmicos,
resultando em muitos casos, na perda de desempenho (RAZA et al., 2021). Com isso, as
alteragdes observadas estdo associadas a condi¢do estressante imposta as sementes durante a
germinagdo em condigdes fora da temperatura adequada.

As sementes de maior vigor apresentaram germinagao superior as sementes com baixo
vigor quando submetidas a temperatura de 32 °C e 35 °C, indicando maior capacidade de
superagao dessa condi¢cdo de estresse. Para as temperaturas de 15 °C, 18 °C e 25 °C, nao foi
observada diferenca significativa entre os niveis de vigor (Figura 18a).

No desempenho de plantulas a maior diferenga entre os lotes de sementes com niveis de
vigor distintos ¢ verificada nas temperaturas de 18 °C, 25 °C e 32 °C, em que, para as variaveis
comprimento total (CT) e massa seca de plantulas (MSP), as sementes de maior vigor
apresentaram desempenho superior (Figura 1b, Figura 1¢). Contudo, para o comprimento total
as sementes de maior vigor desempenharam melhor em todas as temperaturas. O melhor
desempenho de plantulas observados por sementes de maior vigor em condi¢des adversas de
temperatura foi observado por Sbrussi e Zucarelli (2014). O melhor desempenho de plantulas
¢ associado a maior capacidade de utilizacdo de reservas e posterior mobilizagdo para as

estruturas de reserva (PADILHA; COELHO; SOMMER, 2022). Essa relagao ¢ observada nos
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resultados de reducdo de reservas da semente, em que as sementes de maior vigor apresentaram
maior capacidade de reduzir reservas dos cotilédones durante a germinagdo em 25 °C e 32 °C

(Figura 18d), resultando em um desempenho fisioldgico significativamente superior (Figura

18b, Figura 18c).

Figura 18 — Porcentagem de germinagao aos nove dias, comprimento total (CT), massa seca
de plantulas (MSP), redugdo de reservas da semente (RRS), atividade de alfa-
amilase e eficiéncia de uso de reservas da semente (EURS) obtidas nas diferentes
temperaturas de germinacao para o lote de alto vigor (AV) e baixo vigor (BV) aos
cinco dias de germinagdo. *indica diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade entre os lotes de sementes utilizados. A linha sélida e a linha
pontilhada representam a regressao quadratica obtida para os lotes de sementes de

alto vigor e baixo vigor, respectivamente
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A atividade de alfa-amilase apresentou diferenca significativa entre os niveis de vigor
nas temperaturas de 25 °C e 32 °C. Nas temperaturas de 15 °C, 18 °C e 35 °C, nao foi verificada
diferenca significativa entre o nivel de vigor. A atividade de alfa-amilase ¢ relacionada a maior
capacidade de hidrolise de amido e esta associada a maior disponibilizagdo de actcares soluveis
para a utilizagdo pelas sementes (YU, HO, LO, 2015; NEERLING; COELHO; BRUMMER,

2022). Em sementes de feijao a atividade de alfa-amilase foi ¢ associada a maior hidrdlise de



120

amido em condi¢des de auséncia de estresse abidtico quando avaliada aos cinco dias de
germinagdo, favorecendo a formagdo de plantulas com desempenho superior (PADILHA;
COELHO; EHRHARDT-BROCARDO, 2021). Dessa forma, a maior atividade de alfa-amilase
aos 25 °C e 32 °C (Figura 18e) favoreceu a maior reducao de reservas das sementes (Figura
18d) e formagdo de plantulas de maior vigor (Figura 18b, Figura 18c¢).

Nesse contexto, considerando que as condigdes de 25 °C e 32 °C apresentaram maior
atividade de alfa-amilase (Figura 18¢) e maior redugdo de reservas das sementes (Figura 18d),
isso favoreceu a formacao de plantulas de maior desempenho. Contudo, a condi¢ao de 32 °C
foi estressante, considerando a germinacgdo (Figura 18a), indicando que a relacdo da alfa-
amilase e o vigor do lote de sementes pode ser verificada em condigdes de estresse abidtico.
Nas temperaturas de 15 °C e 18 °C a atividade de alfa-amilase ndo apresentou diferenca entre
vigor do lote de sementes e, houve baixa atividade. Esse resultado possivelmente esta associado
a atividade metabdlica reduzida, em que, nos primeiros dias de germinagdo, a hidrolise de
amido em sementes de feijdo ¢é realizada por outras enzimas associadas ao metabolismo de
carboidratos, para posterior incremento da atividade de alfa-amilase (BEWLEY et al., 2013).

A eficiéncia de uso de reservas da semente (EURS) apresentou diferenga significativa
na temperatura de 18 °C, em que, as sementes de menor vigor apresentaram menor eficiéncia,
indicando utiliza¢do das reservas as quais nao foram destinadas a formagao de plantulas e, a
temperatura afetou negativamente a eficiéncia de uso de reservas (Tabela 20). Segundo
Andrade, Coelho e Padilha (2019) e Padilha; Coelho e Andrade (2020), sementes de alto vigor
apresentam maior eficiéncia de uso de reservas da semente o que favorece a formagdo de
plantulas de maior massa, contudo, os resultados obtidos demonstram que com excecao da
temperatura de 18 °C, as demais temperaturas apresentaram eficiéncia sem diferenca
significativa, indicando que o vigor apresenta pouca associagdo com eficiéncia de uso das
reservas, possivelmente pelo fato da EURS ser dependente da temperatura durante a
germinagao (Figura 18f).

Considerando a resposta fisioldgica observada (Figura 18), a resposta do vigor de
sementes ¢ mais evidente nas condi¢des de 18 °C, 25 °C e 32 °C, em que nas temperaturas de
15 °C e 35 °C a intensidade do estresse imposto foi excessiva, resultando em dano fisioldgico o
qual resultou em resposta sem diferenca significativa entre os niveis de vigor nessas condicoes.

As enzimas associadas ao sistema antioxidante (i.e., APX, CAT e GPX), assim como, o
malondialdeido (MDA), apresentaram em geral, resposta quadratica em relacdo ao estresse
imposto, indicando efeito das temperaturas utilizadas sobre a atividade enzimatica e acimulo

de MDA nos tecidos (Tabela 21). Durante condigdes de estresse abiodtico, o sistema antioxidante
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vegetal demanda a producao de enzimas especifica que realizem o controle de espécies reativas
de oxigénio, evitando o dano fisioloégico (SOARES et al., 2019). Essa relagdo de aumento da
atividade enzimatica durante a condigdo de estresse por temperatura foi verificada
especialmente em plantulas para todas as enzimas avaliadas (Tabela 21). Esses resultados
demonstram que a atuagdo enzimatica para o controle do estresse abidtico imposto, ocorre de

forma semelhante em ambos os lotes de sementes utilizados.

Tabela 21 — Analise de regressao determinada para as variaveis Malondialdeido (MDA),
Catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e guaiacol peroxidase (GPX)
determinadas aos cinco dias de germinacdo em plantulas e cotilédones das

sementes de alto vigor (AV) e baixo vigor (BV) submetidas a germinagdo em 15
°C, 18 °C, 25 °C, 32 °C e 35 °C, demonstrando o coeficiente de determinagao (R?)

e a significancia da curva de regressao

Varidvel Vigor Equagio p-value R?
MDA pian AV y=0,0129x2 - 0,6765x + 11,716 * 0,89
anha BV vy =0,0188x> - 0,9833x + 15,755 * 0,94
MDA curicq AV y =-0,0076x> + 0,3864x - 2,0142 * 0,73
otedone BV y =-0,0042x* + 0,2152x - 0,0295 ns 0,39
CATpiim AV y =0,0315x2 - 1,6982x + 37,254 ns 0,13
antia BV y =0,0525x2 - 3,2873x + 61,151 * 0,91
CAT cuied AV y =0,0241x2- 1,5534x + 27,018 * 0,90
otedone BV y=0,0311x%-1,9174x + 31,176 * 0,86
APX it AV y =1,7049x? - 88,443x + 1431,1 * 0,68
antia BV y =2,0400x2 - 105,580x + 1624,0 * 0,86
APXcuied AV y =-0,1589x2 + 8,7608x - 83,093 * 0,58
otiedone BV y =-0,0252x> + 2,3352x - 14,466 * 0,89
GPXpianmi AV y =6,7723x2 - 309,72x + 3559,9 * 0,90
anta BV y =7,1914x% - 329,16x + 3741,0 * 0,75
GPXcuriad AV y =0,6156x% - 33,22x + 434,200 * 0,70
onedone BV y =1,0386x2 - 55,571x + 717,69 * 0,72
Legenda: *significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste t. ™: ndo significativo. Fonte: Elaborado pelo
autor, 2023.

Para o teor de MDA nas plantulas produzidas por sementes de baixo vigor identificou-
se maior valor desse componente nas temperaturas de 15 °C, 18 °C e 36 °C. Para as temperaturas
de 25 °C e 32 °C, ndo houve diferenga significativa entre os niveis de vigor entre o teor de MDA
avaliado em plantulas normais formadas (Figura 19a).

A produgdo de MDA ocorre a partir do dano resultante da interacdo da hidroxila com a
camada fosfolipidica da membrana celular, em que, isso ocorre em maior grau em condi¢des
de estresse bidtico ou abidtico (MITTLER, 2017). Nesse contexto, as temperaturas de 15 °C,

18 °C e 36 °C, resultaram em dano oxidativo para ambos os niveis de vigor, entretanto, a maior
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suscetibilidade ao dano celular foi observada em sementes de menor vigor (Figura 19a),

resultando em menor desempenho fisioldgico por essas sementes (Figura 18).

Figura 19 — Malondialdeido (MDA) determinados aos cinco dias de germinagao em plantulas
(a) e cotilédones (b) das sementes de alto vigor (AV) e baixo vigor (BV)
submetidas a germinacdo em 15 °C, 18 °C, 25 °C, 32 °C e 35 °C. *indica diferenca
significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade entre os lotes de sementes
utilizados. A linha s6lida (AV) e a linha pontilhada (BV) representam a regressao
quadratica obtida para os lotes de sementes de alto vigor e baixo vigor,

respectivamente
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A avaliacdo da peroxidacao lipidica (MDA) em cotilédones ndo demonstrou diferenca
significativa entre os niveis de vigor, indicando que nesta estrutura o dano fisiologico foi
semelhante em termos de peroxida¢dao de membranas celulares (Figura 19b). Dessa forma,
observou-se que as estruturas da semente durante a germinagao responderam de forma distinta
a condicdo de estresse abiodtico por temperatura e, o efeito do estresse em peroxidagao lipidica
ocorre de forma evidente nas plantulas (Figura 19a).

Para a atividade da enzima CAT, ndo foi verificada diferenga significativa entre os
niveis de vigor quando avaliado nos cotilédones em todas das temperaturas utilizadas durante
a germinacdo (Figura 20d). Ao avaliar a mesma enzima em plantulas aos cinco dias de
germinagdo, foi verificada apenas diferenca significativa entre os niveis de vigor nas

temperaturas de 15 °C e 35 °C, em que, as sementes de menor vigor apresentaram maior
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atividade em 15 °C e as sementes de maior vigor, apresentaram maior atividade em 35 °C
(Figura 20a).

A inducao de atividade antioxidante durante condi¢des de estresse abiotico € necessaria
para que a planta mantenha a homeostase metabolica (MITTLER, 2017). Nesse contexto, Meng
etal.,(2022) verificaram que hibridos de milho tolerantes a estresse por frio apresentaram maior
atividade das enzimas associadas ao sistema antioxidante como (i.e., Catalase, peroxidases e
superoxido dismutase), o que favoreceu a germinacao nessas condi¢coes. Com isso,
considerando que o presente estudo utilizou o mesmo gendtipo, apenas com niveis de vigor
distintos, a resposta do genoétipo foi semelhante nas condigdes testadas e, as sementes de menor
vigor demonstraram maior atividade das enzimas CAT e GPX nas condi¢des de germinagdo em
15 °C (Figura 20a, Figura 20f). Ignatenko et al. (2019) verificaram que ao aumentar o tempo
de exposicdo ao estresse por frio durante a germinacdo de sementes de trigo a resposta
antioxidante é crescente, indicando que o aumento da exposi¢do ao um estresse exige maior
necessidade de produgdo de enzimas associadas ao sistema antioxidante. Dessa forma, a maior
suscetibilidade das sementes de menor vigor a condicdo de estresse imposta, exigiu maior
sintese do sistema antioxidante para superagao do estresse por frio pelas sementes de menor

vigor.

Figura 20 — Catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e guaiacol peroxidase (GPX)
determinadas aos cinco dias de germinagao em plantulas e cotilédones das

sementes de alto vigor (AV) e baixo vigor (BV) submetidas a germinagdo em

15°C, 18 °C, 25 °C, 32 °C e 35 °C. *indica diferenga significativa pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade entre os lotes de sementes utilizados. A linha
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solida (AV) e a linha pontilhada (BV) representam a regressao quadratica

obtida para os lotes de sementes de alto vigor e baixo vigor, respectivamente
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A enzima APX demonstrou diferenga significativa entre os niveis de vigor apenas na
temperatura de 35 °C em cotilédones, em que, as sementes de baixo vigor apresentaram maior
atividade (Figura 20e). Entretanto, a atividade de APX determinada em plantulas, ndo revelou
diferenca significativa entre os niveis de vigor, independente da condicdo de temperatura
utilizada durante a germinagao (Figura 20b). A condicdo de 35 °C foi a mais prejudicial para a
germinagdo das sementes afetando negativamente todas as variaveis fisiologicas (Figura 18)
entretanto, as sementes de maior vigor apresentaram melhor resposta em germinagao (Figura
18a) e comprimento de plantulas (Figura 18b), contudo, assim como a enzima CAT, a enzima
APX ndo apresentou associacdo com o vigor. Dessa forma, mesmo que o sistema antioxidante
pode estar associado ao melhor desempenho gendtipos tolerantes durante condigdes de estresse
por frio (MENG et al., 2022) ou calor (KHAN; HUSSAIN; FAROOQ, 2022; CHAUDHARY
et al., 2021), a resposta de um mesmo gendtipo, com niveis de vigor distintos, apresentam
resposta enzimatica semelhante em condi¢des de estresse durante a germinacao, sendo que, o
resultado do melhor desempenho ¢ parcialmente explicado pela maior mobilizagao de reservas
das sementes de maior vigor (Figura 18d, Figura 18e).

Para a enzima GPX a atividade em plantulas foi superior para o lote de sementes com
baixo vigor na condi¢do de 32 °C, nas demais temperaturas de germinagao, ndo foi verificada

diferenca significativa entre os niveis de vigor (Figura 20c). Em cotilédones, a maior atividade
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dessa enzima foi verificada em cotilédones de sementes de baixo vigor na condi¢ao de 15 °C
durante a germinagdo (Figura 20f).

Considerando as principais temperaturas (i.e., 18 °C e 32 °C) onde ocorreu a diferenga
fisioldgica positiva associada ao lote de sementes de alto vigor (Figura 18), verificou-se que as
sementes de menor vigor apresentaram maior atividade da enzima GPX em 32 °C (Figura 20c),
0 que pode ter resultado no controle da peroxidacdo lipidica nessa temperatura (Figura 19a).
Em geral, o metabolismo celular das plantulas gera ROS, as quais podem alterar homeostase
celular e geram danos durante o desenvolvimento (DECROS et al., 2019). Dentre esses danos,
a produgdo de MDA pode ocorrer devido a interagdo das ROS com a membrana celular e, o
controle das ROS pode evitar esse dano a partir da maior producao de enzimas associadas ao
sistema antioxidante vegetal (MITTLER, 2017). Nesse contexto, sugere-se que as sementes de
menor vigor nessa condi¢do necessitaram da maior produgdo de enzima GPX (Figura 20c) para
controle de ROS (i.e., H>0Oy) evitando assim o aumento excessivo de peroxidacgao lipidica em
plantulas (Figura 19a), contudo, a maior atividade ndo foi suficiente para manter o desempenho
durante a germinagao (Figura 18).

Segundo Ebone, Caverzan e Chavarria (2019) sementes com maior nivel de deterioragdo
apresentam maior suscetibilidade a condicdes adversas durante a germinagdo e, lotes de
sementes deteriorados apresentam inicialmente maior dano oxidativo. Dessa forma, sugere-se
que a maior suscetibilidade das sementes de menor vigor exige maior atuagdo do metabolismo
antioxidante durante a germinagdo em condigdes de estresse por temperatura, buscando superar
as condigdes de estresse abidtico impostas durante a germinagdo e, por esse motivo, as
diferencas entre as enzimas avaliadas pelo sistema antioxidante na maioria dos casos de
estresse, € observada em plantulas produzidas por sementes de menor vigor.

Com isso, ¢ possivel que outras enzimas ou componentes que apresentem resposta a
condicdes de estresse térmico, apresentem associacdo com o vigor do lote de sementes, visto
que, segundo Soares et al. (2019) o sistema antioxidante ¢ dividido em enzimatico e nao-
enzimatico e, a interacdo entre as moléculas e enzimas associacao a esse sistema ¢ complexa.
Com isso, a avaliagdo de outros compostos durante a germinacdo, podem auxiliar a
compreender os mecanismos associados ao melhor desempenho das sementes de maior vigor

durante condigdes de estresse abiotico.

8.5 CONCLUSAO
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As enzimas associadas ao sistema antioxidante (i.e., APX, CAT e GPX) nao estdo
relacionadas ao maior vigor do lote de sementes quando avaliados em germinag¢do sob

condicdes de estresse térmico.
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9 CAPITULO 7 — RESPOSTA FISIOLOGICA DO VIGOR DE SEMENTES DE
FEIJAO DURANTE A GERMINACAO SOB DEFICIT HIDRICO

9.1 RESUMO

O déficit hidrico ¢ uma situagdo de estresse para a planta que ocasiona a producao de espécies
reativas de oxigénio, onde a atividade do sistema antioxidante ¢ indispensavel para a superagao
do estresse. Com este trabalho, objetivou-se avaliar a resposta fisiologica de sementes com
contraste de vigor quando submetidas a condi¢do de déficit hidrico, buscando determinar as
diferengas da atividade do sistema antioxidante entre os lotes de sementes. Foram utilizadas
sementes do genotipo BAF07, submetidas a 5 e 10 dias de envelhecimento artificial. Apos a
obtencdo dos lotes envelhecidos, juntamente com o lote original, foram conduzidos os testes de
germinagdo e desempenho de plantulas (comprimento de raiz (CR), hipocétilo (CH) e total
(CT)). Foram quantificadas as enzimas catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), guaiacol
peroxidase (GPX) e o aminodcido prolina, que sdo moléculas do sistema antioxidante, e ainda,
o marcador de estresse oxidativo malondialdeido (MDA). O contraste de vigor provocado a
partir do envelhecimento artificial e a imposi¢ao da condigdo de déficit hidrico, permitiu
verificar as diferengas de respostas fisiologicas e metabolicas entre os lotes de sementes. Logo,
sementes de baixo vigor além de apresentarem maior suscetibilidade ao déficit hidrico durante
o processo de germinagdo, resultaram em plantulas e cotilédones com maior peroxidagao

lipidica e maior atividade das enzimas associadas ao sistema antioxidante.

9.2 INTRODUCAO

O feijao € uma das leguminosas de maior importancia mundial, sendo determinante na
dieta humana como fonte de proteinas, carboidratos e fibras nos diversos paises da América
Latina, Africa e Asia (LOS et al., 2018). As areas de produgdo de feijdo se estabelecem em
regides tropicais e subtropicais que apresentam frequentemente condi¢cdes de déficit hidrico
(ASSEFA et al., 2019). Dentre os principais efeitos do déficit hidrico durante ao processo de
producao de graos sdo a reducdo da germinacao, emergéncia de plantas, crescimento,
fotossintese, absor¢ao de nutrientes, culminando com a redugdo da produtividade (NADEEM
etal.,2019a).

A germinagdo e a emergéncia de plantulas sdo diretamente associadas a qualidade

fisiologica (germinagdo e vigor) do lote de sementes (MARCOS-FILHO, 2015b), em que, o
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uso de sementes com maior qualidade favorece a germinagdo e a formagao de plantulas com
melhor desempenho mesmo sob condi¢des de estresse hidrico (PADILHA; COELHO;
SOMMER, 2022). Dentre os atributos de qualidade, o vigor de sementes ¢ conceituado como a
soma das propriedades que determinam a atividade e a performance do lote de sementes com
germinacdo aceitdvel, em uma ampla faixa de ambientes (ISTA, 2014). O conjunto de
propriedades, sobretudo a fisiologica, ndo é completamente elucidada, sendo necessario
entender como as sementes de maior vigor apresentam potencial de superar as condigdes de
estresse abiotico, especificamente o déficit hidrico, quando comparadas as sementes de menor
vigor.

