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RESUMO

A pré-embebicdo de sementes com giberelina é uma pratica usada para potencializar o
desempenho inicial das plantas e superacdo de estresses abidticos, mas ainda ndo foi
compreendido como o vigor inicial das sementes pode contribuir neste processo. No presente
trabalho, foram realizados experimentos para determinar as alteragdes fisioldgicas, bioquimicas
e moleculares em sementes de feijdo com niveis de vigor contrastantes durante processo de
germinacdo e desenvolvimento inicial das plantulas quando submetido a aplicacdo exogena de
acido giberélico (GAs) nas sementes. No primeiro capitulo, diferentes doses de GAs (0; 0,025;
0,05; 0,10; 0,20mM L) foram testadas nas cultivares BAF44 e BAF55 (baixo e alto vigor,
respectivamente) para avaliar como ocorre a regulacdo dos componentes de reserva durante a
germinacdo e formacdo de plantulas de cultivares de feijado com diferenca na qualidade
fisioldgica. Os resultados demonstram diferencas na dindmica das reservas de sementes e na
formagéo de plantulas, sendo o vigor inicial o fator preponderante neste processo. A cultivar
BAF 55 (alto vigor) foi prejudicada pela aplicacdo das doses de GAs, pois apresentou maior
massa seca remanescente nos cotilédones, indicando a que as reservas nao foram utilizadas
durante o desenvolvimento da pléntula. A cultivar BAF 44 (baixo vigor) respondeu
positivamente ao aumento das doses de GAs, pois favoreceram 0 uso das reservas da semente
pela diminuicdo da massa seca remanescente no cotilédone, o que contribuiu para 0 maior
comprimento do hipocotilo e plantula. As doses de 0,025 a 0,10mM L de GAs foram as que
proporcionaram maior comprimento de hipocétilo, epicétilo e plantula, além da reducdo da
massa do cotilédone indicando haver o uso das reservas anteriormente sintetizadas no
cotilédone. No segundo capitulo, a partir do estudo das doses foi determinado uma dose Unica
de GA3(0,035mM L) para elucidar as possiveis alteragdes bioquimicas e moleculares durante
0 3° 5° e 7° dia de desenvolvimento da plantula sendo comparado com o tratamento controle
(dgua). As avaliacBes no tratamento controle demonstraram que a cultivar de alto vigor teve
maior comprimento de hipocotilo, epicétilo e plantula, além do melhor aproveitamento de suas
reservas, pois as mesmas foram mobilizadas para formacao de plantulas com maior massa seca.
Contudo, a aplicacdo de GAs potencializou 0o maior comprimento de plantula somente para
cultivar de baixo vigor, apresentando plantulas mais vigorosas em decorréncia do aumento da
expressao e atividade da enzima alfa-amilase que culminou em maior reducdo do amido e do
acucar soluvel total que foram destinados para os pontos de crescimento. A cultivar de alto
vigor apresentou uma queda na expressdo do gene de alfa-amilase quando pré-embebida em

GAs3, havendo uma “down-regulation” e esta foi a possivel causa da diminuicdo do uso dos



componentes bioquimicos que afetou negativamente a dindmica de mobilizacdo de reserva. A
aplicacdo de GAsem sementes de feijdo afeta a dindmica dos mecanismos de mobilizacéo das
reservas da semente, pela alteracdo do uso de seus componentes bioguimicos e moleculares,
sendo caracteristicas genéticas como 00 vigor da semente fator crucial para a percepc¢do do
horménio.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L.; qualidade fisiologica; mobilizacdo de reserva;

giberelina; alfa-amilase.



ABSTRACT

The pre-soaking of seeds with gibberellin is a practice used to enhance the initial performance
of plants and overcome abiotic stresses, but it has not yet been understood how the initial vigor
of seeds can contribute to this process. In the present work, experiments were carried out to
determine the regulatory, biochemical and molecular alterations in bean seeds with contrasting
vigor levels during the germination process and initial seedling development when cultivated
with exogenous application of gibberellic acid (GAs) in the seeds. In the first chapter, different
doses of GA3 (0; 0,025; 0,05; 0,10; 0,20mM L™) were tested in cultivars BAF44 and BAF55
(low and high vigor, respectively) to evaluate how the regulation of reserve components occurs
during germination and seedling formation of common bean cultivars with difference in
physiological quality. The results showed differences in the dynamics of seed reserves and
seedling formation, with initial vigor being the preponderant factor in this process. Cultivar
BAF 55 (high vigor) was harmed by the application of GAsz doses, as it showed higher
remaining dry mass in the cotyledons, indicating that the reserves were not used during seedling
development. Cultivar BAF 44 (low vigor) responded positively to the increase in GA® doses,
as they favored the use of seed reserves by decreasing the remaining dry mass in the cotyledon,
which contributed to the greater length of the hypocotyl and seedling. Doses of 0,025 to
0,10mM L of GA; were those that provided greater hypocotyl, epicotyl and seedling length,
in addition to reducing the cotyledon mass, indicating the use of reserves previously synthesized
in the cotyledon. In the second chapter, from the study of doses, a single dose of GA3 (0,035mM
L) was determined to elucidate possible biochemical and molecular changes during the third,
fifth and seventh day of seedling development, being compared with the control treatment
(water). Treatment estimates control that the high vigor cultivar had greater hypocotyl, epicotyl
and seedling length, in addition to better use of its reserves, as they were mobilized to form
seedlings with higher dry mass. However, the application of GAs enhanced the greater seedling
length only for low vigor cultivars, with more vigorous seedlings due to the increase in the
expression and activity of the alpha-amylase enzyme, which culminated in a greater reduction
of starch and total soluble sugar that were destined for growth points. The high vigor cultivar
showed a drop in alpha-amylase gene expression when in GAz, with a “down-regulation” and
this was the possible cause of the decrease in the use of biochemical components that affected
the reserve circulation dynamics. The application of GAs in bean seeds affects the dynamics of