Em condigdes de déficit hidrico ocorre o incremento da producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), como os radicais superoxido e hidroxila, o peréxido de hidrogénio e o
oxigenio singleto, os quais geram estresse oxidativo (NADEEM et al., 2019a). Dentre as ROS,
o radical hidroxila é bastante reativo com as moléculas bioldgicas, sendo uma das principais
fontes de dano oxidativo, formado a partir da interacdo do peréxido de hidrogénio com Fe*?, o
qual causa danos nos lipideos, proteinas e material genético (MITTLER, 2017). Para realizar o
controle das ROS, as plantas possuem um complexo mecanismo antioxidante formado por
componentes enzimaticos € ndo enzimaticos (SOARES et al., 2019).

As enzimas catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e guaiacol peroxidase (GPX)
sdo importantes enzimas antioxidantes que realizam a conversao do perdxido de hidrogénio em
agua e que contribuem para evitar o dano oxidativo (e.g., peroxidagado lipidica, oxidagdo de
proteinas) desencadeado por essa molécula (VAN DOORN; KETSA, 2014; ZULFIQAR;
ASHRAF, 2021). Em condigdes de estresse hidrico durante a germinagao, gendtipos tolerantes
de Vigna mungo L. demonstraram maior atividade antioxidante de peroxidases, sendo
importantes na superagao do estresse (ALI et al., 2016). Resultados semelhantes sdo relatados
por Begun et al. (2022) em sementes de soja, em que as enzimas CAT, APX e GPX
apresentaram aumento durante o estresse hidrico e as cultivares reconhecidas como tolerantes
ao estresse apresentaram maior atividade antioxidante, assim como, maior concentracao de
osmolitos (e.g., prolina). Em feijdo, esta associagdo entre as enzimas antioxidantes e a tolerancia
ao estresse hidrico também ¢ observada (SAGLAM et al., 2011).

O sistema antioxidante vegetal ¢ complexo e ocorrem interagdes entre o sistema
antioxidante enzimatico (e.g., catalase, superéxido dismutase, ascorbato e guaiacol peroxidase)
e ndo enzimatico (e.g., prolina, flavonoides, carotenoides, antocianina), buscando, em conjunto,
evitar o dano oxidativo (MITTLER, 2017; SOARES et al., 2019). Como descrito por Rejeb et

al. (2014), a prolina estimula o sistema antioxidante que favorece a superacao de estresses, onde
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a aplicacdo exdgena resultou no aumento da atividade enzimatica (e.g., catalase, peroxidases,
glutationa redutase). Essa relagdo ocorre devido ao papel regulador/sinalizador da prolina que
promove a expressao génica associada ao sistema antioxidante (CARVALHO et al., 2013).
Considerando o abordado, moléculas do sistema antioxidante enzimatico e ndo
enzimatico podem apresentam maior eficiéncia na sua atividade e/ou maior concentragdo, o que
evita o dano oxidativo durante a germinacdo em condigdes de déficit hidrico e favorece o maior
desempenho dos lotes de sementes com maior vigor quando submetidos a essas condigdes.
Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a resposta fisiologica de sementes com
contraste de vigor quando submetidas a condi¢des de déficit hidrico, buscando determinar as

diferengas metabdlicas entre os lotes de sementes nessas condigdes.

9.3 MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo do experimento foram utilizadas sementes do genotipo BAF07,
pertencente ao Banco Ativo de Germoplasma de Feijao (BAF) do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias (CAV) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC). O genétipo
utilizado foi selecionado considerando as suas caracteristicas agrondmicas (ZILIO et al., 2013;
MICHELS et al., 2014), valor genético para distribui¢do de sistema radicular (MELO et al.,
2016) e tolerancia ao déficit hidrico durante a germinacao (PADILHA; COELHO; SOMMER,
2022).

O lote de sementes foi produzido na safra 2020/2021 no municipio de Lages, Santa
Catarina, Brasil, na area experimental do CAV-UDESC. Apos a colheita, realizou-se a limpeza
e padronizagdo das sementes. O lote obtido foi segregado em trés niveis de vigor utilizando-se
o mesmo procedimento do teste de envelhecimento artificial com solu¢do salina saturada, onde
os lotes foram mantidos pelos periodos de cinco e dez dias em camara de envelhecimento a 41
°C. Ap6s cada periodo de envelhecimento, os lotes foram secos em estufa de circulagdo de ar
até atingirem 13% de umidade. Assim, foram obtidos trés lotes de sementes a partir de um lote
inicial e do mesmo gendtipo, sendo: Lote com Alto Vigor (AV), que nao foi envelhecido; Lote
com Médio Vigor (MV), envelhecido por cinco dias e; Lote com Baixo Vigor (BV),
envelhecido por dez dias.

O teste de germinacdo foi realizado em condi¢des de 25 °C utilizando quatro repeticdes
de 50 sementes semeadas em papel Germitest® e dispostas em forma de rolo no germinador,
utilizando iluminagao de 12 h/12 h (luz/escuro). O umedecimento do papel foi realizado com

agua destilada para a condi¢ao controle (i.e., auséncia de estresse) e com solucao de polietileno
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glicol 6000 (i.e., déficit hidrico) equivalente a -0,2 MPa (119,74 g de polietileno glicol 6000
por litro de &gua) (VILLELA; DONI-FILHO; SEQUEIRA, 1991). A porcentagem de
germinagao foi determinada aos quatro dias (i.e., primeira contagem de germinacao) € aos nove
dias (i.e., germinagao).

A avaliacdo do desempenho de plantulas foi realizada aos quatro e aos sete dias apds a
semeadura, sendo avaliados o comprimento de raiz (CR), hipocétilo (CH) e total (CT). Para
determinar o comprimento de plantulas foi utilizado paquimetro digital, a ap6s mensuradas
foram secas em estufa a 90 °C por 24 h para determinagdo da massa seca de plantulas (MSP).
O teste foi conduzido em rolos de papel, conforme descrito no teste de germinagao, utilizando-
se quatro repeticoes de 20 sementes, sendo consideradas para a mensuragdo as plantulas
normais (PEREIRA et al., 2009). Os resultados foram expressos em centimetros por plantula
(cm pl'!) e miligramas por plantula (mg pl™).

Nos periodos de quatro e sete dias (i.e., mesmo periodo de avaliagdo fisiologica de
desempenho de plantulas) as plantulas normais obtidas em condi¢des de auséncia e presenca de
déficit hidrico, foram utilizadas para a realizagdo das andlises de catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPX), prolina e malondialdeido (MDA). Inicialmente,
essas avaliacdes foram determinadas em plantulas e em cotilédones dos lotes de sementes de
AV, MV e BV. Posteriormente, o lote de sementes de AV e BV foram selecionados, e as raizes
e hipocotilo das plantulas aos sete dias foram avaliadas separadamente.

O extrato enzimatico foi obtido utilizando-se 200 mg de amostra fresca e macerada em
almofariz com 5 mL de tampao fosfato de potdssio 100 mM, pH 7,2; contendo 1 mM de EDTA,
3 mM de DTT e 1% de PVP, e posteriormente centrifugado (AZEVEDO et al., 1998).

A determinacdo de APX foi realizada conforme descrito por Nakano e Asada (1981),
onde o meio de incubagao foi constituido de 700 pL de tampao fosfato de potassio 50 mM pH
7,2; 100 pL de solucdo de acido ascorbico S mM e 100 pL de solucdo de perdxido de hidrogénio
1 mM, sendo a reacdo iniciada com a adi¢ao de 100 pL de extrato enzimatico. A leitura foi
realizada em 290 nm durante 120 s. Uma unidade de ascorbato peroxidase foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para realizar a oxidacdo de 1 uM de ascorbato por minuto.

Para a quantificagdo GPX utilizou-se guaiacol como substrato (NAKANO; ASADA,
1981) e procedeu-se conforme descrito em Simdes ef al. (2015) com alteragdes. O meio de
incubacdo continha 750 uLL de tampao fosfato de sodio 200 mM, pH 6,0; 100 uLL de guaiacol
40 mM e 100 pL de perdxido de hidrogénio 10 mM, sendo a reacdo iniciada com a adi¢do de

50 uL de extrato enzimatico. A leitura foi realizada em 470 nm durante 120 s. Uma unidade de
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guaiacol peroxidase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para realizar a
formagdo de 1 uM de tetraguaiacol por minuto.

A quantificagdao de CAT foi realizada conforme metodologia proposta por Aebi (1984)
com alteragdes. O meio de incubagao utilizou 2000 uLL de tampao fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,2; 800 uL de perdxido de hidrogénio 75 mM e 200 pL de extrato enzimatico. A leitura foi
realizada em 240 nm durante 120 s. Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para realizar a degradac¢ao de 1 uM de perdxido de hidrogénio por minuto.

Todas as enzimas mensuradas foram apresentadas em unidades de enzima por
miligrama de proteina, sendo determinada conforme descrito por Bradford (1976).

O teor de prolina foi determinado conforme descrito por Bates, Waldren e Teare (1973)
sem modificagdes.

O MDA foi determinado conforme procedimento descrito por Hodges ef al. (1999).
Foram utilizados 100 mg de amostra macerada em 4 mL de alcool 80% (v/v). A quantificagao
foi realizada com 1 mL de extrato propriamente diluido ¢ 1 mL de solucdo de acido
tricloroacético (TCA) 20% (p/v) contendo 0,65% (p/v) de acido tiobarbittirico (TBA) e 0,01%
(p/v) de hidroxitolueno butilado (BHT). As amostras foram mantidas em banho-maria a 95 °C
por 25 min e as leituras foram realizadas em 440, 532 e 600 nm, e calculadas conforme Hodges
et al. (1999).

Inicialmente, o delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 3 x 2, sendo, trés lotes (AV, MV, BV) e duas condi¢des de germinagao (controle
e déficit hidrico) com quatro repeti¢cdes. Posteriormente, o delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2 x 2, sendo dois lotes (AV e BV) e duas
condi¢des de germinagdo (controle e déficit hidrico) com quatro repetigdoes. Os dados foram
submetidos a teste de normalidade quando necessario, e posteriormente foi realizada analise de
varidncia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
utilizando-se o software Sisvar (FERREIRA, 2011). Os resultados da analise estatistica podem

ser observados ao final do documento em caso de necessidade (APENDICE G).

9.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os lotes de sementes do gen6tipo BAF07 apresentaram diferenca significativa (p <0,05)
quanto a qualidade fisioldgica, onde o lote ndo envelhecido (AV) exibiu maior qualidade
fisiologica em relacdo ao lote envelhecido por dez dias (BV). A diferenca de resposta fisioldgica

do lote envelhecido por 5 dias (MV) foi evidenciada no percentual de germinagao em condigdes
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de déficit hidrico (Tabela 22). Esses resultados demonstram que o vigor estd diretamente
associado ao nivel de deterioracdo do lote de sementes, em que, lotes de menor vigor
apresentam menor capacidade de superar condi¢des de estresse abidtico (MARCOS-FILHO,

2015b).

Tabela 22 — Primeira contagem de germinacao (PCG) e germinacgdo de sementes do gen6tipo

BAFO07 com diferentes niveis de vigor (alto (AV), médio (MV) e baixo (BV))

Vigor PCG (%) Germinagdo (%)
Controle Déficit hidrico Controle Déficit hidrico
AV 73 aA 27 aB 92 aA 73 aB
MV 69 aA 24 aB 89 aA 60 bB
BV 51 bA 13 bB 79 bA 43 cB
CV 11,08 7,06

Legenda: Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Coeficiente de variagdo (CV). Fonte:
Elaborado pelo autor, 2023.

As diferengas na qualidade fisiologica dos lotes puderam ser confirmadas ao serem
analisados os resultados dos testes de desempenho de plantulas (comprimento de raiz (CR),
comprimento de hipocoétilo (CH), comprimento total (CT) e massa seca (MSP)). O lote de
sementes de alto vigor apresentou maior comprimento (raiz e plantula) e acimulo de massa em
ambas as condi¢des de avaliacdo (i.e., auséncia e presenga de déficit hidrico) e em ambos os

periodos avaliados (i.e., 4 e 7 dias de germinag¢do) (Tabela 23).
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Tabela 23 — Comprimento de raiz (CR), comprimento de hipocoétilo (CH), comprimento total
(CT) e massa seca de plantulas (MSP) avaliados nos periodos de 4 ¢ 7 dias de

germinac¢do em condigdes de auséncia de déficit hidrico (controle) e presenca de

déficit hidrico
4 dias
CR (cm pl'h CH (cm pl') CT (cm pl'h) MSP (mg pl")
Vigor Déficit Déficit Déficit Déficit
Controle hidrico Controle hidrico Controle hidrico Controle hidrico

AV 10,24 aA 4,29 aB 3,84 aA 1,37aB  14,08aA  5,63aB  24,07aA 13,12aB
MV 828bA  3,16bB 3,06 bA 1,13aB  11,34bA  429bB 19,83bA 10,55bB
BV 6,62 cA 2,68 cB 3,04 bA 1,07 aB 9,66 bA 3,73¢cB_ 16,78 cA 9,73 cB

CV 12,48 13,36 12,14 6,54
7 dias
CR (cm pl'h CH (cm pl'h) CT (cm pl') MSP (mg pl')
Vigor Déficit Déficit Déficit Déficit
Controle hidrico Controle hidrico Controle hidrico Controle hidrico

AV 16,16 aA 10,84aB  7,73aA  291aB 23,99aA 13,75aB 50,05aA 25,62 aB
MV 1423 bA  9,06aB  6,61bA  2,47aB  20,85bA 11,74aB 47,77aA 20,57 bB
BV 1294bA  8,17bB  583bA  221aB  18,77cA 10,39bB 41,16 bA 17,08 bB
Cv 7,26 11,55 6,82 9,06
Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Coeficiente de variagdo (CV). Fonte:
Elaborado pelo autor, 2023.

O comprimento total e a massa seca de plantulas sao varidveis positivamente associadas
ao vigor de sementes, o que as torna eficientes na segregacdo de lotes (FINCH-SAVAGE;
BASSEL 2016), sendo que esta associagdo ja havia sido observada em condigdes de déficit
hidrico para sementes de feijao (PADILHA; COELHO; SOMMER, 2022). Assim, se observa
um contraste bem estabelecido entre os lotes utilizados, sobretudo os lotes de alto vigor e baixo
vigor.

As varidveis comprimento total e massa seca de plantulas também estdo associadas
positivamente a maior capacidade de mobilizar as reservas presentes em endosperma
(ANDRADE; COELHO; PADILHA, 2019) e cotilédones (VERMA et al.,2015; EHRHARDT-
BROCARDO; COELHO, 2016). Essa associagao foi observada na mensuracao da redugao de
reservas dos cotilédones (RRC) onde, sementes de alto vigor apresentaram maior redugdo em
condig¢des de auséncia e presenca de déficit hidrico (Tabela 24), o que favoreceu a formacao de

plantulas de maior vigor (Tabela 23).
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Tabela 24 — Reducao de reservas de cotilédones (RRC) avaliados nos periodos de 4 ¢ 7 dias

de germinagao em condic¢des de auséncia de déficit hidrico (controle) e presencga de

déficit hidrico
4 Dias 7 Dias
Vigor RRC (mg cotilédone™!) RRC (mg cotilédone™!)
Controle Déficit hidrico Controle Déficit hidrico
AV 39,38 aA 18,67 aB 70,86 bA 29,48 aB
MV 32,54 bA 15,29 abB 67,36 abA 25,52 bB
BV 30,88 bA 11,03 bB 62,17 bA 22,55 bB
CV 13,01 9,48

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Coeficiente de variagdo (CV). Fonte:
Elaborado pelo autor, 2023.

O teor de prolina livre na auséncia de déficit hidrico ndo apresentou diferenca
significativa entre os lotes de sementes, independente do momento avaliado (i.e., 4 e 7 dias) e
partes da plantula (i.e., plantula e cotilédones). Contudo, durante o déficit hidrico, foi verificado
aumento do teor de prolina livre em plantula e cotilédones e nos dois momentos de avaliacao.
Os lotes de sementes de baixo vigor apresentaram maior concentragdo de prolina livre nas

estruturas da plantula e nos dois momentos avaliados (Figura 21).

Figura 21 — Teor de prolina livre em plantulas e em cotilédones durante a germinagado de

sementes de feijdo avaliados aos 4 e 7 dias em condicdes de auséncia e presenga de déficit

hidrico
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

O actimulo de prolina livre ¢ uma resposta bioquimica na célula em condigdes de
estresse abidtico, onde a prolina ¢ sintetizada a partir do glutamato (REJEB et al., 2014). A
prolina atua no ajuste osmotico protegendo as estruturas celulares durante a desidratacdo, assim
como, atua como molécula sinalizadora e antioxidante (SOARES et al., 2019; ZULFIQAR;

ASHRAF, 2021). Diferentes genotipos de feijdo apresentaram incremento do contetido de



135

prolina em condi¢des de estresse osmotico, demonstrando maior capacidade de tolerar o
estresse imposto (CHEN et al., 2016). Essa relagdo entre a maior concentragao de prolina livre
e o maior desempenho nao foi observada, visto que, sementes de baixo vigor apresentaram
desempenho inferior em déficit hidrico (Tabela 23). Como os lotes utilizados sdao do mesmo
genotipo, a maior concentracdo de prolina livre pode estar associada a menor capacidade de
superacao do estresse pelas sementes de baixo vigor.

Dessa forma, as plantulas originadas a partir de sementes de baixo vigor apresentaram
maior necessidade de produgdo deste aminoacido para realizar a regulacao osmética das células.
Resultados semelhantes foram obtidos por Padilha, Coelho ¢ Sommer (2022) onde sementes de
menor vigor apresentaram maior concentracdo de prolina, e essa maior produgdo resultou no
menor desempenho de plantulas devido ao gasto metabdlico necessario para a sua producao.

Aos quatro dias de germinacdo em condic¢des de déficit hidrico foi observado o aumento
do teor de malondialdeido (MDA) em plantulas e em cotilédones em relagdo ao controle,
indicando maior peroxidacao lipidica no estresse. Durante o déficit hidrico, o conteido de MDA
aumenta nos tecidos das plantulas como resultado do aciimulo de espécies reativas de oxigénio
que interagem com as membranas celulares (MITTLER, 2017). O aumento do contetdo de
MDA varia com a intensidade do estresse imposto € com a suscetibilidade de um gendtipo
(BEGUN et al., 2022). Sendo assim, o lote de sementes de baixo vigor por apresentar as maiores
concentracoes de malondialdeido, demonstrou maior suscetibilidade ao estresse imposto
(Figura 22a, Figura 22e), o que justifica o desempenho fisiologico observado (Tabela 22).
Marcos-Filho (2015b) ressalta que sementes com menor vigor possuem maior sensibilidade a
condig¢des adversas, dessa forma, o menor desempenho demonstrado pelas sementes de baixo
vigor durante o déficit hidrico resultou em maior peroxidagao lipidica nas plantulas formadas.

No quarto dia de germinacdo, as enzimas catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX)
e guaiacol peroxidase (GPX), apresentaram aumento nas plantulas em condicdo de déficit
hidrico em relagao ao controle, independente do lote de sementes utilizado (Figura 22b, Figura
22c, Figura 22d). As sementes de baixo vigor apresentaram maior atividade das enzimas CAT
e APX (Figura 22c, Figura 22d). Sarker e Oba (2018) demonstraram que quanto maior € o nivel
de estresse suportado por uma planta, maior ¢ a produgdo das enzimas associadas ao sistema
antioxidante, buscando controlar o dano oxidativo a partir do controle de espécies reativas de
oxigénio. Dessa forma, sementes de baixo vigor apresentaram maior necessidade de sintese das
enzimas relacionadas ao mecanismo antioxidante como alternativa para superacdo da condi¢ao
de estresse. Contudo, essa maior produ¢do ndo foi suficiente para manuten¢do da germinagao

ou desempenho de plantulas, como nos lotes de alto vigor e médio vigor, visto que o lote de
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baixo vigor apresentou o menor desempenho em todas as varidveis fisioldgicas (Tabela 22,

Tabela 23).

Figura 22 — Malondialdeido (MDA), guaiacol peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase (APX) e

catalase (CAT) avaliados aos 4 dias de germinagdo em plantula e cotilédones nas

condi¢des de presenga e auséncia (controle) de déficit hidrico. Médias seguidas de

mesma letra na condi¢ao de germinagao nao apresentam diferenca significativa entre
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Os resultados obtidos nos cotilédones mostraram que as atividades das enzimas APX,

GPX, e CAT nao foram responsivas ao déficit hidrico (Figura 22f, Figura 22g, Figura 22h).

Nos cotilédones o teor de prolina foi superior em sementes de baixo vigor (Figura 21b). As

sementes de alto vigor apresentaram maior atividade de CAT e GPX no déficit hidrico, o que

pode ter favorecido a menor peroxidacdo lipidica observada em cotilédones (Figura 22e),

permitindo a mobilizagdo de reservas para o eixo embrionario (Tabela 23). De acordo com

Zulfigar e Ashraf (2021), as enzimas antioxidantes favorecem o controle de espécies reativas

de oxigénio o que pode evitar, em certo nivel, a peroxidacao de lipidios.