movement of the seed reserves, by changing the use of its biochemical and molecular



components, with genetic characteristics such as seed vigor being a crucial factor for the
perception of hormones.

Keywords: Phaseolus vulgaris L.; physiological quality; reserve mobilization; gibberellin;
alpha-amylase.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Caracterizacdo fisioldgicas das cultivares de feijdo comum BAF44 e BAF55
produzidas na safra 2021/2022............ccccccevvennenn. Erro! Indicador néo definido.
Figura 2 — Desempenho de plantulas (CH e CP) e mobilizacao das reservas (MSRC, MSP, URS,
TURS e TMRS) da semente das cultivares BAF44 e BAF55 em funcdo de
diferentes doses de GA3. ...cccovvveveniienenieieins Erro! Indicador ndo definido.
Figura 3 — Efeito médio das doses de GAs no desempenho de plantulas e mobilizagdo das
reservas da SEMENte. .......ccccvveereereeneeneeee e, Erro! Indicador néo definido.

Figura 4 — Caracterizacdo fisioldgicas das cultivares BAF44 e BAF55 produzidas na safra

202112022, ..o Erro! Indicador ndo definido.
Figura 5 — Curva de embebicéo para as cultivares BAF44 e BAF55.Erro!  Indicador néo
definido.

Figura 6 — Formac&o de plantulas durante o periodo de sete dias para os tratamentos controle
(SEM GABR). ittt Erro! Indicador ndo definido.
Figura 7 — Desempenho fisioldgico das cultivares BAF44 e BAF55 durante o desenvolvimento
de pléantulas em funcdo do tratamento sem ou com aplicagéo de GAa. ........ Erro!
Indicador néo definido.
Figura 8 — Formacdo de plantulas durante o periodo de sete dias para os tratamentos com
aplicacdo de GAz. ...cocvvieeeee s Erro! Indicador ndo definido.
Figura 9 — Componentes da mobilizacdo de reserva das cultivares BAF44 e BAF55 durante o
desenvolvimento de plantulas em fungéo do tratamento sem ou com aplicacdo de
GAB. e Erro! Indicador néo definido.
Figura 10 — Taxa de mobilizacdo de reservas das cultivares BAF44 e BAF55 durante o
desenvolvimento de plantulas em fungédo do tratamento sem ou com aplicacdo de
GG, e Erro! Indicador néo definido.
Figura 11 — Reducdo de amido e agucar soluvel total das cultivares BAF44 e BAF55 durante o
desenvolvimento de plantulas em fungéo do tratamento sem ou com aplicacdo de
GAB. e Erro! Indicador néo definido.
Figura 12 — Atividade da enzima alfa-amilase e reducgéo de proteina das cultivares BAF44 e
BAF55 durante o desenvolvimento de plantulas em fungéo do tratamento sem ou

com aplicagio GAS. .....ccevveveriiiieee Erro! Indicador néo definido.



Figura 13 — Expressdo relativa do gene da alfa-amilase (GenBank: AB015131.1) para as
cultivares BAF44 e BAF55 ao sétimo dia de avaliagdo.Erro!  Indicador néo
definido.

Figura 14 — Etapas da extracdo do RNA pelo método do TRIZOI®...........cccccevvevveiiiiccinenne 44

Figura 15 — Curva de dissociagéo ou de Melting dos fragmentos gerados a partir do gene alvo
e as referéncias enddgenas usando as cultivares BAF44 e BAF55 na presenca ou

AUSENCIA A8 GG, ettt e e e e e ettt e e e e e e e e aeaens 44



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Grau de liberdade e quadrados médios obtidos da analise de variancia para as
caracteristicas fisiologicas e de mobilizacdo das reservas das sementes......... Erro!
Indicador néo definido.

Tabela 2 — Efeito médio da cultivar no desempenho de plantulas e mobilizacéo das reservas da
SEIMENTE ..ttt Erro! Indicador ndo definido.

Tabela 3 - Grau de liberdade e quadrados médios obtidos da analise de variancia entre os fatores
cultivar, dia e tratamento para as caracteristicas fisiologicas e de mobilizacdo das
FESEIVAS (AS SEMENTES ....c.vcveiviverictiitee et sie ettt sttt seere s r et ne e s 43

Tabela 4 — Grau de liberdade e quadrados médios obtidos da analise de variancia entre os fatores
cultivar, dia e tratamento para as caracteristicas bioquimicas............c.ccccoevevvennene 43

Tabela 5 — Sequéncias de primers usadas para avaliagdo molecular............cccccoocevirninnnnnn. 44



SUMARIO

1 INTRODUGAO ......ooiocececeeeee et 12
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.......oiiiiieiitineineiesiesississss st 15
2.1 IMPORTANCIA DA CULTURA DO FEIAO ....c.ooeveveveeeereeeee e, 15
2.2 ATRIBUTOS DA QUALIDADE DE SEMENTE ....ccooi i 16
2.3 PROCESSO DE GERMINAQAO E CRESCIMENTO DE PLANTULA .......cccceou...... 19
2.3.1 Importancia das reservas armazenadas Na SEMENLE .........cocvveveereeresieeieere e e se e 21
2.3.2 Regulacdo hormonal ap6s embebiGao de AgUA...........cccvevveieiieiice e 22
2.3.3 Via de biossintese de GA durante germinagao Nas SEMeNtes ..........cccccevereeerereereeereenns 24

3  MOBILIZACAO DE RESERVAS E DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS
APOS EXPOSICAO DAS SEMENTES DE FEIJAO AO ACIDO GIBERELICO

.......................................................................................... Erro! Indicador n&o definido.
3.1 INTRODUGAO........coovoieieeeeieeeeeeeeseee e en s Erro! Indicador néo definido.
3.2 MATERIAL E METODOS.......cccooveeieeieeeeeeeesernnen, Erro! Indicador néo definido.
3.2.1 Material utilizado..........ccovviiiniiiee e Erro! Indicador ndo definido.

3.2.2 Andlise fisiologica das sementes multiplicadas na safra 2021/2022 Erro! Indicador néo
definido.

3.2.3 Pré-embebicdo de acido giberélico (GA3) .......ccccccerveunnee. Erro! Indicador ndo definido.
3.2.4 Analise eStatiStiCa .........cccvveveeeierierescre e Erro! Indicador néo definido.
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO ......ccccoovvrvrrerrrsrrisrennnn, Erro! Indicador ndo definido.
3.3.1 Qualidade fisioldgica das sementes...........cccevvevvevrrennenne. Erro! Indicador ndo definido.

3.3.2 Desempenho fisiolégico ap6s pré-embebicdo das sementes em acido giberélico (GAz)
Erro! Indicador néo definido.

3.4 CONCLUSAO ..., Erro! Indicador néo definido.

4 RESPOSTAS  FISIOLOGICAS, BIOQUIMICAS E MOLECULARES
DECORRENTES DA APLICACAO DE GIBERELINA EM SEMENTES DE

FEIJAO COM VIGOR CONTRASTRANTES........... Erro! Indicador néo definido.
4.1 INTRODUGAO.......ccooiiireeeeerieereieseeeeiensvesens s, Erro! Indicador néo definido.
4.2 MATERIAL E METODOS........ccoovvevereierseeeeneerenenean, Erro! Indicador néo definido.
4.2.1 Obtencdo das sementes e caracterizacao fisiologica ........ Erro! Indicador néo definido.
4.2.2 Pre-embebicgéo das sementes em GAz ......ccccvvvevvreennne Erro! Indicador ndo definido.
4.2.3 ANalise EStatiStiCa ........ccccvvveeeieiieieiese e Erro! Indicador ndo definido.
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO .....cccooovvrvrerirnrinsrenenn, Erro! Indicador néo definido.

4.4 CONCLUSAO ... Erro! Indicador ndo definido.



5 CONSIDERACOES FINAIS ..o, Erro! Indicador néo definido.
REFERENCIAS .....oooiiiiieie ettt

APENDICE



12

1 INTRODUCAO

A cultura do feijdo é produzida globalmente, sendo cultivado diferentes géneros e
especies. Dentre eles, o feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) apresenta uma grande relevancia
socioecondémica no mundo, pois sua producdo se concentra principalmente em paises pobres
dos continentes Americano, Africano e Asiatico (FAO, 2020). Além disso é alimento basico na
dieta humana, pois seus grdos apresentam alto teor de proteinas, carboidratos e minerais
(ASSEFA et al., 2019; PUNIA et al., 2020).

A producdo mundial de feijdo comum é de 12 milhdes de toneladas, sendo os principais
paises produtores india, Mianmar e Brasil (FAO, 2020). A producdo brasileira nas ultimas
safras tem mantido comportamento linear, com aproximadamente 3 milhdes de toneladas/ano.
A regido Centro-Sul corresponde a 73,6% de toda producdo desta leguminosa no pais e 0s
principais estados produtores sdo Parana, Minas Gerais e Goias (CONAB, 2022).