A menor atividade antioxidante observada nos cotilédones aos quatro dias em déficit

hidrico em relacdo ao controle, pode estar relacionada a outros mecanismos antioxidantes

atuando nessa estrutura. Conforme Soares ef al. (2019), o sistema antioxidante ¢ complexo,

podendo ser enzimatico ¢ ndo enzimatico. Uma vez que na composi¢cdo quimica do feijao
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podem ser encontrados compostos fenolicos, tocoferol, carotenoides, aglicares e outros
componentes que apresentam atividade antioxidante (LOS et al., 2018), estes componentes
podem ter atuado na neutralizagdo das espécies reativas de oxigénio nao sendo necessaria a
sintese das enzimas APX, GPX e CAT nessa estrutura.

Considerando o teor de MDA, aos sete dias de germinacdo as sementes de baixo vigor
apresentaram maior teor em relagdo as sementes de alto e médio vigor em ambas as estruturas
avaliadas (Figura 23a, Figura 23¢). Em geral, a atividade das enzimas APX, GPX e CAT, foram
superiores em condigdes de déficit hidrico quando avaliadas em plantulas, e inferiores quando
avaliadas em cotilédones, corroborando os resultados obtidos em 4 dias. Da mesma forma que
a enzima APX aos 4 dias (Figura 21c¢), as sementes com médio e baixo vigor apresentaram
maior atividade dessa enzima aos 7 dias (Figura 23c), indicando maior necessidade de sintese

em lotes com qualidade fisiologica inferior quando submetidas a condi¢des de déficit hidrico.

Figura 23 — Malondialdeido (MDA), guaiacol peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase (APX)
e catalase (CAT) avaliados aos sete dias de germinacdo em plantula e cotilédones
em condicdes de presenca e auséncia de déficit hidrico. Médias seguidas de
mesma letra na condi¢ao de germinacao nao apresentam diferencga significativa

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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A deterioracdo de sementes esta diretamente associada com a produgao de espécies

reativas de oxigénio que resultam na perda da capacidade de protecao, redugdo da atividade
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enzimatica, peroxidacdo lipidica, consumo de reservas e dano ao material genético (EBONE;
CAVERZAN; CHAVARRIA, 2019). As sementes de menor vigor apresentam menor
desempenho e crescimento lento devido a maior necessidade de reparo de membranas,
mitocondrias e material genético, este resultante do dano ocorrido na deterioragao (MARCOS-
FILHO, 2015b). Assim, em uma condi¢do de estresse abidtico, sementes de menor vigor tem
menor desempenho devido a maior necessidade de reparo e, a maior suscetibilidade ao estresse
exigiu uma maior sintese de prolina (Figura 21), APX (Figura 23c, Figura 22b), GPX (Figura
23f) e CAT (Figura 22d), buscando-se evitar maior dano ao metabolismo durante a germinagao.

O acumulo de prolina e a atividade antioxidante pode ser variavel em diferentes
estruturas da planta (e.g., raiz, parte aérea ou cotilédones) (CHEN et al., 2016; VAN DOORN;
KETSA, 2014; VERMA et al., 2015). Considerando isso, os lotes de alto e baixo vigor foram
avaliados nas mesmas condi¢des quanto as diferentes estruturas (raizes e hipocdtilo) aos sete
dias de germinagdo, momento em que apresentaram o maior contraste de qualidade fisioldgica
(Tabela 22, Tabela 23).

Os resultados da peroxidagao lipidica por meio do MDA em raizes e no hipocétilo,
avaliados separadamente, foram semelhantes aos observados na plantula inteira (Figura 23a,
Figura 23b). O aumento do contetdo de MDA nas raizes e na parte aérea foi observado quando
as sementes foram submetidas ao déficit hidrico, sendo superior nas sementes de baixo vigor
(Figura 24a, Figura 24f). As enzimas avaliadas na parte aérea ndo apresentaram diferenca entre
os niveis de vigor das sementes, apenas o teor de prolina pode ser associado ao vigor, onde
sementes de menor vigor apresentaram maior concentragao de prolina (Figura 24e).

Em raizes, o aumento das enzimas GPX, APX e CAT foi observado para os lotes de alto
e baixo vigor, onde sementes de menor vigor apresentaram maior atividade dessas enzimas
(Figura 24g, Figura 24h, Figura 24i), e ainda, maior concentracdo de prolina (Figura 24j).
Conforme Ebone, Caverzan e Chavarria (2019), sementes com maior nivel de deterioragao
apresentam maior acimulo de espécies reativas de oxigénio, tornando necessaria a atuacao do
sistema antioxidante para realizar o seu controle. Assim, evidencia-se que a maior deterioragao
a qual o lote de baixo vigor foi submetido previamente aumentou os niveis de espécies reativas
de oxigénio nas sementes, tornando-as mais sensiveis ao déficit hidrico durante a germinagao,
sendo necessaria maior sintese de enzimas antioxidantes (Figura 24g, Figura 24h, Figura 241) e
outros componentes (Figura 24j) para evitar a peroxidagao lipidica (Figura 24f) e outros danos

as células.
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Figura 24 — Malondialdeido (MDA), guaiacol peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase
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Os resultados obtidos demonstram que a maior atividade antioxidante ndo esta associada

ao maior vigor do lote de sementes. As sementes de menor vigor apresentaram maior atividade

antioxidante, evidenciando a necessidade de sintese dessas enzimas para a superacao do estresse

abidtico imposto. Assim, essas sementes ja estavam mais suscetiveis devido a deterioragdo

realizada anteriormente, resultando em maior perda de germinacao (Tabela 22) e desempenho

de plantulas (Tabela 23). Dessa forma, verifica-se que a atuagao do sistema antioxidante durante

a germinag¢do em déficit hidrico ¢ dependente do nivel de vigor do lote de sementes. O

desempenho de plantulas formadas a partir de sementes de alto vigor, nessa condi¢do, €

determinado pela maior capacidade de hidrélise e mobilizagdo de reservas (Tabela 23, Tabela

24).
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9.5 CONCLUSAO

Sementes com diferencas de vigor quando submetidas a condi¢des de déficit hidrico
demonstraram respostas fisioldgicas e metabolicas distintas. As sementes de baixo vigor
apresentaram maior suscetibilidade ao déficit hidrico, demonstrando maior peroxidagao lipidica
em plantulas e os cotilédones. E a resposta antioxidante apresenta-se superior em sementes de

menor vigor.
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10 CAPITULO 8 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E O VIGOR DE SEMENTES DE
FEIJAO APOS ESTRESSE POR FRIO

10.1 RESUMO

A germinagdo de sementes ¢ um dos momentos criticos durante o processo de germinagao e,
condigdes de estresse por frio afetam o potencial de emergéncia e formagdo de plantulas nesse
momento. A resposta do vigor do lote de sementes contribui para a superagao de estresses
abioticos, dentre eles, o estresse por frio, contudo os mecanismos bioquimicos associados ao
potencial de superacgdo do estrese por frio por sementes de maior vigor € pouco estudado. Com
isso, o objetivo do presente estudo foi determinar as diferencas no sistema antioxidante vegetal
entre sementes com contraste no vigor para verificar a relagao entre o vigor do lote de sementes
e o sistema antioxidante. Foram utilizadas sementes dos genétipos BAF42, BAF44 ¢ BAF55
com niveis de vigor distinto, totalizando seis lotes de sementes as quais foram submetidas a
condi¢des de germinagdo e teste de frio a 5 °C. Apos o estresse por frio foram avaliados a
peroxidacdo lipidica, perdxido de hidrogénio, catalase, guaiacol peroxidase e ascorbato
peroxidase. Os resultados demonstram que sementes de maior vigor apresentam maior
capacidade de superacao do estresse por frio. Contudo, poucas alteragdes bioquimicas foram
observadas durante o estresse por frio. As avaliacdes apos a condig@o de estresse demonstraram
que as sementes de menor vigor apresentaram maior suscetibilidade ao estresse e formaram
plantulas com maior atividade antioxidante e maior peroxidagao lipidica. Com isso, conclui-se
que o sistema antioxidante avaliado ndo foi associado ao maior vigor do lote de sementes, sendo
outro mecanismo nado avaliado responsavel pela sua capacidade de superacao do estresse por

frio.

10.2 INTRODUCAO

O feijao ¢ uma cultura de extrema importancia na alimentagdo humana mundial, sendo
determinante como fonte de proteinas, carboidratos e minerais (NADEEM et al., 2021).
Processo produtivo da cultura apresenta diversos desafios, principalmente associados aos
estresses abioticos, os quais resultam em perdas no desempenho da cultura e na produgdo de
graos (LONE et al., 2021).

Dentre os aspectos que sao relevantes durante a producao da cultura do feijao, o uso de
sementes com qualidade ¢ determinante, a qual gera ganhos em produtividade (MONDO et al.,

2016). A qualidade de sementes ¢ determinada pelos parametros fisicos, fisioldgicos, genéticos
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e sanitarios, sendo o parametro fisioldgico (i.e., germinacdo e vigor) ¢ um dos mais estudados
na literatura, devido a sua importancia direta no sucesso do sistema produtivo (MARCOS-
FILHO, 2015b). O vigor ¢ uma caracteristica determinante em lotes de sementes, a qual
favorece a formagao de plantulas normais durante a germinagdo e emergéncia a campo em uma
ampla faixa de condi¢des ambientais (FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016).

Durante a emergéncia das plantulas a campo, diversos estresses abidticos podem ocorrer
e resultar em perdas de germinacao e emergéncia. Os estresses abiodticos, como salinidade, seca,
deficiéncia nutricional, baixas e altas temperaturas, resultam em perda de desempenho durante
o crescimento e desenvolvimento vegetal (ALI et al., 2022). Dentre esses, o estresse por frio €
um dos estresses que resultam na perda de produtividade, em que, durante o crescimento
diversas respostas fisiologicas, bioquimicas e moleculares sdo observadas, sendo que algumas
respostas sao associadas a capacidade de tolerancia das plantas ao estresse por frio (BHAT et
al., 2022).

Durante condig¢des de estresse por frio ocorre a redugdo da velocidade de germinagdo,
menor porcentagem de germinagdo e formacdo de plantulas com menor desempenho, sendo
que, as sementes de maior vigor apresentam melhor desempenho nessas condi¢cdes (SBRUSSI;
ZUCARELLI, 2014). A maior capacidade de sementes com maior vigor em superar condigdes
de estresse por frio € demonstrada para sementes de feijao (GINDRI et al., 2016), soja (KAYA
et al., 2016) e milho (SBRUSSI; ZUCARELLI, 2014). Entretanto, esses estudos nao
demonstram quais os mecanismos que favorecem o melhor desempenho de sementes de alto
vigor nessas condigdes.

Uma das principais respostas associados ao melhor desempenho de plantas em
condig¢des de estresse por frio € a maior atividade de enzimas associadas ao sistema antioxidante
(ALI et al., 2022). Durante condi¢des de estresse por frio (i.e., 0 - 15 °C) alteragdes como a
limitacdo da funcdo da membrana plasmatica devido ao aumento da sua rigidez, perda da
integridade das membranas e acumulo de espécies reativas de oxigénio (e.g., peroxido de
hidrogénio e radical superdxido) podem ocorrer (BHAT et al., 2022; LONE et al.,2021). Dessa
forma, o aumento da atividade antioxidante é necessdria para restaurar a homeostase e
consequentemente a atividade metabolica normal (MITTLER, 2017).

A maior atividade antioxidante foi associada a maior capacidade germinativa de
linhagens de milho tolerantes a estresse por frio, indicando a sua associa¢do com a tolerancia a
esse estresse (MENG et al., 2022). Resultados semelhantes forma observados por Freitas et al.,
(2018), em que, sementes de arroz com maior tolerancia a estresse por frio apresentaram menor

peroxidacao lipidica e maior atividade antioxidante (e.g., Catalase ¢ Guaiacol Peroxidases),
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favorecendo o desempenho nessas condi¢des. Com isso, a resposta fisiologica superior de
sementes de maior vigor submetidas a condi¢des de estresse por frio pode estar associada a
maior atividade antioxidante o qual favorece o melhor desempenho apds serem submetidas a
condigdes de estresse por frio.

Com isso, o objetivo do presente estudo foi avaliar a resposta fisiolégica de sementes
com contraste no vigor durante condi¢des de estresse por frio, buscando identificar a associagao

entre o vigor do lote de sementes e o sistema antioxidante vegetal.

10.3 MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do experimento foram utilizadas as sementes do gendtipo BAF42,
BAF44 ¢ BAFS55 os genotipos sdo originalmente pertencentes ao banco ativo de germoplasma
de feijao (BAF) do Centro de ciéncias Agroveterinarias (CAV) da Universidade do Estado de
Santa Catarina (UDESC). Os genotipos utilizados foram selecionados considerando as suas
caracteristicas de qualidade fisiolégica (EHRHARDT-BROCARDO; COELHO, 2016).

Os lotes dos gendtipos foram produzidos na safra 2020/2021 no municipio de Lages,
Santa Catarina, Brasil, na area experimental do CAV-UDESC. Apos a colheita o lote de
sementes passou pelo processo de limpeza e padronizacdo. Para cada genotipo, o lote de
sementes obtido foi segregado em dois niveis de vigor utilizando envelhecimento artificial a
partir da metodologia de envelhecimento acelerado em solucao salina saturada (JIANHUA;
McDONALD, 1997). O lote envelhecido foi mantido pelo periodo de sete dias em camara de
envelhecimento em temperatura de 41 °C. Apds os sete dias, as sementes foram removidas das
caixas plasticas e submetidas a secagem em estufa de circula¢do de ar forcado até atingirem
grau de umidade de 12 - 13%. Com isso obteve-se dois lotes de sementes para cada gendtipo,
sendo: 42L.1,44L1 e 55L1 como lotes com alto vigor, os quais nao foram envelhecidos e; 4212,
4412 e 55L2 como lotes de sementes com baixo vigor, os quais foram envelhecidos.

A qualidade fisiologica foi determinada pelo teste de germinagao e teste de frio. O teste
de germinagdo foi conduzido com quatro repetigdes de 50 sementes, em que, essas foram
dispostas em papel filtro umedecidos com agua destilada na proporg¢ao de 2,5 mL de dgua por
grama de papel seco e confeccionados na forma de rolo de papel. Os rolos de papel foram
mantidos em germinador na temperatura de 23 + 2 °C em escuro. Aos quatro dias de germinagao
foi realizada a primeira contagem de germinagdo (PCG) e, aos sete dias foram determinadas a
porcentagem final de germinacdo, o numero de plantulas anormais € sementes mortas

(BRASIL, 2009).
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Para o teste de frio, quatro repeticdes de 50 sementes foram dispostas em papel filtro
previamente umedecidos com agua destilada na propor¢do de 2,5 mL de agua por grama de
papel seco e dispostos em forma de rolo de papel dentro de uma biological oxygen demand
(BOD) na temperatura de 5 + 0,3 °C por 7 dias. Apds o periodo de incubacao na condicao de
frio, os rolos de germinacao foram realocados em germinador tipo Mangelsdorf em temperatura
de 23 £ 2 °C em escuro. As contagens foram realizadas da mesma forma que o teste de
germinagao.

A resposta fisioldgica do vigor de sementes apos a submissao das sementes a condi¢ao
de estresse por frio foi realizada na mesma condi¢do do teste de frio e as avaliagdes
determinadas na saida do estresse por frio (i.e., 7 dias ap0ds a incubagao no teste de frio) e aos 4
dias ap6s serem realocados em germinador Mangelsdorf conforme descrito anteriormente. O
processo de sele¢do das amostras e avaliagdes estdo descritos na Figura 25.

A avaliacdo do desempenho das plantulas foi realizada conforme demonstrado na Figura
25, em que, 15 sementes foram dispostas no terco superior do papel toalha previamente
umedecido com 2,5 mL de 4gua por grama de papel seco e dispostos em forma de rolo de papel
dentro de uma biological oxygen demand (BOD) na temperatura de 5 + 0,3 °C por 7 dias. Apos
o periodo de incubagdo na condicdo de frio, os rolos de desempenho de plantulas foram
realocados em germinador tipo Mangelsdorf em temperatura de 23 + 2 °C em escuro e, no
quarto dia foram avaliados o comprimento de raiz (CR), hipocotilo (CH) e total (CT) das
plantulas normais formadas (i.e., plantulas que apresentavam todas as estruturas esséncias e
auséncia de anomalias). Para determinar o comprimento das plantulas foi utilizado um
paquimetro digital, apds mensuradas as plantulas foram secas em estufa a 80 °C por 24 h para

determinagdo da massa seca total (MST) (NAKAGAWA, 1999).
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Figura 25 — Procedimento de execucdo para determinar a resposta fisioldgica de sementes sob
condigdes de estresse por frio € apos a submissao por estresse por frio.
Malondialdeido (MDA); Peréxido de hidrogénio (H>O»); Catalase (CAT);
Ascorbato peroxidase (APX); guaiacol peroxidase (GPX); massa seca de plantulas

(MSP); comprimento de raiz (CR); comprimento de hipocoétilo (CH); comprimento

total (CT)
t b ¥ _]—-\ Avaliacio de:
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A avaliagdo de malondialdeido (MDA), peroxido de hidrogénio (H202), ascorbato
peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPX) e catalase (CAT) foram realizadas no momento
de saida do estresse por frio em eixo embrionario e aos quatro dias apos a submissao ao estresse
por frio em plantulas normais formadas conforme demonstrado na Figura 25.

O extrato enzimatico obtido de cada repeticao biologica foi realizado utilizando 200 mg
de amostra fresca e macerado em almofariz com 5 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM,

pH 7,2; contendo 1 mM de EDTA, 3 mM de DTT e 1% PVP (AZEVEDO et al., 1999).
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A determinagdo de APX foi realizada conforme descrito por Nakano e Asada (1981),
com modificag¢des, em que, o meio de incubagdo foi realizado utilizando 700 pl de tampao
fosfato de potassio S0 mM pH 7,2; 100 puL de solucao de acido ascorbico 5 mM e; 100 pL de
solucao de perdxido de hidrogénio 1 mM, sendo a reagado iniciada com a adi¢ao de 100 uL de
extrato enzimatico. A leitura foi realizada em 290 nm, pelo periodo de 60 s. Uma unidade de
ascorbato peroxidase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para realizar a
oxidagdo de 1 uM de ascorbato por minuto.

Para a quantificacao GPX foi realizada utilizando guaiacol como substrato (NAKANO;
ASADA, 1981), realizada conforme procedimento de Simdes et al. (2015) com alteragdes, em
que, o meio de incubagdo foi realizado utilizando 700 pl de tampao fosfato de sddio 200 mM,
pH 6,5; 100 pL de guaiacol 40 mM e 100 pl de perdxido de hidrogénio 10 mM e, a reagdo foi
iniciada adicionando 100 pL de extrato enzimatico. A leitura foi realizada em 470 nm pelo
periodo de 30 s. Uma unidade de guaiacol peroxidase foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para realizar a formagdo de 1 pM de tetraguaiacol por min.

Para a quantificagdo de CAT foi realizada utilizado procedimento proposto por Aebi
(1984) com alteracdes, em que, o meio de incubagdo foi realizado utilizando 2000 pl de tampao
fosfato de potassio 100 mM, pH 7,2; 800 uL de peroxido de hidrogénio 65 mM e 200 ul de
extrato enzimatico. A leitura foi realizada em 240 nm pelo periodo de 120 s. Uma unidade de
enzima foi definida como a quantidade de enzima necessaria para realizar a degradagdo de 1
uM de peroxido de hidrogénio por min.

As enzimas avaliadas foram apresentadas em unidades de enzima por miligrama de
proteina (U mg™), sendo essa determinada conforme descrito por Bradford (1976).

O malondialdeido foi determinado conforme procedimento descrito por Hodges et al.,
(1999). Foram utilizados 50 mg de amostra macerada em 1,5 mL de alcool 80% (v/v) as quais
foram maceradas em almofariz e centrifugadas. A quantificacdo foi realizada utilizando 1 mL
de extrato propriamente diluido e 1 mL de solucao de acido tricloroacético (TCA) 20% (p/v)
contendo 0,65% (p/v) de acido tiobarbiturico (TBA) e 0,01% (p/v) hidroxitolueno butilado
(BHT). A reacao foi mantida em banho maria a 95 °C por 25 min e as leituras realizadas em
440, 532 e 600 nm, e posteriormente calculadas conforme especificado em Hodges et al. (1999).

A determinacao do peroxido de hidrogénio foi realizada conforme descrito por Alexieva
et al., (2001) com modificacdes. S0 mg de amostra previamente macerada foi homogeneizada
em 2,5 mL de TCA 0,1% (p/v) e posteriormente centrifugado. Para a leitura foram utilizados
0,5 mL de sobrenadante e adicionados 0,5 mL de tampao fosfato de potassio (pH 7,0) 50 mM

e adicionado 1 mL de iodeto de potassio (KI). As amostras ficaram em repouso por 30 min no
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escuro e posteriormente realizada a leitura a 390 nm. O teor de perdxido de hidrogénio foi
determinado a partir de uma curva padrao.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial
2 x 3, sendo, dois niveis de vigor (i.e., alto vigor e baixo vigor) e trés genotipos (i.e., BAF42,
BAF44 ¢ BAF55) com quatro repeti¢cdes. Os dados foram submetidos a teste de normalidade
quando necessario e posteriormente realizada a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Na segunda etapa a caracterizagao dos
lotes quanto ao seu vigor foi realizado por analise de agrupamento (cluster) e as analises de
componentes principais realizadas conforme o agrupamento obtido. As andlises estatisticas
foram realizadas utilizando o Software R (R CORE TEAM, 2022). Os resultados da andlise
estatistica podem ser observados ao final do documento em caso de necessidade (APENDICE

H).