O feijdo comum utilizado em todo territério nacional, apresenta grande variabilidade
genética, sendo cultivado em sua maioria nas propriedades para o consumo préprio (PEREIRA
et al., 2011). No estado de Santa Catarina aproximadamente 67% da producdo de feijdo €
oriunda de pequenas propriedades que implantam anualmente suas lavouras com sementes
produzidas em sua propriedade ao longo dos anos (MICHELS et al., 2014). Essas variedades
foram melhoradas e adaptadas pelos agricultores detentores dessas sementes, em diferentes
sistemas de manejo, e sdo classificadas como sementes crioulas (COELHO et al., 2010).

A pesquisa com uso de sementes crioulas vem sendo realizado principalmente por
apresentarem potencial de contribuicdo com caracteristicas de importancia agronémica e
nutricional. Algumas dessas variedades demonstram um maior potencial fisioldgico em
comparacdo com cultivares comerciais. Isso se deve pelas cultivares locais terem sua base
genética extensa e relativa facilidade de adaptacdo as condi¢des ambientais, enquanto que as
cultivares comerciais sao considerados linhagens com base genética limitada (MICHELS et al.,
2014). Entre os atributos de qualidade da semente, a germinacao e o vigor desempenham um
papel importante para entender sobre a viabilidade da semente (NERLING; COELHO;
BRUMMER, 2018).

A germinacéo é definida como a emergéncia e desenvolvimento de todas as estruturas
essenciais do embrido, manifestando sua capacidade para originar uma plantula normal, sob
condi¢cbes ambientais favoraveis (EHRHARDT-BROCARDO, 2017). Normalmente, 0s

resultados obtidos pelo teste de germinagdo ndo se reproduzem a campo, pois as condigOes
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raramente sdo 6timas o que gera resultados divergentes (PESKE; VILLELA; MENEGHELLO,
2019).

Por outro lado, o vigor indica o potencial das sementes para uma emergéncia rapida com
uniformidade e pelo desenvolvimento de plantulas normais sob ampla diversidade de condic6es
de ambiente (MARCOS-FILHO, 2015). As sementes que apresentam alto vigor proporcionam
vantagens em situacdes adversas de ambiente, em relacdo as sementes de vigor médio ou baixo
(KRZYZANOWSKI, FRANGCA-NETO, HENNING, 2018).

Durante o processo de germinacdo a agua desempenha papel decisivo, pois atraves dela
ocorre o controle da reidratacdo dos tecidos, que intensifica a respiragéo, a partir disso o sistema
enzimatico é ativado e inicia-se a hidrélise e mobilizacdo de reservas, fornecendo energia e
nutrientes para a retomada do crescimento do embrido (EHRHARDT-BROCARDO;
COELHO, 2016a; SUNMONU; KULKARNI; VAN STADEN, 2016). A maior velocidade com
que ocorre a passagem pelas distintas fases da germinacédo, pode ser um indicativo de sementes
com maior vigor (NERLING; COELHO; BRUMMER, 2018).

Através da modernizacdo da agricultura novas préaticas vém sendo realizadas com intuito
de aumentar a taxa de germinacao, crescimento das plantas e consequentemente rendimento da
lavoura entre elas a aplicacdo de hormdnios de forma exdgena na semente. A Giberelina (GA)
é um horménio considerado promotor da germinagdo em sementes, por estimular o crescimento
do embrido e induzir a sintese de enzimas hidroliticas essenciais na hidrolise das reservas que
induzem o inicio da protusdo radicular (LI et al., 2020; XIONG et al., 2021). Além disso
estudos recentes relatam que a aplicacdo de GA na semente auxilia na superacao de estresses,
como inundagéo (ZHOU et al., 2021) e seca (KHAN et al., 2020).

Os horménios agem de forma integrada nos processos metabolicos relativos ao
desenvolvimento, podendo estimular ou inibir o crescimento das plantas. Embora haja na
literatura informacdes sobre melhor desempenho de culturas ap6s uso de GA no tratamento de
semente, ndo foi elucidado como o vigor inicial do lote pode influenciar os resultados, visto
que sementes de alto vigor apresentam maior taxa de utilizagdo e mobilizacéo das reservas, que
favorecem a formacdo de plantulas vigorosas (PADILHA; COELHO; ANDRADE, 2020).

Com a utilizag&o de analises bioquimicas, é possivel avaliar a capacidade de hidrdlise e
mobilizacdo dos componentes de reserva durante o processo de germinacdo das sementes.
Conforme estudo de Henning et al. (2010) sementes de soja com alto vigor apresentam maiores
contetidos de proteinas soluveis, amido e agucares sollveis, além de terem maior capacidade
de mobilizar as reservas presentes nos cotilédones que resultam em plantulas com melhor

desempenho inicial. Pelo fato da GA atuar na sintese da enzima alfa-amilase e na conversao do
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amido em acUcares sollveis durante o processo germinativo, a aplicagdo exdgena pode
contribuir na maior atividade enzimatica, podendo favorecer o processo de mobilizacdo e
formacéo de plantulas de maior vigor (CHENG et al., 2015).

Outra técnica que pode ser utilizada para entender os fatores associados com condicfes
fisiol6gicas das sementes é através da expressdo génica, processo pelo qual as informacdes
presentes em um determinado gene s&o codificadas em uma proteina (ORNELLAS et al., 2019).
Visto que enzimas sdo produtos da expressdo génica e sdo influenciadas pelo ambiente
(SCHMITT; SKADSEN; BUDDE, 2013) conseguir mensurar a expressao da alfa-amilase pode
ajudar a elucidar a participagéo dessa enzima durante o processo de germinacao e associar com
a formacéo de plantulas.

A regulacdo do processo de germinacdo vem sendo estudada por diferentes autores, e
cada vez mais procura-se esclarecer a influéncia do vigor inicial da semente na formacéo da
plantula. Entretanto ndo ha registro na literatura de pesquisas que relacionem a aplicacdo de
GA exdgeno via semente com mudancas na hidrélise e mobilizagdo das reservas, além de
associar com a expressdo de genes em sementes com vigor contrastantes.

Tais informacBGes podem comprovar a influéncia deste horménio na hidrélise das
reservas além da regulacdo genética para formacdo de plantulas, e assim o melhor o
entendimento dos mecanismos que controlam o vigor em sementes de feijao. Por este motivo,
0 objetivo geral do trabalho foi determinar as alteracdes fisioldgicas, bioquimicas e moleculares
em sementes de feijdo com niveis de vigor contrastantes durante o processo de germinacdo e

desenvolvimento inicial quando submetido a aplicacdo exdgena de acido giberélico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPORTANCIA DA CULTURA DO FEIJAO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.), pertencente a familia Leguminosae/Fabaceae
é a espécie do género Phaseolus mais cultivada e consumida no mundo, sendo considerada a
leguminosa de grdo alimentar com maior valor de mercado (HUERTAS et al., 2022;
NASSARY; BAIJUKYA; NDAKIDEMI, 2020). Sua importancia ultrapassa 0 aspecto
econdmico, principalmente por desempenhar papel fundamental na seguranga alimentar como
fonte de carboidrato e proteina na dieta de mais de 300 milhdes de pessoas em diversos paises
da América Latina, Africa e Asia (PETRY et al., 2015; UEBERSAX et al., 2022). Além disso,
possui diversos micronutrientes e vitaminas benéficos a saide humana, tais como ferro, zinco,
tiamina e acido félico (DELFINI et al., 2017; SA; MORENO; CARCIOFI, 2020).

De acordo com os dados da FAO (2020) a cultura é cultivada em 23 milhGes de hectares
com producdo mundial de 12 milhdes de toneladas ao ano. Dentre os principais paises
produtores deste grdo o Brasil ocupa o terceiro lugar, com producdo na safra 2021/2022 de
aproximadamente 3 milhdes de toneladas (CONAB, 2022). Essa leguminosa é consumida
diariamente por cerca de 70% da populacéo brasileira, alcangcando consumo médio de 17,8 kg
hab* ano, sendo simbolo da culinaria brasileira pela famosa combinagdo com arroz, que
constitui a alimentacdo basica, principalmente, de familias com baixa renda (MAPA, 2018).
Embora exista diversidade genética nesta espécie, 0s maiores volumes de feijao
disponibilizados ao consumo humano se restringem a variedades do tipo carioca e preto, ainda
que seja possivel encontrar feijées de formas e cores distintas, contudo, a precos relativamente
superiores.

No estado de Santa Catarina os dados do CEPA (2022) informam que a maior
microrregido produtora é Xanxeré com 36 mil toneladas, destaque para a cidade de Abelardo
Luz com 13 mil toneladas de producéo e rendimento de 2.305,26 kg/ha na safra 2021/2022.
Informacdes da safra 2020/2021, indicam haver uma pequena reducao de 2,3% na area plantada,
e um dos motivos fundamentais para essa diminuicéo foi a ocorréncia de estiagem no inicio da
safra, atrelado ao excesso de chuvas no final do ciclo, ocasionando em alguns locais o
brotamento da semente ainda na vagem. E importante também salientar a alta oscilacdo de
precos no mercado que causa inseguranca ao produtor na tomada de deciséo sobre o plantio

desta cultura.
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No estado o feijdo € cultivado principalmente por pequenos produtores, sendo em sua
maioria nas propriedades para o consumo proprio (PEREIRA et al., 2011). Nos
estabelecimentos desses agricultores, geralmente sdo cultivadas populagdes com adaptacdes
especificas as suas condi¢des econémicas, ambientais e sociais, 0 que lhes proporciona maior
estabilidade produtiva. Por esta razdo muitos agricultores preferem realizar seus cultivos a partir
de sementes préprias. Estas populagBes cultivadas ao longo do tempo em seus ambientes
particulares, amplamente influenciadas pelo ambiente local, sdo classificadas como variedades
crioulas (COELHO et al., 2010).