10.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstram efeito significativo para o genotipo e para o nivel
de vigor para as variaveis fisiologicas avaliadas (Apéndice H).

Os lotes de sementes com maior vigor de todos os genotipos utilizados, apresentaram
maior qualidade fisiologica quando avaliado durante o teste de germinagdo, demonstrando
maior porcentagem de primeira contagem de germinagdo (PCGQG) e, para a varidvel plantulas
normais (PN) apenas o genotipo BAF55 apresentou valores semelhantes ao lote de baixo vigor
(Tabela 1). Resultado semelhante foi verificado para a resposta do vigor do lote de sementes no
teste de frio, em que, os lotes de sementes de maior vigor dos gendtipos utilizados apresentaram
maior velocidade de germinagdo (PCG) e maior porcentagem de plantulas normais (PN) apds
a submissdo ao teste de frio. Consequentemente, os lotes de sementes de menor vigor

apresentaram porcentagem de plantulas anormais superior aos lotes de alto vigor (Tabela 25).
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Tabela 25 — Primeira contagem de germinagao (PCQG), plantulas normais (PN), plantulas
anormais (PA) e sementes mortas (SM) dos lotes de sementes dos genotipos
BAF55, BAF44 ¢ BAF42 com contraste no vigor dos lotes utilizados em

condig¢des de auséncia de frio e apds estresse por frio

PCG PN PA SM PCGerio PNErio PAFio SMEio

Lote %
BAF55
Alto (55L1) 85a 95a 6a 0 87 a 90 a 10b la
Baixo (55L2) 66 b 91 a 9a 0 54 b 71b 27a 2a
BAF44
Alto (44L1) 58 a 89 a I1b 0 S51a 68 a 17b 16 b
Baixo (44L2) 45b 84 b 17 a 0 21b 39b 37 a 25a
BAF42
Alto (42L1) 8la 96 a 5b 0 85a 88 a 12b Oa
Baixo (42L.2) 54 b 88 b 12 a 0 54 b 73 b 25a Ja
Cv 7,42 3,14 29,11 - 14,78 8,83 24,28 45,76

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna nio diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade (p > 0,05). Coeficiente de variagao (CV). Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A resposta fisioldgica do vigor do lote de sementes sob diferentes condigdes de
germinagdo ¢ conhecida, e o melhor desempenho ¢ em geral observado para as sementes com
maior vigor, as quais demonstram maior velocidade e porcentagem de germinacdo (FINCH-
SAVAGE; BASSEL, 2016). Essa resposta foi confirmada no presente estudo, e todos os lotes
envelhecidos artificialmente apresentaram menor qualidade fisioldgica em relagdo aos lotes nao
envelhecidos. Segundo Xing et al. (2023) o vigor ¢ intimamente relacionado ao processo de
deteriora¢do do lote de sementes, o qual gera diversas alteragdes morfoldgicas, fisiologica,
metabolicas e genéticas, as quais geram perda de germinacdo e vigor. Nesse sentido, o
procedimento de envelhecimento artificial simulou uma condi¢do de deterioracao a qual
permitiu que a germinacdo se manteve superior a 80% e apresentou diferencas mais acentuadas
no vigor do lote de sementes (Tabela 25). Dessa forma, o modelo de estudo apresenta-se como
aceitavel, visto que, segundo Marcos-Filho (2015b) ¢ importante que em estudos sobre o vigor
de sementes os lotes tenham germinacao semelhante, mas diferengas efetivas no vigor, avaliado
por testes fisiologicos.

Considerando o efeito de genotipo observado, o gendtipo BAF44 apresentou a menor
qualidade fisiologica entre os lotes de alto vigor, apresentando menor porcentagem de primeira
contagem de germinacdo (PCG) em ambas as condi¢gdes e menor porcentagem de germinacao
(PN) na condi¢ao de estresse por frio, indicando a menor qualidade fisiologica do lote de

sementes do gendtipo BAF44 quando comparado ao BAF42 ¢ BAFS55 (Tabela 25). Esses
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resultados eram esperados visto que segundo Ehrhardt-Brocardo e Coelho (2016) e Gindri et
al. (2016) o gendtipo BAF44 apresenta baixo potencial para producdo de sementes de
qualidade. Dessa forma, o efeito genotipo estd associado a menor qualidade fisiologica inicial
observada.

A influéncia do vigor do lote de sementes dos gendtipos utilizados se estende para a
avaliagdo do desempenho das plantulas apos a submissdo pelo teste de frio, em que todos os
lotes de sementes caracterizados como de alto vigor, apresentaram melhor desempenho de
plantulas (i.e., comprimento e massa seca de plantulas) quando comparados aos lotes

envelhecidos artificialmente (Tabela 26).

Tabela 26 — Desempenho de plantulas aos quatro dias ap6s a condigao de estresse por frio por
sete dias a 5 °C, demonstrando o comprimento de raiz (CRgro), hipocétilo
(CHprio), total (CTrrio) € massa seca de plantulas (MSPgrio) para os lotes dos
genotipos BAF55, BAF44 ¢ BAF42 com contraste no vigor

CRFrio CHFrio CTFrio MSPFrio
Vigor e mm plantula’! ---------- mg plantula’!

BAFS55

Alto (55L1) 87,42 a 42,02 a 129,64 a 29,79 a

Baixo (55L2) 48,48 b 29,90 b 78,38 b 18,96 b
BAF44

Alto (44L1) 37,62 a 28,25 a 65,88 a 20,78 a

Baixo (44L2) 27,76 b 27,68 a 55,44 b 17,75 a
BAF42

Alto (42L1) 71,94 a 37,39 a 109,34 a 2285a

Baixo (42L2) 55,340 33,03b 88,37b 17,96 b

CvV 17,29 10,75 14,00 18,65

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna nio diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade (p > 0,05). Coeficiente de variagdo (CV). Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A resposta do vigor do lote de sementes em relacdo a formagdo de plantulas com
desempenho superior durante a germinacao ¢ explicada pela maior capacidade de mobilizacdo
de reservas dos lotes de maior vigor (PADILHA; COELHO; ANDRADE, 2020; ANDRADE;
COELHO; PADILHA, 2019), em que, pelo fato das sementes de menor vigor apresentarem
maior nivel de deterioracao, o processo de reparo de membranas, DNA e RNA ¢ retardado,
resultando em menor velocidade de germinagdo e consequentemente desempenho das plantulas
(MARCOS-FILHO, 2015b). Nesse contexto, ¢ possivel afirmar que mesmo ap6s a condi¢ao de
estresse por frio, essa relagdo foi verificada, e as sementes de maior vigor apresentaram maior
capacidade de mobilizar reservas e formar plantulas com maior massa seca e comprimento

(Tabela 26).
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Com os resultados fisiologicos obtidos, ¢ possivel afirmar que as sementes de maior
vigor apresentam maior capacidade de superagdo do estresse por frio imposto, gerando maior
numero de plantulas normais (Tabela 25), assim como, plantulas com maior desempenho
(Tabela 26).

Para as variaveis catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), guaiacol peroxidase
(GPX) e malondialdeido (MDA) avaliados em eixo embrionario na saida do estresse por ftio,
nao foi verificado o efeito de gendtipo, sendo verificado apenas efeito de vigor para a enzima
CAT (Apéndice H).

O genotipo BAFS5 de alto vigor (55L1) apresentou maior atividade de CAT na saida do
estresse por frio, indicando uma possivel associag¢do entre o nivel de vigor de lote de sementes,
e a capacidade de superagdo do estresse por frio (Tabela 27). Para os genotipos BAF44 e
BAF42, nao foram verificadas diferencas entre a atividade de catalase, independentemente do
nivel de vigor.

Para o peroxido de hidrogénio (H202) os lotes de sementes com maior vigor do genotipo
BAF55 e BAF44 apresentaram menor concentracdo e, para o genotipo BAF42 ndo foi
verificada diferenca significativa entre o nivel de vigor, indicando influéncia do gendtipo no
acumulo de H>O» durante por estresse por frio (Tabela 27).

A avaliacdo das plantulas produzidas ap6s a condicao de estresse por frio demonstra que
as plantulas produzidas por sementes de baixo vigor dos genotipos BAF44 ¢ BAF42
apresentaram maior atividade de CAT e, ndo houve diferenca significativa para os lotes do
gendtipo BAFSS5. Para a enzima APX, para todos os gendtipos avaliados, o lote de baixo vigor
apresentou maior atividade nas plantulas. E para a enzima GPX a maior atividade foi observada
em plantulas originadas por sementes de baixo vigor dos lotes de sementes do gendtipo BAF55
e BAF42 (Tabela 27).

A maior peroxidacdo lipidica (MDA) foi observada para as plantulas originadas por
sementes de menor vigor de todos os gendtipos avaliados e; a maior concentracao de H,O; foi
observada em plantulas originadas por sementes de menor vigor do gendtipo BAF55 (Tabela
27). Esse resultado pode estar associado a maior suscetibilidade de sementes de menor vigor ao
serem submetidas a condi¢gdes de estresse abidtico. Segundo Xing et al., (2023) lotes de
sementes deteriorados apresentam maior acumulo de espécies reativas de oxigénio, as quais
resultam em dano em proteinas, lipideos e material genético, resultando em perda de vigor e
consequentemente desempenho. Nesse contexto, a maior suscetibilidade das sementes de
menor vigor ao estresse resultou em maior peroxidagado lipidica ap6s a submissdo a condigado

de estresse por frio (Tabela 27).
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Tabela 27 — Catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPX) e
malondialdeido (MDA) avaliados em eixo embrionario apds o estresse por frio
por 7 dias a 5 °C (Apos o Estresse) e aos 4 dias de germinagao apos o estresse
por frio por 7 dias a 5 °C (4d apo6s o estresse) dos genotipos BAFSS5, BAF44 e

BAF42 com contraste no vigor dos lotes utilizados

Ap0s o estresse por frio

Vigor CAT APX GPX MDA H,0,
U mg! proteina nmol mL"! ug g! FW
BAF55
Alto (55L1) 5,08 a 13,92 a 0,60 a 0,83 a 3,55b
Baixo (55L2) 4,08 b 14,55 a 0,57 a 0,78 a 511 a
BAF44
Alto (44L1) 4,46 a 12,67 a 0,58 a 0,81 a 486b
Baixo (44L2) 405a 13,32 a 0,59 a 0,80 a 5,90 a
BAF42
Alto (42L1) 4,47 a 15,78 a 0,59 a 0,77 a 5,13 a
Baixo (42L2) 3,88a 13,33 a 0,62 a 0,83 a 4,89 a
8% 12,40 28,40 36,15 6,21 7,69
4d apos o estresse
Lote CAT APX GPX MDA H>0,
U mg! proteina nmol mL"! ug g! FW
BAF55
Alto (55L1) 7,37 a 642,12 b 834,58 b 0,94 b 6,96 b
Baixo (55L2) 7,86 a 861,81 a 1012,05 a 1,36 a 9,19a
BAF44
Alto (44L1) 7,89 b 948,67 b 1175,58 a 1,35b 11,48 a
Baixo (44L2) 9,18 a 119342 a 1154,04 a 1,63 a 13,90 a
BAF42
Alto (42L1) 7,59 b 709,90 b 938,86 b 1,09b 8,98 a
Baixo (42L2) 9,81a 906,96 a 111234 a 1,31a 11,01 a
CV 7,60 12,65 9,48 13,15 17.23

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna nio diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade (p > 0,05). Coeficiente de variagdo (CV). Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A maior atividade antioxidante, em geral, observada em plantulas originadas por
sementes de menor vigor apds a passarem pela condi¢do de frio por 5 °C pode ser o resultado
da maior concentragdo de H>O; na saida do estresse por frio (Tabela 27), em que, foi necessaria
a maior sintese dessas enzimas para evitar o dano oxidativo apos as sementes serem submetidas
a temperatura adequada (i.e., 23 £ 2 °C). Segundo Bhat ef al., (2022) em condigdes de estresse
por frio o aumento das espécies reativas de oxigénio exige que o metabolismo vegetal sintetize
enzimas relacionadas ao sistema antioxidante buscando reestabelecer a homeostase. Dessa
forma, as plantulas originadas por sementes de menor vigor, por sofrerem maior dano devido
ao acumulo de H>O», necessitaram de maior sintese das enzimas CAT, APX e GPX (Tabela 27)

para realizar o controle do H>O2 e desempenhar as fungdes vitais mesmo sobre condi¢des 6timas
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(i.e., 23 £ 2 °C) de temperatura, entretanto, produziram plantulas de menor desempenho (Tabela
26).

Considerando o efeito gendtipo observado nos resultados fisiologicos (Tabela 25) o
agrupamento dos lotes de sementes foi realizado considerando a qualidade fisiologica do lote,
independente do genotipo, com isso, dentre os lotes ndo envelhecidos, o lote de sementes do
gendtipo BAF44 (44L1) apresentou baixo vigor e apresenta menor vigor em relagdo aos lotes
dos genotipos BAF55 (55L1) e BAF42 (42L1). Considerando isso, a caracterizagao da
qualidade fisiologica realizada pela analise de agrupamento demonstra dois grupos de vigor,
sendo 55L1 e 42L1 caracterizados como de alto vigor e; 4212, 44L1, 44L2 e 55L2,

caracterizados como de baixo vigor (Figura 26).

Figura 26 — Agrupamento dos lotes utilizados considerando os parametros fisioldgicos

demonstrados na Tabela 1
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A andlise de componentes principais (ACP) dos grupos de vigor obtidos a partir dos
lotes de sementes utilizados, demonstra que os lotes de sementes com maior vigor apresentam
associagdo positiva entre as varidveis, primeira contagem de germinacdo do teste de frio
(PCGF), germinacao no frio (GF), comprimento de hipocoétilo (CH), comprimento de raiz (CR),
comprimento total (CT) e massa seca de plantulas (MSP) em relagdo as sementes de menor

vigor e; as sementes de maior vigor apresentam menor porcentagem de sementes mortas (SMF),
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plantulas anormais formadas (PAF) e menor concentragdo de H20O2 no eixo embrionario das

sementes na saida do estresse por frio (Figura 27a).

Figura 27 — Analise de componentes principais demonstrando a associa¢ao entre os
parametros fisioldgicos e bioquimicos com os grupos de vigor formados pela
andlise de agrupamento, considerando as avalia¢cdes no eixo embrionario na saida
do estresse por frio (a) e em plantulas avaliadas quatro dias apos a condigao de

estresse por frio (b)

b)

CP1 (54.96%) CP1 (72.62%)

Lote IZ| Alto [; Baixo Lote B Alto L Baixo

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Nesse sentido as sementes de menor vigor por apresentarem maior concentragdo de
H>0> em relagdo as sementes de maior vigor na saida do estresse por frio formaram plantulas
com maior quantidade de anomalias, sendo que essas variaveis estdo correlacionadas entre si
(Figura 27a). Em condicdes de estresse por frio ocorre o aumento da concentracdo de H>O>
(LONE et al.,2021; FREITAS et al., 2018). O H>O; ¢ uma molécula que pode ser toxica quando
em altas concentracdes, sendo que pode resultar em dano em proteinas e material genético,
assim como, ¢ precursora do radical hidroxila, o qual resulta em peroxidagao lipidica e outros
danos celulares (MITTLER, 2017). Nesse sentido, a maior concentragdo de H>O» observada na
saida do estresse resultou em danos que causaram a mortalidade de sementes e anormalidade
ao serem submetidas a temperatura de 23 °C (Tabela 25).

As enzimas APX e GPX, ndo apresentaram associa¢do com o nivel de vigor do lote de
sementes na saida do estresse por frio, dessa forma, essas enzimas ndo apresentam relagdo com

o melhor desempenho de sementes e plantulas demonstrado pelas sementes de maior vigor
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(Figura 27a). Entretanto, a enzima CAT demonstrou associagdo positiva com o nivel de vigor
do lote de sementes, em que os lotes com maior vigor (i.e., S5L1 e 42L.1) apresentaram melhor
desempenho e menor concentragao de peroxido de hidrogénio no eixo embrionario (Figura
27a). As enzimas APX, GPX e CAT possuem como fun¢ao a degradagao do H>O» favorecendo
a superacao de estresses abidticos, contudo, ¢ dependente das espécies, intensidade de estresse
imposto e da estrutura avaliada (VAN DOORN; KETSA, 2014; DREYER; DIETZ, 2018).
Dessa forma, durante o periodo de frio a 5 °C a enzima CAT demonstrou-se como a de maior
importancia para a superacao deste estresse.

A andlise de componentes principais evidencia a maior necessidade de sintese de
enzimas CAT, APX e GPX por plantulas produzidas por sementes de menor vigor durante a
germinagdo, as quais foram negativamente associadas ao maior vigor do lote de sementes
(Figura 27b). A maior suscetibilidade das sementes de menor vigor a condi¢do de estresse por
frio imposta anteriormente resultou em maior numero de plantulas anormais (PAF) e sementes
mortas (SMF), assim como, as plantulas normais formadas apresentaram maior peroxidacao
lipidica (MDA) e H2O2 o que gerou a necessidade de sintese das enzimas CAT, APX e GPX
para controle de espécies reativas de oxigénio e manter a atividade metabolica e crescimento
(Figura 27b). De forma semelhante, Freitas et al., (2018) verificaram aumento do H2O2 em
condig¢des de estresse por frio e consequentemente o aumento da atividade de CAT e GPX. Com
1Ss0, essa resposta em sementes de menor vigor ¢ uma forma de alcancar a homeostase vegetal.

O melhor desempenho das plantulas de maior vigor apds serem submetidas por estresse
por frio € evidenciado na correlagdo positiva entre o maior vigor e os pardmetros de crescimento
(i.e., CR, CH, CT e MST), assim como, na maior germinacao (GF) e velocidade de germinagao
(PCGF) (Figura 27b) e, o sistema antioxidante avaliado ndo apresentou associacdo com o
crescimento da plantulas de maior vigor apds serem submetidas a condigdo de estresse por frio,
indicando menor necessidade de sintese das enzimas para manter a homeostase. A auséncia de
associacao entre o desempenho de plantulas durante a germinagdo e o sistema antioxidante foi
destacado por Sharma et al., (2022) em sementes de trigo. Dessa forma, sugere-se que a menor
atividade antioxidante observada em sementes de maior vigor ¢ o resultado do menor dano
fisioldgico sofrido durante a deterioragdo e estresse por frio imposto, sendo necessaria a menor
sintese dessas enzimas para alcangar a homeostase vegetal em relacdo a sementes de menor
vigor.

Nesse sentido, lotes de sementes com menor vigor apresentam maior necessidade de
atuacdo do sistema antioxidante apos a condicao de estresse imposta e, o melhor desempenho

de plantulas e capacidade de superar a condi¢ao de estresse por frio pelas sementes de maior
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vigor estd associada a maior mobilizacao de reservas (Tabela 26) e atividade da enzima catalase

na saida do estresse por frio (Figura 27a), respectivamente.

10.5 CONCLUSAO

A atividade da enzima catalase em eixo embrionario apresenta associacdo com o maior
vigor do lote de sementes em condic¢des de estresse por frio, realizando o controle de peroxido
de hidrogénio no eixo embrionario.

Apds a condigdo de estresse por frio as sementes de maior vigor apresentam menor
atividade antioxidante (i.e., APX, CAT e GPX) e dano fisiologico (i.e., MDA), e menor

necessidade de sintese dessas enzimas para estabelecer a homeostase celular.
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11 CAPITULO 9 - RESPOSTA FISIOLOGICA E ANTIOXIDANTE DO VIGOR DE
SEMENTES DE FEIJAO DURANTE A GERMINACAO SOB CONDICOES DE
ESTRESSE SALINO

11.1 RESUMO

O estresse salino ¢ um dos mais presentes nas areas agricultaveis de regides tropicais e
subtropicais. Esse estresse resulta em perdas na germinagdo, emergéncia, desenvolvimento
lento e consequentemente perda de produtividade. Durante essas condi¢des diversas alteragdes
morfoldgicas e bioquimicas ocorrem nas plantulas buscando superar essa condi¢do adversa.
Nesse sentido o uso de sementes de maior potencial fisioldgico pode favorecer a superacao
desse estresse durante a emergéncia. Com isso o objetivo do presente estudo foi avaliar como
o vigor do lote sementes contribui para a superagdo do estresse salino, buscando identificar a
associac¢do do sistema antioxidante com o vigor do lote de sementes. Foram utilizadas sementes
do gendtipo BAF55 com dois niveis de vigor. As sementes foram submetidas a germinagdo em
condi¢des de auséncia de estresse (0 mmol L' de cloreto de sédio (NaCl), 75 mmol L' e 150
mmol L' de NaCl na solugdo durante a germinagido. Aos cinco dias foram avaliadas as
alteragcdes morfoldgicas e desempenho de plantulas, assim como as alteragcdes nas enzimas
catalase, ascorbato peroxidase, guaiacol peroxidase, prolina, malondialdeido e perdxido de
hidrogénio. Verificou-se aumento da atividade antioxidante com os estresses impostos, com
auséncia de diferenca significativa entre o nivel de vigor, exceto na condi¢do de 75 mmol L!
no hipocétilo das plantulas e, para prolina na condi¢io de 150 mmol L™! em que o baixo vigor
apresentou maior concentracdao. Conclui-se que as plantulas produzidas por sementes de maior
vigor ndo apresentam maior atividade antioxidante em condicdes de estresse salino, ndo sendo

essa a resposta bioquimica que explica o melhor desempenho das plantulas nessa condicao.