No feijdo, as variedades crioulas sdo um importante componente da biodiversidade
vegetal e constituem a base de programas de melhoramento da espécie. Conforme constatado
por Carovic¢-Stanko et al. (2017) esses materiais adotaram uma maior importancia por conter
alelos com adaptacGes locais, resisténcia a doencas e tolerancia as principais adversidades
climéaticas. Como a diversidade genética é afetada por fatores antropogénicos, ha uma
necessidade da conservacdo e utilizagdo desses recursos vegetais locais (JAN et al., 2021).

Um dos trabalhos pioneiros com variedades crioulas de feijdo foi realizado por
Mukunya (1975), onde ficou evidenciado que cultivares locais apresentavam resisténcia a
antracnose, acelerando o inicio do programa de melhoramento no Quénia. Nos ultimos anos 0s
estudos com variedades crioulas de feijdo vem sendo realizado para diferentes linhas de
pesquisa, como caracteres morfo-agrondmicos (COELHO et al.,, 2010), qualidade e
componentes nutricionais (CELMELI et al., 2018; PEREIRA et al., 2011), qualidade
fisiolégica (EHRHARDT-BROCARDO; COELHO, 2016a; MICHELS et al., 2014a),
mobilizagcdo de reservas (PADILHA; COELHO; ANDRADE, 2020) e biofortificacdo de
alimentos (PHILIPO; NDAKIDEMI; MBEGA, 2020).

Essas pesquisas indicam a predominancia de alta variabilidade nessas cultivares
mantidas ao longo dos anos pelos agricultores e bancos de germoplasma, além disso é de
extrema relevancia a continuacdo de trabalhos que investiguem a diversidade de caracteres

nessas populagdes a fim de auxiliar no uso e conservagdo das mesmas.

2.2 ATRIBUTOS DA QUALIDADE DE SEMENTE

Desde a década de 1980, o Brasil tornou-se um dos maiores exportadores agricolas do
mundo, emergindo como uma poténcia agrondmica global (PICOLI et al., 2018; STABILE et
al., 2020). Em 2020 o agronegdcio foi responsavel por mais de 26% do PIB brasileiro, e dados

indicam que o pais é responsavel por alimentar mais de 600 milhdes de pessoas no mundo
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(CEPEA, 2020). Dentre as matérias-primas que s&o largamente produzidas e comercializadas
no Brasil as sementes tem grande destaque, podendo alcangar produgédo recorde na safra
2022/2023 com 312 milhdes de toneladas (CONAB, 2022).

Atualmente, a semente é considerada um pacote tecnoldgico, e por esse motivo €
imprescindivel a utilizagdo de sementes que foram produzidas conforme as especificidades da
espécie, que sdo comercializadas como sementes certificada. Através do processo de producao
certificada ocorre a garantia de que as caracteristicas genéticas e da identidade da cultivar sejam
manifestadas (CARVALHO; NAKAWA, 2012).

Dentre as principais culturas plantadas no pais, o feijdo € uma das que apresenta menor
utilizacdo de sementes certificadas pelos agricultores. Os dados da Associacdo Brasileira de
Sementes e Mudas (2021) revelam que na safra 2020/2021 o uso de sementes certificadas de
feijdo foi de 18% no pais, tendo uma variacdo entre os estados. Esse valor se deve
principalmente ao uso de sementes salvas, remanescentes da Ultima safra, que sdo produzidas
como graos, sem as normas legais exigidas para a producéo formal de sementes. Tais sementes,
ndo passam por analises, desta forma sua qualidade pode ser comprometida, e gerar prejuizos
no desenvolvimento da cultura afetando diretamente sua producdo (PESKE; VILLELA,
MENEGHELLO, 2019).

A utilizacdo de sementes salvas (producdo propria) por agricultores € cabivel por meio
do Decreto n° 10.586 de 2020 que regulamenta a Lei de Sementes (10.711/03) (MAPA, 2003)
e tem sido utilizada como uma alternativa para diminuicdo dos custos de producao. Entretanto
0 uso dessas sementes pode estar associado com perdas da qualidade; conforme observado por
Bellé et al. (2015), sementes salvas de soja apresentam baixa qualidade fisioldgica além de alta
incidéncia de fungos, esses resultados estdo relacionados com o armazenamento em condigdes
inadequadas e com elevado grau de umidade.

Sementes com qualidade séo a fonte basica de um abastecimento alimentar seguro. Para
que uma semente tenha alta qualidade deve apresentar um conjunto de quatro atributos:
genético, fisico, fisiologico e sanitario. Cada um desses atributos confere diferentes
caracteristicas que sdo essenciais durante o processo de germinacdo e estabelecimento de
plantulas, que confere a garantia de um elevado desempenho agronémico, que é a base
fundamental do sucesso para uma lavoura bem instalada (MARCOS-FILHO, 2015;
KRZYZANOWSKI, FRANCA-NETO, HENNING, 2018).

A qualidade genética da semente corresponde diretamente pela pureza varietal, e €
através desse atributo que sdo manifestadas as caracteristicas da variedade como produtividade,

adaptabilidade e precocidade que foram incorporadas atraveés do melhoramento genético da
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espécie. Quando ocorrem misturas de outras variedades acontece uma queda na produtividade,
atrelada pela presenca de plantas atipicas, com ciclo vegetativo diferente e mais suscetiveis a
pragas e doengas, que ocasiona em lavoura desuniforme e heterogénea (PESKE; VILLELA;
MENEGHELLO, 2019).