11.2 INTRODUCAO

A cultura do feijao (Phaseolus vulgaris L.) apresenta-se como umas das principais
espécies de Phaseolus a qual ¢ cultivada mundialmente e, apresenta-se como uma determinante
fonte de proteinas, carboidratos, vitaminas, minerais e antioxidantes para a alimentagdo humana
(NADEEM et al., 2021). Considerando que a cultura ¢ cultivada mundialmente, um dos
principais aspectos estudados € a resposta da cultura a estresses abioticos (e.g., estresse hidrico,

estresse por calor e estresse salino), sendo o estresse salino presente em diversas regides



157

produtoras resultando em perdas de desempenho vegetativo e consequentemente producao
(NADEEM et al., 2019b; KHATAAR et al., 2018).

O processo de germinacdo e emergéncia ¢ um dos pontos mais criticos durante o
processo de producao devido as condigdes de estresse abidtico que podem ocorrer neste
momento (MARCOS-FILHO, 2015b). Um dos aspectos determinantes para o sucesso do
sistema produtivo € o uso de sementes de maior qualidade fisiologica (i.e., germinagao e vigor),
favorecendo o estande de plantulas e posterior produtividade (EBONE; CAVERZAN;
CHAVARRIA, 2019; CAVERZAN et al., 2018). Dentre os aspectos associados ao melhor
desempenho de sementes de maior vigor, a mobilizacdo de reservas apresenta-se como um
ponto determinante, favorecendo a formagdo de plantulas com desempenho superior
(ANDRADE; COELHO; PADILHA, 2019; CHENG et al., 2018).

Durante a germinagdo em condigdes de estresse salino, ocorre a redugdo da velocidade
de germinagdo, porcentagem de germinacao e desempenho das plantulas de feijao (ALSAEEDI
et al.,2017), sendo o resultado da restri¢do osmotica e do acamulo de ions Na* e Cl nos tecidos
das plantas, resultando em efeito toxico (ALZAHRANI et al., 2019). Contudo, mesmo em
condicdes de estresse salino durante a germinagdo o uso de sementes com maior qualidade
fisiologica favorece a superacao de condi¢des de estresse salino, a partir da maior germinagao,
mobilizacdo de reservas e desempenho das plantulas (PADILHA; COELHO; SOMMER,
2022).

Em condigdes de estresse salino, ocorrem diversas alteragdes metabolicas que sdo
estratégias do organismo vegetal para realizar a superacao ou adaptagao ao estresse (NADEEM
et al., 2019a). O sistema antioxidante vegetal ¢ composto por enzimas € ndo-enzimas que
favorecem o equilibrio entre reducao e oxidagdo (redox) durante condigdes de estresse,
buscando manter o crescimento (SOARES et al., 2019). Em condicdes de estresse abidtico
ocorre o acumulo de espécies reativas de oxigénio (e.g., peroxido de hidrogénio, radical
superoxido, radical hidroxila) as quais resultam em dano em proteinas, lipideos e material
genético (MITTLER, 2017). Para atingir o equilibrio redox durante as condicdes de estresse
abidtico as plantas sintetizam enzimas (e.g., catalase, peroxidases, superoxido dismutase) e
metabolitos (e.g., prolina, aclcares, acido ascorbico) os quais desempenham uma funcao
antioxidante, neutralizando total ou parcialmente as espécies reativas de oxigénio (SOARES et
al., 2019).

A importancia do sistema antioxidante durante condi¢cdes de estresse salino foi
verificada por Alzahrani et al., (2019), em que, as plantas de Vicia fava L. com maior atividade

antioxidante (i.e., catalase, glutationa redutase, superdxido dismutase, prolina) apresentaram
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desempenho superior, sendo essa relagdo associada a tolerancia genotipica durante o estresse,
mas durante a germinagao de sementes de feijdo em condicdes de estresse salino, o maior teor
de prolina nao foi associado as plantulas produzidas por sementes de maior vigor ou a tolerancia
genotipica (PADILHA; COELHO; SOMMER, 2022). Resultados semelhantes aos anteriores
foram observados para Vigna radiata L. (ROHMAN et al., 2019) e feijao (TAIBI et al., 2021),
sendo que os genotipos tolerantes a estresse salino apresentaram maior atividade de catalase e
ascorbato peroxidase, mas esses autores nao observaram essa associacdo com o conteudo de
prolina. Os estudos associados a essa tematica sao, em geral, direcionados a resposta genotipica
ao estresse, nao sendo destacado a resposta do vigor do lote de sementes em condigdes de
estresse salino ou como o sistema antioxidante ¢ associado ao vigor do lote de sementes nessas
condicoes.

A partir do exposto, sugere-se que lotes de sementes de feijdo com maior vigor
apresentam maior atividade antioxidante quando comparadas a lotes de sementes de menor
vigor, resultando em menor dano fisiolégico durante condi¢des de estresse salino e
demonstrando, por esse motivo, desempenho superior (i.e., germinagdo e formagdo de
plantulas). Com isso, o objetivo do presente estudo, foi determinar a resposta fisioldgica de
sementes de sementes de feijdo com contraste no vigor do lote de sementes em condi¢gdes de
estresse salino, para verificar a associacdo do vigor do lote de sementes com o sistema

antioxidante em plantulas durante a germinacao.

11.3 MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do experimento foram utilizadas as sementes do genotipo BAFS55, o
genotipo € originalmente pertencente ao banco ativo de germoplasma de feijao (BAF) do Centro
de ciéncias Agroveterinarias (CAV) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC). O
gendtipo utilizado foi selecionado considerando as suas caracteristicas agronomicas (ZILIO et
al., 2013; MICHELS et al., 2014) e tolerancia a estresse hidrico (PADILHA; COELHO;
SOMMER, 2022).

O lote de sementes foi produzido na safra 2020/2021 no municipio de Lages, Santa
Catarina, Brasil, na area experimental do CAV-UDESC. Apos a colheita o lote de sementes
passou pelo processo de limpeza e padronizacao. O lote obtido foi segregado em dois niveis de
vigor utilizando envelhecimento artificial a partir da metodologia de envelhecimento acelerado
em solucao salina saturada (JIANHUA; McDONALD, 1997). O lote envelhecido foi mantido

pelo periodo de sete dias em camara de envelhecimento em temperatura de 41 °C. Apos cada
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periodo de envelhecimento os lotes foram secos em estufa de circulagio de ar até
aproximadamente 13% de umidade. Com isso obteve-se dois lotes de sementes do mesmo
genotipo, sendo: Lote com alto vigor (AV), o qual ndo foi envelhecido e; Lote de sementes com
baixo vigor (BV), envelhecido por sete dias. Os lotes foram armazenados por 20 dias antes de
iniciar os experimentos (20 + 2 °C e 60-70% de umidade relativa).

A verificacdo da qualidade fisiologica, assim como, a resposta fisiologica das sementes
a condi¢ao de estresse salino foi determinada utilizando solugdo salina de cloreto de sodio
(NaCl) como soluto durante a germinagao.

O teste de germinagdo foi conduzido com quatro repeticdes de 50 sementes, em que,
essas foram dispostas em papel filtro na forma de rolo de papel os quais foram umedecidos com
4dgua destilada (i.e., 0 mmol L ! de NaCl), solucdo de cloreto de sédio com 75 mmol L™ e 150
mmol L. Os rolos de papel foram mantidos em germinador na temperatura de 23 = 2 °C em
escuro. A porcentagem de germinacao foi determinada avaliando as plantulas normais até os
nove dias (i.e., germinagao).

A avaliacao do desempenho das plantulas foi realizada aos cinco dias apos a semeadura,
sendo avaliados o comprimento de raiz (CR), hipocétilo (CH) e total (CT). Para determinar o
comprimento das plantulas foi utilizado um paquimetro digital, apds mensuradas as plantulas e
cotilédones foram secas em estufa a 80 °C por 24 h para determinagdo da massa seca de raiz
(MSR), hipocétilo (MSH), total (MST) e massa seca remanescente em cotilédones (MSRC). O
teste foi conduzido em rolos de papel conforme descrito no teste de germinagdo, em que, o
procedimento foi realizado conforme descrito por (PEREIRA ef al., 2009) utilizando quatro
repeticdes de 20 sementes, sendo consideradas para a mensuracao as plantulas normais obtidas.
Os resultados foram expressos em centimetros por plantula (cm pl™') e miligramas por plantula
(mg pl!). Com os dados foram determinadas a redugdo de reservas da semente (RRS)
(SOLTANI; GHOLIPOOR; ZEINALI, 2006), a relagdo raiz e hipocotilo e; a eficiéncia de uso
de reservas da semente (EURS) (SOLTANI; GHOLIPOOR; ZEINALI, 2006).

A proporg¢ao de mobilizagao de reservas para as raizes (PMRR) e hipocétilo (PMRH)
foram determinadas a partir dos dados de MSR, MSH e MST, e expressos em porcentagem.
Essas varidveis representam a propor¢ao de massa seca mobilizada para as raizes e hipocotilo
em relacdo a massa seca total de plantulas.

No mesmo periodo de avaliacao fisiologica de desempenho de plantulas (i.e., cinco dias)
as plantulas normais obtidas em condi¢des de auséncia e presenga dos estresses salinos foram
coletadas e dissecadas em raiz, hipocétilo e cotilédones, congeladas em nitrogénio liquido e

moidas para a realizacdo das analises de malondialdeido (MDA), peroxido de hidrogénio
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(H203), ascorbato peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPX), catalase (CAT) e prolina.
Para os cotilédones, o teor de amido e a atividade de alfa-amilase foram também determinados.

O extrato enzimatico obtido de cada repeti¢ao biologica foi realizado utilizando 200 mg
de amostra fresca e macerado em almofariz com 5 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,2; contendo 1 mM de EDTA.

A determinagdo de APX foi realizada conforme descrito por Nakano e Asada (1981),
com modifica¢des, em que, o meio de incubagdo foi realizado utilizando 700 ul de tampao
fosfato de potassio S0 mM pH 7,2; 100 puL de solucao de acido ascorbico 4 mM e; 100 pL de
solugdo de peroxido de hidrogénio 1 mM, sendo a reacdo iniciada com a adi¢do de 100 uL de
extrato enzimatico. A leitura foi realizada em 290 nm, pelo periodo de 60 s. Uma unidade de
ascorbato peroxidase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para realizar a
oxidacdo de 1 uM de ascorbato por minuto.

Para a quantificagdo GPX foi realizada utilizando guaiacol como substrato (NAKANO;
ASADA, 1981), realizada conforme procedimento de Simoes et al. (2015) com alteragdes. O
meio de incubacao foi realizado utilizando 700 pl de tampao fosfato de sodio 200 mM, pH 6,0;
100 pL de guaiacol 40 mM e 100 pul de perdxido de hidrogénio 10 mM e, a reacdo foi iniciada
adicionando 100 pL de extrato enzimatico. A leitura foi realizada em 470 nm pelo periodo de
30 s. Uma unidade de guaiacol peroxidase foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para realizar a formacgdo de 1 uM de tetraguaiacol por min.

Para a quantificacdo de CAT foi realizada utilizado procedimento proposto por Aebi
(1984) com alteragdes. O meio de incubagdo foi realizado utilizando 2000 ul de tampao fosfato
de potassio 100 mM, pH 7,2; 800 uL de perdxido de hidrogénio 65 mM e 200 pl de extrato
enzimatico. A leitura foi realizada em 240 nm pelo periodo de 120 s. Uma unidade de enzima
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para realizar a degradacdo de 1 pM de
peroxido de hidrogénio por min.

As enzimas avaliadas foram apresentadas em unidades de enzima por miligrama de
proteina (U mg™), sendo essa determinada conforme descrito por Bradford (1976).

O teor de prolina foi determinado conforme descrito por Bates, Waldren e Teare (1973).

O malondialdeido foi determinado conforme procedimento descrito por Hodges et al.
(1999). Foram utilizados 50 mg de amostra macerada em 1 mL de alcool 80% (v/v) as quais
foram maceradas em almofariz e centrifugadas. A quantificagdo foi realizada utilizando 1 mL
de extrato propriamente diluido e 1 mL de solucdo de 4cido tricloroacético (TCA) 20% (p/v)

contendo 0,65% (p/v) de acido tiobarbitirico (TBA) e 0,01% (p/v) hidroxitolueno butilado
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(BHT). A reagao foi mantida em banho maria a 95 °C por 25 min e as leituras realizadas em
440, 532 ¢ 600 nm, e posteriormente calculadas conforme especificado em Hodges et al. (1999).

A determinacao do peroxido de hidrogénio foi realizada conforme descrito por Alexieva
et al. (2001) com modificagdes. 100 mg de amostra previamente macerada foi homogeneizada
em 4 mL de TCA 0,1% (p/v) e posteriormente centrifugado. Para a leitura foram utilizados 0,5
mL de sobrenadante e adicionados 0,5 mL de tampao fosfato de potassio (pH 7,0) 50 mM e
adicionado 1 mL de iodeto de potassio (KI). As amostras ficaram em repouso por 30 min no
escuro e posteriormente realizada a leitura a 390 nm. O teor de peroxido de hidrogénio foi
determinado a partir de uma curva padrao.

O teor de amido das amostras de cotilédones foi determinado conforme descrito por
McCready et al. (1950). A extragdo do amido foi realizada utilizando extragdo dupla com acido
perclorico 52%. A quantificagdo foi realizada com 1 mL do extrato propriamente diluido e 3
mL de reagente antrona, seguido de agitacdo em vortex por 3 segundos. Os tubos de ensaio
foram mantidos em banho-maria a 95 °C por 450 s. A leitura foi realizada em espectrofotometro
em absorbancia de 630 nm. Com os resultados obtidos a taxa de reducao de amido foi
determinada conforme Nerling, Coelho e Brummer (2022).

A atividade de alfa-amilase foi realizada utilizando o método do 4cido dinitrosalicilico
(MILLER, 1959) utilizando o procedimento de Monerri e Guardiola (1986) com alteragoes.
Para obtencao do extrato enzimatico, 300 mg de amostra foram submetidas a extragdo com 5
mL de tampao acetato de sodio pH 5,6 com presenca de 10 mmol de CaCl,, As amostras foram
mantidas em agitacdo por 1 h em presenca de gelo e posteriormente centrifugados. O extrato
foi submetido a temperatura de 70 °C por 15 minutos. A quantificagdo foi realizada utilizando-
se 0,25 mL do extrato enzimatico e 0,25 mL de solugdo de amido soluvel contendo 2,0% (p/v),
as amostras ficaram em banho-maria por 20 min a 38 °C. Apds, foram adicionados 0,5 mL de
solucdo DNS e as amostras foram mantidas em banho-maria por 6 min a 95 °C. A reagado foi
paralisada em banho de gelo e, apds resfriar, foram adicionados 4 mL de dgua destilada. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro com absorbancia de 540 nm. Uma unidade de enzima
foi considerada como a quantidade de enzima necessaria para a produ¢do de um pmol de
maltose por minuto na condi¢do avaliada. Os resultados foram expressos em unidade de enzima
por miligrama de proteina (U mg™).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial
2 x 3, sendo, dois lotes (i.e., AV e BV) e trés condicdes de germinagado (i.e., 0, 75 ¢ 150 mmol
L' de NaCl) com quatro repeticdes. Os dados foram submetidos a teste de normalidade quando

necessario e posteriormente realizada a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
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pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando o software Sisvar (FERREIRA, 2011).
Os resultados da andlise estatistica podem ser observados ao final do documento em caso de

necessidade (APENDICE ).

11.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os lotes apresentaram diferenca significativa em sua qualidade fisiologica ao observar
os dados de germinagcdo, em que, as sementes com maior vigor (i.e., ndo deterioradas
artificialmente) apresentaram porcentagem de germinagdo superior ao lote de sementes de
baixo vigor nas condi¢des de presenca de estresse salino. Na condi¢ao de auséncia de estresse,
ambos os lotes apresentaram germinacdo semelhante (Tabela 28). Segundo Marcos-Filho
(2015Db), lotes de sementes com maior vigor apresentam maior capacidade de superacdo dos
estresses abioticos impostos durante a germinacdo e emergéncia. Nesse sentido, o lote de
sementes utilizado com maior vigor demonstrou essa maior capacidade de formar plantulas
normais nas condi¢des de estresse salino impostas durante a germinagao, expressado pelo seu

maior potencial fisioldgico.

Tabela 28 — Germinacao dos lotes de sementes do gendtipo BAF55 com alto vigor (AV) e

baixo vigor (BV) submetidos a condi¢des de estresse por cloreto de sodio (NaCl)

Concentragdo NaCl Germinagio (%)
(mmol L) Alto Vigor Baixo Vigor
0 88 aA 80 aA
75 85 aA 70 bAB
150 80 aA 65 bB
CVv 7,88

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e maiiscula na coluna ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Coeficiente de variagdo (CV). Fonte:
Elaborado pelo autor, 2023.

A diferenca na qualidade fisioldgica dos lotes de sementes utilizados pode ser observada
nos parametros de crescimento avaliados aos cinco dias apds a semeadura, em que, o lote de
sementes com maior vigor apresentou maior capacidade de formacao de plantulas com maior
comprimento de raiz (CR), parte aérea (CPA) e total (CT), assim como maior massa seca de
raiz (MSR), hipocoétilo (MSH) e massa seca total (MST) na condi¢do de auséncia de estresse
salino (Tabela 29).

O melhor desempenho das sementes com maior vigor em condi¢des de estresse salino

em 75 e 150 mmol L' de NaCl foi também observado, principalmente nas varidveis
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comprimento de raiz, massa seca de raiz, hipocotilo e total, demonstrando o maior potencial
das sementes com vigor superior em superar essas condigdes (Tabela 29). Padilha, Coelho e
Sommer (2022) destacam que as sementes de maior vigor em condigdes de estresse apresentam
maior capacidade de mobilizagdo de reservas, favorecendo assim o crescimento nessas
condicdes de estresse salino. Essa relagdo entre a mobilizagdo de reservas pode ser observada
nos resultados de reducdo de reservas da semente (RRS), em que, as sementes de maior vigor
apresentaram maior reducdo de reservas o que favoreceu a formacao de plantulas com
desempenho superior. Segundo Cheng et al., (2018) a maior RRS ¢ um fator determinante para
a formacao de plantulas com maior massa seca e; no presente estudo, essa relagao foi verificada
para as sementes de vigor superior em condig¢des de estresse abiotico (Tabela 29).

A resposta das plantulas formadas durante a condi¢ao de estresse pode ser verificada
pela proporcao de mobilizagao de reservas e pela relagdo entre a raiz e hipocotilo. Na condigao
de auséncia de estresse a mobilizagdo de reservas das sementes apresentou aproximadamente
80% e 20%, para hipocétilo (PMRH) e raizes (PMRR) respectivamente e, ao serem submetidas
as condig¢oes de estresse salino, a PMRH foi reduzida de acordo com a intensidade do estresse
e, a PMRR aumentou nos estresses. Essa associagdo demonstra que ocorre alteracdo da
mobilizacao de reservas nas condi¢oes de estresse salino, onde, maior parte da mobilizagao foi
destinada as raizes (Tabela 29). Segundo Kakar ef al. (2019) o investimento em sistema
radicular ¢ uma estratégia para a superagao do estresse salino. Considerando que o gendétipo ¢
0 mesmo, a resposta da propor¢do de mobilizacdo para as estruturas (i.e., raiz e hipocdtilo) foi
a mesma, isso indica que nao houve influéncia do vigor na alteragcdo do destino das reservas
durante a condi¢ao de estresse.

A relagio entre raiz e hipocotilo (RH) reduziu nos estresses 75 e 150 mmol L,
indicando que o comprimento do sistema radicular foi mais afetado em termos de comprimento
em relagdo a parte aérea. Nesse contexto, o crescimento em profundidade foi afetado de forma
mais severa e, por esse motivo a maior necessidade de mobilizagdo de reservas para a raiz
(PMRR) ocorreu, buscando favorecer o desempenho radicular para superar o estresse (Tabela

29).
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Tabela 29 — Comprimento de raiz (CR), comprimento de hipocoétilo (CH), comprimento total
(CT), massa seca de raiz (MSR), massa seca de hipocotilo (MSH), massa seca
total (MST), proporcao de mobilizagao de reservas para raiz (PMRR), hipocotilo
(PMRH), relacdo raiz e hipocotilo (RH), massa seca remanescente em cotilédones
(MSRC), redugdo de reservas da semente (RRS) e eficiéncia de uso de reservas da
semente (EURS) dos lotes de semente com alto vigor (AV) e baixo vigor (BV)

submetidos a condig¢des de estresse por cloreto de sédio (NaCl)

Concentragdo NaCl CR (em pl') CH (cm pl™) CT (cm pl™)
(mmol L) AV BV AV BV AV BV
0 14,27 aA 13,06 bA 8,01 aA 6,35 bA 22,28 aA 19,94 bA
75 5,20 aB 4,56 bB 3,42 aB 2,98 bB 8,61 aB 7,56 bB
150 3,04 aC 2,73 bC 1,88 aC 1,07 aC 4,92 aC 4,44 aC
Ccv 5,33 4,21 3,70
Concentragdo NaCl MSR (mg pl"") MSH (mg pl) MST (mg pl")
(mmol L) AV BV AV BV AV BV
0 10,73 aA 8,21 bA 46,19 aA 34,42 bA 56,93 aA 42,64 bA
75 7,44 aB 7,09 aB 22,28 aB 19,39 bB 29,73 aB 26,48 bB
150 5,02 aC 4,07 bC 11,28 aC 9,81 bC 16,31 aC 13,88 bC
Ccv 5,97 6,94 5,83
Concentracdo NaCl PMRR (%) PMRH (%) RH
(mmol L) AV BV AV BV AV BV
0 18,85 aC 19,29 aB 81,15 aA 80,71 aA 1,79 bA 2,06 aA
75 25,03 aB 26,83 aA 74,97 aB 73,17 aB 1,52 aB 1,53 aB
150 30,85 aA 29,41 aA 69,15 aC 70,60 aB 1,61 aB 1,60 aB
(6)% 6,36 2,12 5,56
Concentragdo NaCl MSRC (mg semente™) RRS (mg semente™) EURS (mg mg™)
(mmol L) AV BV AV BV AV BV
0 95,78 bC 109,40 aC 75,56 aA 59,16 bA 0,75 aA 0,72 aA
75 128,89 aB 130,44 aB 39,54 aB 33,60 bB 0,75 aA 0,73 aA
150 147,16 aA 149,98 aA 23,28 aC 18,26 bC 0,71 aA 0,77 aA
CvV 2,22 6,62 7,62

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e maitiscula na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Coeficiente de variagao (CV). Fonte: Elaborado pelo autor,
2023.

A eficiéncia de uso de reservas (EURS) ndo apresentou diferenca significativa entre os
lotes, assim como, nao foi influenciada pela condi¢ao de germinacdo em estresse salino (Tabela

29). Esses resultados indicam que a eficiéncia ndo foi determinante para a formacdo de
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plantulas, dessa forma, a reducdo de reservas (i.e., maior capacidade de hidrdlise) ¢
determinante para o melhor desempenho em condigdes de estresse abidtico.

Com isso, a atividade de alfa-amilase e a degradagdo de amido, apresentaram diferenca
significativa na condi¢do controle entre os niveis de vigor e, nas condi¢cdes de estresse salino
nao foi observada diferenca significativa entre a atividade de alfa-amilase e redugdo de amido,
indicando pouca relacdo da atividade dessa enzima e a hidrdlise do amido nas condicdes de
estresse salino. Contudo, nas condi¢cdes de estresse foi verificada redugdo da atividade
enzimatica (Figura 28a) e da hidrolise de amido (Figura 28b), corroborando com os resultados
de RRS (Tabela 29). A auséncia de relagdo entre a atividade de alfa-amilase, a hidrdlise de
amido e o vigor do lote de sementes em condic¢des de estresse salino foi verificada por Padilha,
Coelho, Ehrhardt-Brocardo (2021), sendo esse resultado explicado pelo retardo no processo de
germinacgao e hidrélise. Segundo Bewley et al., (2013) a hidrolise do amido em dicotiledoneas
ocorre inicialmente por outras enzimas como por exemplo, a enzima amido fosforilase e, apos
0 quinto dia de germinagdo ocorre um aumento acentuado na sintese de alfa-amilase. Essa
relacdo explica a auséncia de diferenga na atividade de alfa-amilase entre os niveis de vigor na

condicao de estresse.

Figura 28 — Taxa de redu¢@o de amido (TRA) e atividade de alfa-amilase avaliada em
cotilédones para os lotes de sementes com alto vigor (AV) e baixo vigor (BV) do
genotipo BAFS55 em condigoes de estresse salino aos cinco dias de germinagao.

*:indica diferenca significativa entre os niveis de vigor
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

O teor de prolina determinado nas plantulas e cotilédones demonstraram incremento na

condig¢do de estresse salino. No hipocétilo (Figura 29a) e cotilédones (Figura 29¢) foi crescente
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amedida que o estresse aumentou e, para as raizes o aumento foi observado apenas na condi¢ao
de 150 mmol L™! (Figura 29b). Nio foi verificada diferenca significativa entre os niveis de vigor
na condicdo de 75 mmol L' em nenhuma das estruturas avaliadas. Na condicdo de 150 mmol
L' foi verificada diferenca significativa entre os niveis de vigor quando o teor de prolina foi
determinado em raizes (Figura 29b).

A prolina ¢ um aminodacido o qual ¢ produzido em condi¢des de estresse abidtico e, em
condi¢do de estresse salino a maior concentragdo de prolina ¢ observada devido a necessidade
de regulacdo osmoética nas células (NADEEM et al., 2019a). A maior concentragdao de prolina
em plantulas originadas por sementes de feijdo com baixo vigor foi observada por Padilha,
Coelho e Sommer (2022). Os resultados obtidos destacam que as sementes de menor vigor
apresentaram maior necessidade de sintese de prolina em raizes para manter a homeostase

vegetal, principalmente quando em condi¢des de estresse mais severo (i.e., 150 mmol L)

(Figura 29).

Figura 29 — Concentracdo de prolina determinado em hipocétilo (a), raiz (b) e cotilédones (c)
aos cinco dias de germinacao os lotes de sementes com alto vigor (AV) e baixo
vigor (BV) do gen6tipo BAF55 em condigdes de estresse salino. *:indica

diferenca significativa
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

O teor de malondialdeido (MDA) aumentou nas condi¢des de estresse utilizadas quando
comparado ao controle, sendo essa resposta observada em ambos os lotes de sementes
utilizados. A diferenga significativa entre os niveis de vigor foi observada na condigao de 150
mmol L no hipocétilo das plantulas (Figura 30a). A peroxidagdo lipidica (MDA) em raizes
(Figura 30b) e cotilédones (Figura 30c) demonstrou incremento, contudo, ndo foi verificada

diferenca entre os niveis de vigor.
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O teor de MDA pode ser utilizado como um indicador de estresse abidtico determinando
o dano em membranas celulares sofrido por um tecido vegetal durante uma condigdo de estresse
abiotico (SOARES et al., 2019). Durante a germina¢ao em condi¢des de estresse salino o
aumento do teor de MDA foi verificado em plantulas de algodao (CHEN et al., 2020). Segundo
Alzahrani et al., (2019), cultivares de Vicia faba L. com maior tolerancia a estresse salino,
apresentam menor peroxida¢do lipidica (i.e., MDA) e consequentemente melhor desempenho
durante as condic¢des de estresse. Nesse sentido, as plantulas produzidas por sementes de maior
vigor na condi¢do de estresse 150 mmol L' apresentaram menor peroxida¢io lipidica em
relacdo as plantulas produzidas por sementes de baixo vigor, indicando uma maior
suscetibilidade das plantulas originadas por sementes de baixo vigor em condi¢des severas de

estresse salino.

Figura 30 — Concentracdo de malondialdeido (MDA) e peroxido de hidrogénio (H203)
determinado em hipocotilo (a, d), raiz (b, ¢) e cotilédones (c, f) aos cinco dias de
germinagdo para os lotes de sementes com alto vigor (AV) e baixo vigor (BV)

do gendtipo BAF55 em condicdes de estresse salino. *:indica diferenca

significativa
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

O actimulo de peroxido de hidrogénio (H202) em hipocdétilo aumentou com os niveis de

estresse principalmente para o lote de sementes com baixo vigor, em que, na condi¢do de 75
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mmol L' as sementes com menor vigor apresentaram maior concentra¢io de H>O,. Na condigio
de 150 mmol L' ndo houve diferenca significativa entre os niveis de vigor avaliados (Figura
30d). O H20; determinado em raizes (Figura 30¢) e cotilédones (Figura 30f) ndo apresentou
diferenca significativa entre os niveis de vigor.

O H>0» ¢ uma molécula sinalizadora envolvida em diversos processos fisiologicos e
bioquimicos e, ¢ considerada uma espécie reativa de oxigénio, a qual pode gerar dano oxidativo
reagindo com proteinas e DNA (KHAN et al., 2018; MITTLER, 2017). A maior concentragao
de H>O» foi verificada em plantulas durante a germinacao de sementes de algoddo, sendo o
resultado do estresse salino imposto, o que resultou em menor desempenho germinativo (CHEN
et al., 2020). Nesse sentido, o aumento do teor de H>O, em plantulas principalmente na
condi¢do de 150 mmol L' de NaCl favoreceu a perda de desempenho fisioldgico (Tabela 29).
Dessa forma, a maior concentragdo de H,O2 na condicdo de 75 mmol L para as plantulas
produzidas por sementes de menor vigor, indica maior quantidade dessa molécula para ser
metabolizada ou gerar dano fisiologico.

A enzimas guaiacol peroxidase (GPX) e ascorbato peroxidase (APX) apresentaram
resposta semelhante quanto ao estresse salino, em que, a sua atividade nas condi¢des de estresse
salino em hipocotilo foi superior a condigdo controle (Figura 31a, Figura 31d). Entretanto, a
diferenca significativa entre o vigor do lote de sementes foi observada apenas na concentragao
de 75 mmol L' para a atividade da enzima GPX, em que, as sementes de baixo vigor
apresentaram maior atividade. Quando avaliada em raizes, a atividade das enzimas APX e GPX
foi superior ao controle apenas na condi¢do de 150 mmol L e, ndo foi verificada diferenca
significativa entre o vigor do lote de sementes em nenhuma condi¢do de germinacao (Figura
31b, Figura 31e). Em cotilédones a atividade dessas duas enzimas foi inferior nos estresses
utilizados, demonstrando que a resposta ao estresse salino ndo ocorreu nessa estrutura (Figura
31c, Figura 31f).

A enzima catalase (CAT) demonstrou reducdo em todas as estruturas avaliadas em
ambos os niveis de estresse e vigor (Figura 31g, Figura 31h, Figura 31i). A diferenca
significativa entre o vigor do lote de sementes foi verificada na atividade da CAT em hipocotilo

em 75 mmol L', a qual foi superior em sementes de baixo vigor.
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Figura 31 — Atividade de guaiacol peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase (APX) e catalase
(CAT) em hipocotilo (a, d, g), raiz (b, e, h) e cotilédones (c, f, 1) aos cinco dias de
germinagdo para os lotes de sementes com alto vigor (AV) e baixo vigor (BV) do

genodtipo BAFS5 em condigdes de estresse salino. *:indica diferenca significativa
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A maior atividade de GPX e CAT em 75 mmol L' em hipocétilo (Figura 31a, Figura
31g) para as sementes de baixo vigor esta associada a maior concentragao de H>O> (Figura 30d)
visto que, segundo Nadeem et al. (2019a) durante condigdes de estresse salino ocorre a maior
necessidade de producdo de enzimas associadas ao sistema antioxidante para evitar o dano
oxidativo gerado por espécies reativas de oxigénio como o H»O; e retornar ao equilibrio entre
oxidagdo e reducdo. Com isso, a maior atividade enzimdtica em 75 mmol L' demonstrada por
sementes de baixo vigor € uma resposta para evitar o dano oxidativo por H,O> e manter as
condig¢des vitais em equilibrio das plantulas originadas por essas sementes.

Na condigdo de 150 mmol L' nio foi verificada diferenga significativa entre as enzimas

avaliadas e, a maior peroxidagao lipidica (MDA) foi verificada para sementes de menor vigor
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em hipocétilo (Figura 30a), indicando que, mesmo apresentando atividade enzimatica de GPX,
APX, CAT (Figura 31a, Figura 31d, Figura 31g) e concentra¢do de prolina (Figura 29a) sem
diferenca significativa, as plantulas originadas por sementes de menor vigor apresentaram
maior suscetibilidade ao estresse de 150 mmol L. Essa associagdo indica que outros
mecanismos podem estar associados as plantulas originadas por sementes de maior vigor, o
qual evitou a peroxidagdo lipidica nas plantulas. Segundo Alzahrani et al., (2019) o teor de
moléculas antioxidantes (i.e., acido ascorbico) e enzimas (i.e., glutationa redutase e superoxido
dismutase) favorecem a condicao de superacao de um estresse evitando a peroxidacao lipidica
em estresse salino.

O aumento do nivel de estresse salino resulta em maior necessidade sintese de enzimas
(e.g., APX) e moléculas (e.g., Prolina) associados ao sistema antioxidante, visto que, aumenta
a intensidade do estresse imposto as plantulas (TAIBI et al., 2021). Nesse contexto, o estresse
de 150 mmol L™ apresentou maior severidade em sementes de baixo vigor, resultando na maior
peroxidagdo lipidica nas plantulas formadas (Figura 30a) e, resultando em plantulas com menor
desempenho (Tabela 29).

Nesse sentido, o melhor desempenho em germinagdo (Tabela 28) e desempenho de
plantulas (Tabela 29) demonstrado pelas sementes com maior vigor ndo foi relacionado a maior
atividade do sistema antioxidante em plantulas aos cindo dias de germinagao, sendo que, €
possivel que outro mecanismo esteja associado ao melhor desempenho. De forma semelhante
Sharma et al., (2022), ndo verificaram associacdo do sistema antioxidante com o maior
crescimento de plantulas ou a germinacdo de sementes de trigo em condi¢cdes de alta
temperatura. Contudo, durante o processo de deterioragdo de sementes, diversas alteragcdes
bioquimicas ocorrem, as quais resultam em perda de desempenho fisiologico durante a
germinacgado, dentre essas, a peroxidacdo lipidica e o acimulo de espécies reativas de oxigénio
sdo observadas durante a deterioragdo de sementes (EBONE; CAVERZAN; CHAVARRIA,
2019; XING et al., 2023) e, essa relacao foi verificada nos lotes de sementes utilizados, sendo
observada a maior peroxidacao lipidica no eixo embrionario e cotilédones de sementes de baixo
vigor apos a deterioracdo. Nao foi verificada diferenga significativa entre a concentragao de
H>02 nas sementes utilizadas (Tabela 30). Dessa forma, sugere-se que a maior peroxidagao
lipidica inicial favoreceu o aumento das plantulas anormais nas sementes de baixo vigor (Tabela

28) o que gerou a maior sensibilidade ao estresse imposto.
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Tabela 30 — Malondialdeido (MDA) e peréxido de hidrogénio (H20z) determinados em eixo
embriondrio e cotilédones dos lotes de sementes de alto e baixo vigor apos o

envelhecimento artificial

Malondialdeido (MDA) (nmol mL™)

Estrutura Alto vigor Baixo Vigor p-valor (0%

Eixo embrionario 4,72 5,90 0,013 8,99

Cotilédones 2,47 2,73 0,021 4,56
Peréxido de hidrogénio (H,0») (ug g'! MF)

Estrutura Alto vigor Baixo Vigorg ( p-valor (0%

Eixo embrionario 5,74 5,17 0,687 34,76

Cotilédones 5,03 4,63 0,604 21,48

Legenda: CV: Coeficiente de variagdo. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Nesse sentido, a maior peroxidacao lipidica apos a condigcdo de estresse em eixo
embrionario observada no lote de sementes de baixo vigor, favoreceu a maior suscetibilidade
durante a germinagio nas condi¢des de estresse salino, sendo: na condi¢do de 75 mmol L™! pelo
maior acimulo de H,O; (Figura 30d) atividade de CAT e GPX em hipocétilo (Figura 31a,
Figura 31g) e; no estresse por 150 mmol L™ pela maior peroxidacio lipidica em hipocétilo
(Figura 30a) e concentragdo de prolina em raizes (Figura 29b). Em geral, lotes de sementes com
maior nivel de deterioracdo apresentam menor velocidade de reparo de membranas estruturas
das sementes durante a embebicdo, o que, resulta em perda de solutos, germinagdo lenta e
desuniforme; assim como, maior peroxidacdo lipidica em sementes e danos no material
genético (MARCOS-FILHO, 2015b; EBONE, CAVERZAN, CHAVARRIA, 2019). Com isso,
os resultados indicam que as sementes de menor vigor quando submetidas a condigdes de
estresse salino apresentam maior necessidade de sintese de enzimas (Figura 31a; Figura 31g) e
prolina (Figura 29b) em relagao ao lote de alto vigor buscando superar a condi¢do de estresse
abidtico.

Os resultados destacam que o melhor desempenho das plantulas observado pelas
sementes de maior vigor ¢ parcialmente explicado pela maior capacidade de hidrdlise (i.e.,
RRS) (Tabela 29) mesmo sobre condi¢des de estresse salino, o que favorece o desempenho de
plantulas superiores. Contudo, a associa¢do entre outras moléculas e enzimas associadas ao
sistema antioxidante durante a germinagdo podem ajudar a entender a melhor resposta do vigor
do lote de sementes quanto a germinacao e desempenho de plantulas em condigdes de estresse

abiotico.
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11.5 CONCLUSAO

Sementes com maior vigor apresentam melhor desempenho durante a germinagdo em
condicdes de estrese salino.
As plantulas normais originadas por sementes de maior vigor ndo apresentam maior

atividade das enzimas associadas ao sistema antioxidante em condi¢des de estresse salino.
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12 CONCLUSAO

Sementes com maior vigor apresentam menor suscetibilidade as condig¢des de estresse
abidtico o que confere maior potencial de crescimento e desenvolvimento durante a
germinagao.

Os estresses abidticos durante a germinagdo resultam em perda de desempenho
fisiologico independente do vigor do lote de sementes e, as sementes de maior vigor apresentam
melhor performance.

A maior eficacia de hidrolise e utilizagao de reservas apresenta relagao positiva com o
vigor do lote sementes, sendo determinante para o melhor desempenho de plantulas em
condigdes de estresse abidtico.

A atividade antioxidante avaliada em plantulas normais formadas pelas sementes com
niveis de vigor distintos ndo demonstra relacdo com o melhor desempenho das plantulas durante
a germina¢do em condi¢des de estresse abidtico, em que, a atividade antioxidante durante a

germinagdo ndo esta relacionada ao maior vigor do lote de sementes durante a germinagao.
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13 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstram que os lotes de sementes com maior qualidade fisiologica
apresentam maior capacidade de superagdo dos estresses abidticos, formando maior nimero de
plantulas normais, assim como, plantulas com desempenho superior (i.e., comprimento € massa
seca). O melhor desempenho observado ¢ o resultado da maior hidrélise e mobilizagdo de
reservas, o que favorece o crescimento na condi¢do controle e, em condigdes de estresse.

Considerando as condicdes de estresse, independentemente do nivel de vigor do lote de
sementes ocorre perda de desempenho fisiologico, contudo sementes com vigor superior,
apresentam melhor desempenho fisioldgico, o que sugere papel essencial da hidrélise dos
componentes de reserva para manter o crescimento nas condigdes de estresse, visto que a
resposta antioxidante entre os niveis de vigor foi semelhante.

Nesse sentido, a resposta fisioldgica de sementes com contraste no vigor em condi¢des
de estresse abiotico deve ser melhor estudada, buscando identificar a resposta de outras espécies
vegetais nas condigdes avaliadas ou semelhantes ao presente estudo, elucidando assim, a
resposta do vigor de um lote de sementes a condi¢do de estresses. Nesse contexto, a comparacao
entre as espécies da familia Fabaceae e Poaceae considerando a estrutura morfoldgica de
sementes dessas espécies a resposta antioxidante enzimatica ou ndo enzimatica pode ser
divergente e, dessa forma, determinar como lotes de sementes com niveis de vigor distintos
respondem a estresse, explicando assim, as diferencas entre a familia botanica e o vigor. Essa
abordagem de identificar as diferencas metabodlicas durante a germinagdo, contribui para o
entendimento da importancia do vigor para o estabelecimento do estande de plantas e posterior
produtividade. Nesse caso, a resposta do vigor a estresses abidticos apds o estabelecimento de

pode ser uma alternativa para o compreendimento da resposta do vigor a campo.
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APENDICES

APENDICE A — ANALISES ESTATISTICAS: CAPITULO 1

Abaixo sdo apresentadas as tabelas informando o resumo da anélise de variancia (Tabela
1) e os valores de correlagdes das andlises de componentes principais (Tabela 2 e 3). Para essa
ultima foram descartadas as correlagdes menores que 0,25 conforme proposto por Jolliffe
(1986), e por esse motivo nao discutidos durante o texto.

Tabela Al. Resumo do quadro de analise de variancia informando a significancia obtida pelo
valor de p para as variaveis analisadas.