A qualidade fisica é definida por varios fatores, entre eles a umidade, formato e pureza
fisica da semente, que € constituida pela porcentagem de sementes silvestres, outras sementes
e material inerte (PESKE; VILLELA; MENEGHELLO, 2019). A consequéncia de utilizar
sementes com baixa pureza fisica € alta incidéncia de infestacdo da lavoura por plantas
indesejaveis, que irdo dificultar as etapas de colheita, pré-limpeza, secagem e classificacao.

A qualidade sanitéaria se refere a presenca de microorganismos nas sementes, que podem
comprometer a produtividade e ser veiculo de disseminacdo de fungos, bactérias, nematoides e
virus (PESKE; VILLELA; MENEGHELLO, 2019). A deteccdo e identificacdo destes
patdgenos é indispensavel pois através dela se faz a tomada de decisdo para aceitar ou descartar
0 lote.

A qualidade fisioldgica é a capacidade da semente em desempenhar suas funges vitais
sob condicBes ambientais favoraveis ou desfavoraveis, caracterizando-se pela longevidade,
germinacdo e vigor (MARCOS-FILHO, 2015). Portanto, os efeitos sobre a qualidade
fisiol6gica geralmente sdo traduzidos pelo decréscimo na porcentagem de germinagdo, aumento
de plantulas anormais e reducdo do vigor das plantulas (TOLEDO et al., 2009).

A germinacdo pode ser definida como reativacao do crescimento do embrido, que resulta
no desenvolvimento de todas as estruturas essenciais para o estabelecimento de uma plantula
normal, sob condi¢cBes ambientais favoraveis. Por outro lado, o vigor expressa o potencial das
sementes para uma emergéncia rapida com uniformidade e pelo desenvolvimento de plantulas
normais sob ampla diversidade de condi¢bes de ambiente (MARCOS-FILHO, 2015). As
sementes que apresentam alto vigor proporcionam vantagens em situacfes adversas de
ambiente, em relagdo as sementes de vigor médio ou baixo (KRZYZANOWSKI, FRANCA.-
NETO, HENNING, 2018).

E reconhecido que os valores do teste de germinacio nem sempre se refletem a campo
visto que em laboratério é proporcionado a condigéo ideal para o desenvolvimento da cultura.
Desta forma é importante associar testes que mensurem o vigor para que seja possivel
determinar o real potencial fisiologico das sementes, principalmente as que apresentam
porcentagem de germinacdo semelhante, para ser possivel diferenciar de forma mais adequada
os lotes que tem maior probabilidade de bom desempenho a campo (MARCOS-FILHO, 2015;
REED; BRADFORD; KHANDAY, 2022).
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O vigor da semente é baseado em interacbes complexas entre genes e o ambiente
(REED; BRADFORD; KHANDAY, 2022), sendo considerado uma caracteristica agronémica
complexa, por incluir o desempenho a campo e também o histérico de armazenamento da
semente. Mondo, Nascente e Neto (2016) avaliando lotes de feijdo verificaram que as sementes
classificadas como baixo vigor apresentaram reducgdes de até 20% no rendimento de grdos.
Esses resultados estdo atrelados a fatores fisioldgicos e bioquimicos que identificam mudancas
entre sementes contrastantes no vigor, pois aquelas que apresentam maior vigor nao necessitam
passar por um periodo de reestruturacdo durante o processo germinativo que influéncia
diretamente no rendimento final da cultura (EBONE; CAVERZAN; CHAVARRIA, 2019).

Entre os testes de vigor utilizados para classificacdo de lotes um dos mais utilizados é o
teste de envelhecimento acelerado, que tem como principio avaliar o desempenho das sementes
que foram submetidas a altas temperaturas e umidades (DELOUCHE; BASKIN, 1973). A
avaliacdo do vigor de feijdo por este teste apresenta grande aceitacdo, por ser sensivel e
conseguir categorizar melhor os lotes semelhantes em germinacdo, mas contrastantes no vigor
(BERTOLIN; EUSTAQUIO DE SA; MOREIRA, 2011; MEDEIROS et al., 2019).

Estudos que avaliem a influéncia do vigor vém sendo uma nova linha de pesquisa com
bastante importancia no meio académico, isso porque sementes de alto vigor apresentam
diferentes estratégias para que ocorra a formacdo de plantulas com maior crescimento e peso
seco, em condicOes ideais (LI et al., 2022) ou para superacdo de estresses (ANDRADE;
MEDEIROS COELHO; UARROTA, 2020). Além disso sementes com maior vigor também
apresentam menores reducdes na viabilidade e no vigor ao longo do armazenamento (ABATI
etal., 2022).