FV GL G v CT MSP MSRC RRS TRRS TMR MSS AF TRA o]

CultiVar 6 kk * * * * % % % * * * *
(F1)

EStresse 1 * * * * % % % % ns * * %
(F2)

F1 xF2 6 ns * ** * ns ns ns * ns ns ns *
erro 28

Total 41

C.V. - 329 456 496 4,76 3,89 7,53 6,88 4,07 2,71 11,52 14,00 11,84
Média 88 628 173,5 49,01 63,88 69,23 36,12 25,59 194,3 50,70 47,81 1,49
Geral

FV: Fonte de Variagdo; GL: Graus de Liberdade; C.V.: Coeficiente de Variagdo. *,** ™: significativo a 1%, 5%
e nio significativo, respectivamente. Germinagio (G); Indice de Vigor (IV); comprimento total (CT); massa seca
de plantulas (MSP); massa seca restante em cotilédones (MSRC); redug@o de reservas da semente (RRS); taxa de

reducdo de reservas da semente (TRRS); taxa de mobilizacdo de reservas (TMR); Amido Final (AF); taxa de
reducdo de amido (TRA) e atividade de alfa amilase (o).

Tabela A2. Resultados da correlacdo entre as varidveis e o componente principal 1 (CP1) e 2

(CP2) da andlise de componentes principais na condicdo sem estresse (Controle).
Importancia dos componentes

CP1 CP2

Eigenvalue 2,44 1,63

Propor¢ao da Variancia 59,82 26,83

Variancia Cumulativa 59,82 86,66
Variaveis Correlacdes entre as variaveis e 0s componentes

CP1 CP2

Cp 0,93 -0,24

MSP 0,59 -0,76

MSRC -0,94 -0,24

MSS -0,26 -0,94

RRS 0,56 -0,79

TRRS 0,94 0,23

TMR 0,95 0,12

v 0,87 -0,22

Alfa amilase 0,75 0,29

TRA 0,59 0,48

Tabela A3. Resultados da correlagdo entre as varidveis e os componentes 1 (CP1) e 2 (CP2)

da andlise de componentes principais na condi¢cdo com estresse salino (NaCl).
Importancia dos componentes
CP1 CP2
Eigenvalue 2,31 1,32
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Propor¢ao da Variancia 53,73 22,97

Variancia Cumulativa 53,73 76,70
Correlagdes entre as varidveis € 0s componentes

CP1 CP2

CpP 0,88 0,24

MSP 0,63 0,70

MSRC -0,94 0,19

MSS -0,40 0,87

RRS 0,57 0,69

TRRS 0,94 -0,19

TMR 0,91 -0,21

v 0,82 -0,05

Alfa amilase 0,54 0,14

TRA 0,30 -0,58
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APENDICE B — ANALISES ESTATISTICAS: CAPITULO 2

Figura B. Diferenca fisioldgica obtida aos trés dias de germinagao para os genotipos BAF07
(Acima) e BAF55 (Abaixo) evidenciando a diferenga no vigor pelo indice de vigor

1

indice de Vigor: 633

it

Indice de Vigor: 879
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela B1. Resumo do quadro de analise de variancia informando a segregac¢ao fisiologica
entre os gendtipos para envelhecimento acelerado (EA), comprimento de raiz (CR),
comprimento de hipocétilo (CH), comprimento total (CT), indice de vigor (IV)

FV GL EA CR CH CT 1V

Cultivar 1 * * * * *
Erro 14
Total 15

Legenda: Fonte de variagdo (FV), Graus de liberdade (GL). *,**: diferenga significativa pelo teste F (p < 0,01 e
p < 0,05; respectivamente). Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela B2. Resumo do quadro de analise de variancia informando a significancia entre os
fatores cultivar (F1) e estresse (F2) para a varidvel germinagao, prolina e grau de umidade,
sendo os dois ultimos avaliados aos 8 dias de germina¢do em cotilédones

FV GL Germinagdo Prolina Umidade
Cultivar (F1) 1 * * *ox
Estresse (F2) 1 ns * *

F1xF2 1 ns ns ok

erro 12

Total 15

Legenda: Fonte de variagdo (FV), Graus de liberdade (GL). *,**: diferenca significativa pelo teste F (p < 0,01 e
p < 0,05; respectivamente). Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela B3. Resumo do quadro de andlise de variancia com a significancia obtida para as
variaveis analisadas em relag¢do ao fator tempo (F1), estresse (F2) e gen6tipo (F3) obtidas para
as variaveis fisiologicas analisadas

FV GL MSP RRS MSRC GM
Tempo (F1) 3 *

Estresse (F2) 1

Genodtipo (F3) 1

F1xF2 3
3

1

3

*
*

ns
%%

* ¥ ¥ ¥ ¥

F1 x F3
F2 x F3
F1 x F2x F3
Erro 4
Total 6
C.V.% 1249 10,32 6,12 40,06
Legenda: Fonte de variagdo (FV), Graus de liberdade (GL). *,**: diferenca significativa pelo teste F (p <0,01 ¢
p <0,05; respectivamente). Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

* X ¥ ¥ ¥ ¥
* X ¥ ¥ X ¥

%%

* 3
=3
7
=}
7

ns

Tabela B4. Resumo do quadro de andlise de varidncia com a significancia obtida para as
variaveis Agucar soluvel total em cotilédones (ASTcot) e eixo (ASTeix), redugdo de amido e
reducdo de proteina analisadas para o fator tempo (F1), estresse (F2) e cultivar (F3) obtidas
para as variaveis fisioldgicas analisadas

FV GL ASTcot ASTeix Redugo de amido Redugdo de proteina
Tempo (F1) 4 * * * *
Estresse (F2) 1 * ns * *
Cultivar (F3) 1 * * * *
F1 xF2 4 * * * *
F1xF3 4 ns * * *
F2 x F3 1 ns ns *ok *
FI1xF2xF3 4 ns ns ns *
Erro 40
Total 59
CV.% 15,11 11,32 6,95 4,32

Legenda: Fonte de variagdo (FV), Graus de liberdade (GL). *,**:diferenca significativa pelo teste F (p < 0,01 e p
< 0,05; respectivamente). Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela B5. Resumo do quadro de analise de variancia com a significancia obtida para proteina
soluvel em cotilédones (PScot) e eixo (PSeix) e atividade de alfa amilase para o fator tempo

(F1), estresse (F2) e cultivar (F3) obtidas para as varidveis fisioldgicas analisadas
FV GL PScot PSeix Alfa amilase

Tempo (F1) 4 * *
Estresse (F2) 1 * * *
Cultivar (F3) 1 * * *
F1xF2 4 * * *
F1xF3 4 * ns *
F2x F3 1 * ns *
FI1xF2xF3 4 ns ns *
Erro 40
Total 59
C.V.% 2431 16,85 69,67

Legenda: Fonte de variag@o (FV), Graus de liberdade (GL). *,**:diferenga significativa pelo teste F (p < 0,01 e p
<0,05; respectivamente). Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela B6. Massa seca de plantulas (MSP) no tempo

Massa seca de plantulas (mg g”! MS)
Tempo em dias

Tratamento 0 2 4 6 8 MEDIA GERAL
BAF07 - C - 563a 27,19b 4272b 63,68b 4204 2
BAF55 - C - 11,77a 4324a 61,77a 8031a ’
Média - 870D 3521 C 5224B 72,00A
PS em Eixo (mg g! MS)
BAF07-PEG - 536a 21,27a 36,77b 4133b 1.9
BAF55-PEG - 11,32a 2582a 5285a 76,62a ’

Média - 834D 2355C 4481B 5897A
Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborado pelo autor,
2023.

Tabela B7. Massa seca remanescente nos cotilédones (MSRC) no tempo
Massa seca Remanescente em cotilédones (mg semente™!)
Tempo em dias

Tratamento 0 2 4 6 8 MEDIA GERAL
BAF07-C - 161,63a 12329a 10244a 80,20a 11166 b
BAF55-C - 166,38a 12725a 73,61b 5771b ’
Média - 164D 12527C 88,02B 6895A
PS em Eixo (mg g! MS)
BAF07 -PEG - 156,67b 142,89a 113,98a 91,14a 126.64 2
BAF55-PEG - 173,79a 153,67a 10424a 76,74b ’
Média - 1652D 14828 C 109,11 B 83,94 A

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborado pelo autor,
2023.
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Tabela BS. Reducao de reservas da semente (RRS) no tempo
Massa seca Remanescente em cotilédones (mg semente™!)
Tempo em dias

Tratamento 0 2 4 6 8 MEDIA GERAL
BAF07-C - 1087a 40,71b 67,19b 90,60 b 6475 2
BAF55-C - 1065a 57,30a 10834a 12536a ’
Média - 10,76D 49,00C 87,76B 1079 A
PS em Eixo (mg g'! MS)
BAF07-PEG - 934b 26,02a 5273a 77,60b 4973 b
BAF55-PEG - 1566a 31,73a 7627b 10852a ’
Média - 1250D 2887C 6450B 93,06 A

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborado pelo autor,
2023.

Tabela B9. Gasto metabolico (GM) no tempo
Massa seca Remanescente em cotilédones (mg semente™!)
Tempo em dias

Tratamento 0 2 4 6 8 MEDIA GERAL
BAF07-C - 524a 135la 2451b 2691b 271 a
BAF55-C - 588a 14,05a 4654a 4504a ’
Média - 556B 13,68 B 35,52 A 3598A
PS em Eixo (mg g'! MS)
BAF07-PEG - 3,98b 473a 1646a 2939a 15.55 b
BAF55-PEG - 429a 590a 234la 3627a ’
Média - 413C 532C 1994B 3283A

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborado pelo autor,
2023.

Tabela B10. Reducao de Amido em porcentagem
Deplegido/Redugido de Amido (%)
Tempo em dias
Tratamento 0 2 4 6 8
BAF07-C 100,00 aA 93,39aA 71,90aB 56,10aC 42,59 aD
BAF55-C 100,00 aA  93,79aB  68,25aC 38,61 bD 27,06 bE
Média 100,00 A 93,59B  70,07C 4735D  34,82E
Deplegido/Reducgdo de Amido (%)
BAF07 - PEG 100,00 aA 90,66 aA 79,21 aB  65,03aC 49,21 aD
BAF55 -PEG 100,00 aA 97,90 aA 88,84 bB  55,02bC 38,05bD
Média 100,00 A 9428 A 82,02B  60,03C  43,63D
Deplegdo/Reducgdo de Amido (%)
BAF07 - C 100,00a  93,39a 71,90a  56,10b  42,59a

BAF07-PEG 100,00a 90,66a  792la 65,03 a 49,21 a
Média 100,00 A 9202B 7556C 60,57D 4590E
Deplecido/Reducdo de Amido (%)

BAF55 - C 100,002  93,79a  68,25b 38,61b 27,06 b

BAF55-PEG  100,00a  9790a 88,84 a 55,02 a 38,05 a

Média 100,00 A 9584 A 7854B 4681 C 3256D

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborado pelo autor,
2023.
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Tabela B11. Deple¢do de proteina em porcentagem
Deplegdo/Reducio de Proteina (%)
Tempo em dias
Tratamento 0 2 4 6 8
BAF07-C 100,00 aA 96,10aA 72,36aB 63,88aC 45,02 aD
BAF55-C 100,00 aA  88,44aB 58,61 bC 28,98bD 19,46 bE
Média 100,00 A  9227B 6548C 46,43D 3224E
Deplegdo/Reducio de Proteina (%)
BAF07 - PEG 100,00 aA 95,86 aA 88,41 aB 67,42aC 58,73 aD
BAF55 -PEG 100,00 aA 88,64 aA  80,73bB 53,56 bC 33,71 bD
Média 100,00 A 9225B  84,57C  6049D 46,22 E
Deplegdo/Redugio de Proteina (%)
BAF07 - C 100,00a  96,10a  72,36b  63,88a  45,02a

BAF07-PEG  100,00a  95,86a  884la 6742 a 58,73 a
Média 100,00A 9598B 7556C  6565D 51,75E
Deplecdo/Reducio de Proteina (%)

BAF55-C 100,00a  8844a  58,61b 2898Db 19,46 b

BAF55-PEG  100,00a 88,64 a 80,73a 53,56 a 33,71a

Média 100,00 A 88,54B  69,67C 41,27D  26,59E

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborado pelo autor,
2023.

Tabela B12. Acucares soluveis totais (AST) em cotilédones
AST em Cotilédone (mg g”! MS)
Tempo em dias
Tratamento 0 2 4 6 8 MEDIA
BAF07 - C 66,92a 6934a 73,19a 80,86a 84,86b 75,04Db

BAF55-C 76,79a 68,03a 81,35a 98,72a 107,18a 86,00a 80,52a
Média 71,85B 68,69B 7727B 89,79 A 96,02 A
AST em Cotilédone (mg g”! MS)
BAF07 - PEG 66,92a 73,86a 62,76a 60,84a 73,86a 66,92a 70.26 b

BAF55-PEG  76,79a 74,71a 689la 73,89a 7587a 73,62a
Média 71,85A 7429A 6584A 6736A 7299A
Legenda: Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha na linha néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborado pelo autor,
2023.

Tabela B13. Acticares soluveis totais (AST) em eixo embrionario
AST em Eixo (mg g! MS)
Tempo em dias

Tratamento 0 2 4 6 8 MEDIA

BAF07 - C 173,67 a 148,40 a 187,82 a 182,20 b 213,33b 181,08 b

BAF55 - C 170,32 a 184,48 a 222,92 a 265,61 a 251,55a 21897 a
Média 171,99 B 166,44 B 205,37 A 22390 A 232,44 A

AST em Eixo (mg g! MS)
BAFO07 - PEG 173,67 a 128,05 a 210,53 a 216,12b 220,89 b 189,55 b
BAF55 - PEG 170,32 a 13432 a 239,74 a 271,17 a 312,01 a 225,51 a
Média 171,99 C 131,L19D 225,13 B 243,65 B 266,45 A
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Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborado pelo autor,
2023.

Tabela B14. Proteina total em quantificada em plantulas
Proteina total (mg plantula™)
Tempo em dias

Tratamento 0 2 4 6 8
BAF07-C 1,32 aD 2,22 bD 11,20 bC 17,32 bB 26,17 bA
BAF55-C 1,51 aE 5,05 aD 14,07 aC 20,23 aB 29,06 aA
Média
Proteina total (mg plantula™)
BAFO07 - PEG 1,32 aD 2,26 bD 8,04 bC 15,94 bB 18,39 bA
BAF55 - PEG 1,51aE 4,63 aD 9,33 aC 19,18 aB 29,40 aA
Média
Proteina total (mg plantula™)
BAF07 - C 1,32 a 222 a 11,20 a 17,32 a 26,17 a
BAF07 - PEG 1,32 a 2,26 a 8,04 b 15,94 b 18,39b
Média 1,32 E 2,24D 9,62 C 16,63 B 22,28 A
Proteina total (mg plantula™)
BAF55-C 1,51a 5,05a 14,07 a 20,23 a 29,06 a
BAF55 - PEG 1,51a 4,63 a 9,33b 19,18 b 29,40 a
Média 1,51 E 4,84 D 11,70 C 19,70 B 29,23 A

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborado pelo autor,
2023.

Tabela B14. Acucares soluveis totais quantificados em plantulas
AST em Eixo (mg plantula™)

Tratamento 0 2 4 6 8
BAF07 - C 0,53 aD 0,83 bD 5,10 bC 7,78 bB 13,58 bA
BAF55-C 0,60 aE 2,17 aD 9,64 aC 16,40 aB 19,13 aA
Meédia 057D 1,50 D 737C 12,09B 16,36 A
AST em Eixo (mg plantula™)
BAFO07 - PEG 0,53 aD 0,68 aD 4,48 bC 7,84 bB 9,13 bA
BAF55 - PEG 0,60 aD 1,52 aD 6,19 aC 14,33 aB 23,91 aA
Meédia 057D 110 D 533 C 11,08B 16,52 A
AST em Eixo (mg plantula™)
Tratamento 0 2 4 6 8
BAF07 - C 0.53a 0.83a 5.10a 7782 13,58
BAF07 - PEG 0,53 a 0,68 a 448 a 7842 9,13b
Média 0,53 D 0,76 D 4,79 C 7,81 B 11,35 A
AST em Eixo (mg plantula™)
BAF55 - C 0,60 a 2.17a 9,642 16,40 a 19,13 b
BAF55 - PEG 0,60 a 1,52 a 6,19b 14,33 b 2391 a
Média 0,60 E 1,84 D 7,91 C 15,37 B 21,52 A

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborado pelo autor,
2023.
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Tabela B15. Proteina soltvel (PS) em cotilédones
PS em Cotilédone (mg g”! MS)
Tempo em dias

Tratamento 0 2 4 6 8
BAF07 - C 52,50 aA 55,55 aA 51,76 aA 50,68 aA 38,98 aB
BAF55 - C 47,83 aA 42,79 bA 33,35bB 32,03 bB 15,84 bC
Média 50,16 A 49,17 A 42.55B 41,35B 2741 C
PS em Cotilédone (mg g”! MS)
BAFO07 - PEG 52,50 aB 66,62 aA 71,57 aA 64,86 aA 57,06 aB
BAF55 - PEG 47,83 aB 59,68 aA 48,40 bB 40,70 bC 34,89 bC
Média 50,16 B 63,15 A 59,98 A 52,78 B 4597 B
PS em Cotilédone (mg g”! MS)
BAF07 - C 52,50 a 55,55b 51,76 b 50,68 b 38,98 b
BAF07 - PEG 52,50 a 66,62 a 71,57 a 64,86 a 57,06 a
M¢édia 52,50 B 61,06 A 61,66 A 57,77 A 48,02 B
PS em Cotilédone (mg g! MS)
BAF55-C 47,83 a 42,79 b 33,35b 32,03b 15,841
BAF55 - PEG 4783 a 59,68 a 48,40 a 40,70 a 34,89 a
Média 47,83 A 51,24 A 40,87 B 36,37 C 25,36 D

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborado pelo autor,
2023.

Tabela B16. Proteina solivel (PS) em eixo embrionario
PS em Eixo (mg g'! MS)
Tempo em dias

Tratamento 0 2 4 6 8
BAFO07 - C 93,30 a 72,93 a 37,11a 3423 a 3521 a
BAF55-C 106,61 a 50,34 b 30,00 a 3191 a 25,29 a
Média 99,96 A 61,64 B 3355C 33,07 C 30,25 C

PS em Eixo (mg g'! MS)

BAFO07 - PEG 93,30 a 94,15 a 77,21 a 48,90 a 39,37 a
BAF55 - PEG 106,61 a 86,16 b 53,54 b 34,98 a 29,89 a
Média 99,96 A 90,15 A 65,37 B 41,94 C 34,63 C

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborado pelo autor,
2023.



202

APENDICE C — ANALISES ESTATISTICAS: CAPITULO 3

Figura C. Analise de cluster utilizada como complemento para a segregacao dos genotipos
utilizados quanto ao vigor. As variaveis utilizadas para realizar essa analise foram a primeira
contagem de germinagao (PC), germinacdo (G%), crescimento (G), uniformidade (U),
comprimento de raiz aos 3 dias (CR), comprimento de hipocotilo aos 3 dias (CH),
comprimento total aos 3 dias (CT)

Cluster Dendrogram

Lo
Loy

BAF 13
B

BAF 112
BAF 42
BAF 44
BAF O7
BAF 23

Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela C1. Resumo do quadro de andlise de variancia informando em relacdo as cultivares e

as varidveis comprimento de raiz (CR), comprimento de hipocotilo (CH), comprimento total

(CT), crescimento (C), uniformidade (U), indice de vigor (IV), indice de resposta cumulativa
ao estresse salino (IRCES) e indice de resposta cumulativa ao estresse hidrico (IRCEH)

FV CR CH CT C U v IRCES IRCEH
Genotipo 6 * * * * * * *
Erro 14
Total 20

Legenda: Fonte de variacdo (FV), Graus de liberdade (GL). *diferenga significativa pelo teste F (p < 0,01).
Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela C2. Resumo do quadro de andlise de variancia informando os resultados entre o fator
genotipo (F1) e condicao de estresse (F2) para as variaveis, primeira contagem de germinagao
(PCG), Germinagao (G), comprimento de raiz (CR), comprimento de parte aérea (CPA),
comprimento total (CT), massa seca de raiz (MSR), massa seca de parte aérea (MSPA), massa
seca total (MST), nimero de raizes secundarias (NRS), taxa de mobilizagao de reservas
(TMR) e taxa de reducdo de reservas da semente (TRRS) e teor de prolina

FV GL PCG G CR CPA CT MSR MSPA MST
F2 2 * * * * * * *
F1x F2 12 ns *k * ** * * *
Erro 42
Total 62

Legenda: Fonte de variagdo (FV), Graus de liberdade (GL). *,**diferenca significativa pelo teste F a 1% e 5%,
respectivamente. Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela C3. Resumo do quadro de analise de variancia informando os resultados entre o fator
gendtipo (F1) e condigdo de estresse (F2) para as variaveis, nimero de raizes secundarias
(NRS), taxa de mobilizacdo de reservas (TMR) e taxa de reducdo de reservas da semente

(TRRS) e teor de prolina
FV GL NRS TMR TRRS Prolina
F1x F2 12 * * * *
Erro 42
Total 62

Legenda: Fonte de variagdo (FV), Graus de liberdade (GL). *,**diferenca significativa pelo teste F a 1% e 5%,
respectivamente. Elaborado pelo autor, 2023.
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APENDICE D — ANALISES ESTATISTICAS: CAPITULO 4

Tabela D1. Resumo do quadro de analise de variancia com a significancia obtida para as
variaveis fisiologicas analisadas em relag¢do ao fator Genotipo (F1), Tempo (F2) e Estresse
(F3) obtidas para as variaveis comprimento total (CT), massa seca de plantulas (MSP) e
reducdo de reservas da semente (RRS)

FV GL CT MSP RRS
Genotipo (F1) 1 * * *
Tempo (F2) 3 * * *
Estresse (F3) 1 * * *
F1 x F2 3 * * ns
F1xF3 1 * * ns
F2x F3 3 * * *
F1 xF2 xF3 3 * * ns
Erro 32
Total 47
CV.% 8,72 5,79 16,68

Legenda: Fonte de variagdo (FV), Graus de liberdade (GL). *:diferenca significativa pelo teste F (p < 0,05).
Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela D2. Resumo do quadro de analise de varidncia com a significancia obtida para as
variaveis Aculcar solivel total em cotilédones (ASTcot) e eixo (ASTeix), reducdao de amido
(TRA) e reducao de proteina (TRP), proteina soltivel em cotilédones (PScot), proteina soluvel
em eixo (PSeix) e alfa-amilase (Amy) analisadas para o fator Genotipo (F1), Tempo (F2) e
Estresse (F3) obtidas para as varidveis fisioldgicas analisadas

FV GL ASTcot ASTeix TRA  TRP PSeix PScot Amy
Genotipo (F1) 1 * ns * * * * *
Tempo (F2) 4 * * * * * * *
Estresse (F3) 1 * ns * * * * *
F1xF2 4 * * * * ns ns *
F1xF3 1 ns ns * * ns ns *
F1 x F2x F3 4 ns * * * ns * *
Erro 40
Total 59
CV.% 8,62 7,71 7,07 4,64 8,88 5,63 29,69

Legenda: Fonte de variacdo (FV), Graus de liberdade (GL). *:diferenga significativa pelo teste F (p < 0,05).
Elaborado pelo autor, 2023.



205

APENDICE E — ANALISES ESTATISTICAS: CAPITULO 5

Tabela E1. Resumo do quadro de anélise de variancia informando a segregacao fisioldgica
entre os lotes do genotipo BAF42 para germinacdo (G), germinagdo em estresse hidrico
(GPEQG), envelhecimento acelerado (EA), comprimento total aos 3 dias (CT34ias), massa seca
de platnulas aos 3 dias (MSP34ias) € indice de vigor (IV)

FV GL G GPEG EA CT3dias MSP3ias I\
Vigor 2 * * * * * *
Erro 21
Total 23
CV - 3,71 5,14 9,03 7,17 15,37 6,46

Legenda: Fonte de variag@o (FV), Graus de liberdade (GL). *: diferenca significativa pelo teste F (p < 0,05).
Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela E2. Resumo do quadro de anélise de variancia com a significancia obtida para as
variaveis fisiologicas analisadas em relagdo ao fator Genotipo (F1), Tempo (F2) e Estresse
(F3) obtidas para as variaveis comprimento total (CT), massa seca de plantulas (MSP) e
massa seca remanescente em cotilédones (MSRC)

FV GL CT MSP MSRC
Tempo (F1) 2 * * *
Vigor (F2) 2 * * *
Estresse (F3) 1 * * *
F1xF2 4 * * ns
F1 xF3 2 * * *
F2 x F3 2 * * *
F1xF2xF3 4 ns ns ns
Erro 36
Total 53
C.V.% 4,38 5,58 3,91

Legenda: Fonte de variagdo (FV), Graus de liberdade (GL). *:diferenca significativa pelo teste F (p < 0,05).
Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela E3. Resumo do quadro de analise de variancia com a significincia obtida para as
variaveis fisiologicas analisadas em relacao ao fator Geno6tipo (F1), Tempo (F2) e Estresse
(F3) obtidas para as variaveis comprimento total (CT), massa seca de plantulas (MSP) e
massa seca remanescente em cotilédones (MSRC)

FV GL Picot Pieix Fitase Fitato
Tempo (F1) 3 * *
Vigor (F2) 2 * * * ns
Estresse (F3) 1 * * * *
F1xF2 6 * * * ns
F1 x F3 3 * * * *
F2xF3 2 ns * * ns
F1 xF2x F3 6 ns ns * ns
Erro 48
Total 71
6,52 7,31 84,33 11,50

Legenda: Fonte de variagdo (FV), Graus de liberdade (GL). *:diferenca significativa pelo teste F (p < 0,05).
Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela E4. Resumo do quadro de anélise de variancia com a significancia obtida para as
variaveis fisiologicas analisadas em relagdo ao fator Vigor (F1) e Estresse (F2) obtidas para as
variaveis comprimento total (CT), massa seca de plantulas (MSP) e massa seca remanescente

em cotilédones (MSRC)
FV GL Prolina

Vigor (F1) 2 *

Estresse (F2) 1 *

F1xF2 2 ns
Erro 12
Total 17

CV.% 8,78

Legenda: Fonte de variagdo (FV), Graus de liberdade (GL). *:diferenca significativa pelo teste F (p < 0,05).
Elaborado pelo autor, 2023.
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APENDICE F — ANALISES ESTATISTICAS: CAPITULO 6

Tabela F1. Resumo do quadro de analise de varidncia demonstrando o valor de F-calculado
para as variaveis envelhecimento acelerado (EA), comprimento de raiz (CR34ias), hipocotilo
(CRadias) € total (CT3aias) € indice de vigor (IV)

FV GL EA CRdias CHadias CTjdias IV3gias
Vigor 1 27,24* 21,67* 17,28%* 30,34* 23,17*
Erro 14
Total 15
CV - 12,43 8,04 6,26 6,24 5,00

Legenda: *Indica diferenca significativa pelo teste F a 5% de probabilidade. Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela F2. Resumo do quadro de analise de varidncia demonstrando o valor de F-calculado
para as variaveis germina¢ao (G), comprimento total (CT) massa seca de plantulas (MSP),
reducdo de reservas da semente (RRS), alfa-amilase (Amy), eficiéncia de uso de reservas
(EURS), malondialdeido (MDA), Catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e guaiacol

peroxidase (GPX)
FV GL G CT MSP RRS Amy EURS
Temperatura (F1) 4 54,56* 1129,80%* 1128,79* 377,60* 314,24* 0,83
Vigor (F2) 1 21,35% 83,64* 95,16* 31,26%* 53,41* 35,72%*
F1 X F2 4 0,590 8,68% 27,45% 6,31%* 17,13* 1,96
Erro 30
Total 39
CV - 4,46 6,04 6,58 9,57 17,18 10,28
FV GL MDA Ppiantula CATpriantula APXplantula GPXpiantula
Temperatura (F1) 4 87,84* 13,43* 11,75% 299,76*
Vigor (F2) 1 32,22% 1,45m™ 0,06™ 0,01
F1 X F2 4 2,61™ 3,97* 0,42m 7,48%
Erro 30
Total 39
CvV - 6,07 24,15 20,09 16,13
FV GL MDA cotitédone CAT cotilédone APXcotilédone GPXcotilédone
Temperatura (F1) 4 8,97* 135,64* 11,34* 196,53*
Vigor (F2) 1 0,06™ 0,29 0,03m 17,19%
F1 X F2 4 0,49 0,51 1,91 9,51%*
Erro 30
Total 39
CV ; 12,61 18,55 32,77 3223

Legenda: *Indica diferenca significativa pelo teste F a 5% de probabilidade. ™: ndo significativo. Elaborado pelo
autor, 2023.
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APENDICE G — ANALISES ESTATISTICAS: CAPITULO 7

Tabela G1. Resumo do quadro de analise de variancia demonstrando o valor de F-calculado

para as variaveis de raiz (CR), hipocotilo (CH) e total (CT), massa seca de plantulas (MSP),

malondialdeido (MDA), guaiacol peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase (APX), catalase
(CAT) e teor de prolina determinados em eixo/plantulas (EIX) e cotilédones (COT) aos quatro

dias apos a semeadura em condicdes de auséncia e presenca de estresse hidrico
FV GL CR CH CT MSP MDAcot  MDAeix GPXeix

Vigor (F1) 2 25,96* 7,79* 21,10* 59,47* 4,73* 19,41* 0,45ns
488,36* 20,21* 217,50* 19,16*

Estresse (F2) 1 279,80*  303,69*  314,84*%
F1 xF2 2 3,68% 2,27ns 3,25ns 6,05ns 0,96ns 1,51ns 1,09ns
Erro 18
Total 23
CV 12,48 13,36 12,14 6,54 27,61 8,28 15,52
FV GL GPXcot APXeix APXcot CATeix CATcot  ProlinaEix ProlinaCot
Vigor (F1) 2 0,93ns 0,57ns 0,01ns 4,04* 4,93%* 15,75* 11,02*
Estresse (F2) 1 32,40%* 47,00%* 0,84ns 42,18* 18,93* 280,02* 95,84*
F1xF2 2 0,08ns 4,81* 0,36ns 0,36* 1,36ns 10,68* 4,58*
Erro 18
Total 23
CV - 55,17 17,71 27,48 24,73 20,68 17,24 17,03

Legenda: FV: Fonte de variagdo; GL: Graus de liberdade; C.V.: Coeficiente de varia¢do. *Indica diferenca
significativa pelo teste F a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo. Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela G2. Resumo do quadro de anélise de varidncia demonstrando o valor de F-calculado
para as variaveis de raiz (CR), hipocotilo (CH) e total (CT), massa seca de plantulas (MSP),
malondialdeido (MDA), guaiacol peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase (APX), catalase
(CAT) e teor de prolina determinados em eixo/plantulas (EIX) e cotilédones (COT) aos sete

dias apos a semeadura em condicdes de auséncia e presenca de estresse hidrico
FV GL CR CH CT MSP MDAcot MDAceix GPXeix
Vigor (F1) 2 23,32% 11,90* 28,50% 16,42* 8,45* 1,68ns 0,06ns
Estresse (F2) 1 200,42*  367,84*  397,66*  409,58* 56,79* 65,44* 34,05*
F1 xF2 2 0,22ns 2,55ns 1,23ns 0,62ns 4,18* 0,84ns 6,34*
Erro 18
Total 23
CV - 7,26 11,55 6,82 9,06 24,51 12,64 20,62
FV GL  GPXcot APXeix APXcot CATeix CATcot ProlinaEix ProlinaCot
Vigor (F1) 2 4,70* 3,65% 0,65ns 5,56* 3,68* 6,56* 1,04ns
Estresse (F2) 1 84,43* 24.20%* 4.31ns 9,63* 47,80* 483,57* 106,17*
F1 xF2 2 2,83ns 5,66* 0,61ns 0,81ns 2,09ns 3,93ns 0,81ns
Erro 18
Total 23
CcV 56,10 18,35 26,36 16,23 19,81 15,38 22,10

Legenda: FV: Fonte de variagdo; GL: Graus de liberdade; C.V.: Coeficiente de varia¢ao. *Indica diferenca
significativa pelo teste F a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo. Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela G2. Resumo do quadro de anélise de varidncia demonstrando o valor de F-calculado
para as variaveis de raiz (CR), hipocotilo (CH) e total (CT), massa seca de plantulas (MSP),
malondialdeido (MDA), guaiacol peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase (APX), catalase
(CAT) e teor de prolina determinados em raizes e hipocotilo aos sete dias apos a semeadura

em condic¢des de auséncia e presencga de estresse hidrico

FV GL MDA hipo MDA raiz GPX hipo GPX raiz APX hipo
Vigor (F1) 1 8,66* 6,54%* 3,71ns 5,67* 0,02ns
Estresse (F2) 1 58,14%* 75,84% 10,58* 46,79* 25,68*
F1 xF2 1 0,47ns 0,18ns 0,31ns 3,38 ns 0,06ns
Erro 12
Total 15
Cv 13,21 9,75 19,02 26,33 16,77
FV GL APX raiz CAT hipo CAT raiz PRO eix PRO raiz
Vigor (F1) 1 5,23* 1,29ns 2,01ns 21,52%* 17,67*
Estresse (F2) 1 59,83 13,37* 22,34* 170,23* 273,99%
F1 xF2 1 4,00ns 0,35ns 8,53* 11,90* 9,24%*
Erro 12
Total 15
Ccv 20,54 15,80 13,34 17,26 16,48

Legenda: FV: Fonte de variagdo; GL: Graus de liberdade; C.V.: Coeficiente de varia¢do. *Indica diferenca
significativa pelo teste F a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo. Elaborado pelo autor, 2023.
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APENDICE H — ANALISES ESTATISTICAS: CAPITULO 8

Tabela H1. Resumo do quadro de analise de variancia demonstrando o valor de F-calculado
para as variaveis Primeira contagem de germinacao (PCG; PCGrtr), germinacgdo (G; Gtr),
plantulas anormais (PA; PAtr) € sementes mortas (SM; SMtr) dos lotes de sementes
utilizados dos genotipos BAF42, BAF44 e BAFS55 com nivel de vigor distinto em condi¢des
normais de execucado (i.e., 23 °C +- 2) e apds a submissdo das sementes a 5 °C por 7 dias (TF)

FV GL PCG G PA SM PCGrr Grr PATr SMrr

Gendtipo (F1) 2 52,18* 12,16* 12,16%* - 40,68* 50,45* 7,45% 79,59*

Vigor (F2) 1 97,50%  22,53* 22,53%* - 78,77* 65,74*  61,38* 9,56*

F1 xF2 2 4,61%* 0,99ns  0,99ns - 0,06ns 2,68ns 1,07ns 2,81ns
Erro 18
Total 23

CV - 7,42 3,14 29,11 - 14,78 8,83 24,28 45,76

Legenda: FV: Fonte de variagdo; GL: Graus de liberdade; C.V.: Coeficiente de variacao. *Indica diferenca
significativa pelo teste F a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo. Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela H2. Resumo do quadro de anélise de varidncia demonstrando o valor de F-calculado
para as variaveis comprimento de raiz (CRrr), hipocotilo (CHrr), total (CTtr) € massa seca de
plantulas (MSPrr) dos lotes de sementes com nivel de vigor utilizados dos gendtipos BAF42,

BAF44 e BAF55 avaliados aos 4 dias apds a submissdo das sementes a 5 °C por 7 dias (TF)

FV GL CR1r CHrr CTrr MSP

Genotipo (F1) 2 33,10% 12,33* 29,64* 3,62%

Vigor (F2) 1 31,97* 15,36* 30,10% 14,76*

F1xF2 2 5,23% 5,48* 5,93* 2,09ns
Erro 18
Total 23

CV - 17,29 10,75 14,00 18,65

Legenda: FV: Fonte de variagdo; GL: Graus de liberdade; C.V.: Coeficiente de varia¢ao. *Indica diferenca
significativa pelo teste F a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo. Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela H3. Resumo do quadro de anélise de variancia demonstrando o valor de F-calculado
para as variaveis malondialdeido (MDA), guaiacol peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase
(APX), catalase (CAT) em eixo e plantulas dos lotes de sementes com nivel de vigor distinto
utilizadas dos gendtipos BAF42, BAF44 e BAF55 determinados na apos o estresse por sete

dias a 5 °C (Saida do estresse por frio) e aos 4 dias apds o estresse por frio 5 °C por 7 dias
Saida do Estresse por Frio

FV GL CAT GPX APX MDA H>0,
Genotipo (F1) 2 1,29ns 0,02ns 0,34ns 0,07 ns 15,92*
Vigor (F2) 1 9,18%* 0,01ns 0,59ns 0,02 ns 26,10*
F1xF2 2 0,62ns 0,04ns 0,14ns 1,94 ns 11,97*
Erro 18
Total 23
()% - 12,40 36,15 28,40 6,21 7,69
4 Dias Apos o Estresse por Frio
FV GL CAT GPX APX MDA H>O»
Genotipo (F1) 2 6,94* 12,14* 18,84* 9,26* 13,79%
Vigor (F2) 1 26,76* 7,47* 23,69* 19,33* 9,51*
F1 xF2 2 3,74* 2,67ns 0,092ns 0,77ns 0,02ns
Erro 18
Total 23
()% - 7,60 9,48 12,65 13,15 17,23

Legenda: FV: Fonte de variagdo; GL: Graus de liberdade; C.V.: Coeficiente de varia¢do. *Indica diferenca
significativa pelo teste F a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo. Elaborado pelo autor, 2023.
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APENDICE I — ANALISES ESTATISTICAS: CAPITULO 9

Tabela I1. Resumo do quadro de anélise de variancia demonstrando o valor de F-calculado
para as variaveis de Comprimento de raiz (CR), comprimento de hipocétilo (CH),
comprimento total (CT), massa seca de raiz (MSR), massa seca de hipocotilo (MSH), massa
seca total (MST), proporc¢ao de mobilizagdo de reservas para raiz (PMRR), hipocétilo
(PMRH), relagdo raiz e hipocétilo (R/H), massa seca remanescente em cotilédones (MSRC),
reducdo de reservas da semente (RRS) e eficiéncia de uso de reservas da semente (EURS) dos
lotes de semente com alto vigor (AV) e baixo vigor (BV) submetidos a condi¢des de estresse

por cloreto de so6dio (NaCl)
FV GL G CR CH CT MSR MSH MST
Vigor (F1) 1 25,48% 21,37* 117,83* 74,88%* 54,24%* 72,11% 81,26%*
Estresse (F2) 2 7,04%* 1818,75* 2140,05* 3372,61* 270,81*  759,39* 751,62*

F1 x F2 2 0,86ns 2,86ns 42,68* 17,91%* 13,82%* 25,86%* 26,80*
Erro 18
Total 23
CV - 7,88 5,33 421 3,70 5,97 6,49 5,83
FV GL PMRR PMRH R/H MSRC RRS EURS -

Vigor (F1) 1 0,16ns 0,17ns 4,88* 26,90* 50,63* 0,03ns -
Estresse (F2) 2 98,33* 98,39* 35,13* 540,36*  572,11* 0,01ns -

F1xF2 2 2,09ns 2,10ns 5,04* 11,18* 13,68* 1,52ns -
Erro 18 -
Total 23 -

CV - 6,36 2,12 5,87 2,22 6,62 7,62 -

Legenda: FV: Fonte de variagdo; GL: Graus de liberdade; C.V.: Coeficiente de varia¢ao. *Indica diferenca
significativa pelo teste F a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo. Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 12. Resumo do quadro de anélise de variancia demonstrando o valor de F-calculado
para as variaveis taxa de reducdo de amido (TRA), alfa-amilase (Amy), prolina (PRO),
malondialdeido (MDA), peréxido de hidrogénio (H20>), ascorbato peroxidase (APX), guaicol
peroxidase (GPX), catalase (CAT) avaliados em cotilédones (cot), raizes (raiz) e hipocoétilo
(hipo) dos lotes de semente com alto vigor (AV) e baixo vigor (BV) submetidos a condi¢des

de estresse por cloreto de sdédio (NaCl)
FV GL TRA Amy PROcot  MDAcot HyOscot APXcot GPXcot CATcot
Vigor (F1) 1 19,38%* 1,99ns 0,09ns 0,10ns 2,10ns 0,00ns 0,01ns 0,36ns
Estresse (F2) 2 159,77* 159,70% 335,53ns  33,50* 15,51%* 4,67* 49,00* 3,67*
FI1 x F2 2 2.91ns 3,60%* 0,44ns 1,29ns 0,56ns 0,22ns 1,98ns 0,24ns

Erro 18
Total 23
CV - 10,84 28,46 421 10,62 10,48 6,49 25,26 12,53
FV GL PROhipo MDAhipo HyOshipo APXhipo GPXhipo CAThipo
Vigor (F1) 1 5,31% 6,01%* 2,71%* 0,20ns 4,62%* 0,06ns
Estresse (F2) 2 224,95% 73,89* 22,59% 89,12* 122,52%* 47,76*
F1xF2 2 2,91ns 1,50ns 6,68* 0,55ns 3,24ns 5,35%
Erro 18
Total 23
CV - 5,97 12,66 15,21 12,38 14,14 14,69
FV GL PROraiz MDAraiz H,Osraiz APXraiz GPXraiz CATraiz
Vigor (F1) 1 76,71% 0,42ns 0,00ns 0,85ns 0,11ns 0,35ns
Estresse (F2) 2 50,11%* 40,24* 4,88%* 13,57* 10,40* 66,01*
F1 xF2 2 3,94% 0,40ns 1,46ns 1,45ns 1,29ns 0,51ns
Erro 18
Total 23
CV - 5,87 9,09 14,54 15,01 13,42 19,48

Legenda: FV: Fonte de variagdo; GL: Graus de liberdade; C.V.: Coeficiente de varia¢ao. *Indica diferenca
significativa pelo teste F a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo. Elaborado pelo autor, 2023.