2.3 PROCESSO DE GERMINACAO E CRESCIMENTO DE PLANTULA

A maioria das plantas superiores inicia seu ciclo de vida como uma semente, e a
germinacao é considerada a primeira decisdo adaptativa em seu desenvolvimento (TUAN et al.,
2018). A capacidade de uma semente germinar e estabelecer uma planta na época correta é de
vital importancia do ponto de vista ecolégico (manutencdo da espécie) e econdmico
(rendimento da cultura). Esse processo € controlado por atividades coordenadas de diversas
vias biologicas, que por sua vez sao reguladas pela expressdo esponténea e diferencial de varias
familias de genes (CARRERA-CASTANO et al., 2020; FU; AHMED; DIEDERICHSEN,
2015).
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A absorcdo de agua pela semente anuncia o inicio da germinagdo, enquanto que o
alongamento do eixo embrionario que culmina na protuséo da raiz primaria indica o fim deste
processo (TAIZ et al., 2017; BEWLEY et al., 2013). A captacdo de quantidade suficiente de
agua pela semente é fundamental para 0 metabolismo celular visto que a agua absorvida sera
utilizada para diferentes fins, como: atividades enzimaticas, solubilizacdo, transporte de
reservas € Como reagente para que seja possivel realizar a digestdo das substancias de reservas
armazenadas anteriormente (MARCOS-FILHO, 2015).

Em condi¢bes normais, a absorcdo de agua pelas sementes apresenta um padréo
trifasico, ou seja, é constituida de 3 distintas fases (BEWLEY et al., 2013), sendo que a duragéo
de cada uma depende das relag¢fes hidricas semente/substrato (MARCOS-FILHO, 2015). A
fase | ou embebicdo, é caracterizada pela rapida transferéncia agua do substrato para semente,
através da grande diferenca de potencial hidrico (BEWLEY et al., 2013). Durante esta fase
varios processos fisioldgicos sdo iniciados, incluindo a degradacéo das substancias de reservas
(carboidratos e proteinas) e a retomada das atividades respiratérias. Nesta fase também ocorre
o0 reparo das mitocéndrias que desempenham papel importante na producdo de ATP que é
fundamental para o processo de germinacdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; TUAN et
al., 2018).

A partir das reducdes da taxa de absorcdo de agua e intensidade de respiracdo, as
sementes em germinacdo entram na fase Il. Simultaneos eventos ocorrem durante esta fase,
incluindo o reparo continuo do DNA e das mitocondrias, a sintese de novas mitocondrias,
sintese e consumo de ATP, sintese de proteinas e mMRNA e ativacdo enzimatica. Estes eventos
resultam no inicio da mobilizacdo de reservas, que garante 0 acimulo de solutos que s&o
utilizados para a expanséo do embrido (MARCOS-FILHO, 2015).

A protrusdo da radicula através da testa/revestimento da semente, marca o final da fase
Il e o0 inicio da fase Il (estagio pds-germinacdo). Esta etapa é alcangada somente por sementes
vivas e ndo dormentes (BEWLEY et al., 2013; MARCOS-FILHO, 2015). Neste momento
ocorre a mobilizacao e transporte das reservas para 0s pontos de crescimento do embrido. A
divisdo celular, a sintese de DNA e o alongamento da célula da radicula também ocorrem
durante a terceira fase de absorcéo da &gua (TUAN et al., 2018).

Conforme Carvalho e Nakagawa (2012) alguns fatores podem interferir no processo de
germinacdo, sendo eles externos (longevidade e viabilidade) e internos (agua, temperatura e
oxigénio). Certamente dentre esses fatores citados o que é mais decisivo é a dgua, pois a partir
dela que resulta a reidratacdo dos tecidos e consequentemente a retomada do crescimento pela

intensificacdo da respiragéo e atividades metabolicas.
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A taxa de absorcdo de dgua ndo é depende exclusivamente do ambiente que a semente
esta, pois se relaciona com as caracteristicas de cada espécie. A curva padrdo de hidratacdo de
feijao foi avaliada por Ehrhardt-Brocardo e Coelho (2016) em cultivares contrastantes no vigor,
em que todas as cultivares apresentaram padrao trifasico de embebicdo, contudo as sementes
com maior qualidade fisiologica apresentaram maior velocidade de hidratacdo quando
comparadas com as de baixa qualidade fisioldgica.

Atualmente o uso de pré-embebicdo das sementes (priming de semente) em solucdes
contendo substancia benéficas vem sendo utilizado para aumentar parametros agronémicos. Em
estudo recente realizado por Majda et al. (2019) a aplicacdo de molibdénio em sementes de
feijdo resultou em maior capacidade de absor¢édo de 4gua pela semente quando comparado com
0 controle, tendo alteracdo na curva de embebicdo. Essa maior capacidade de absorcdo de agua

inicial foi associada com um maior indice de germinacao.

2.3.1 Importancia das reservas armazenadas na semente

A mobilizacdo massiva de reservas que ocorre apds a germinacdo fornece nutrientes
para a plantula em crescimento até que ela se torne autotréfica (CARRERA-CASTANO et al.,
2020). As reservas podem funcionar como fonte de energia para manter 0S pProcessos
metabdlicos em funcionamento ou como fonte de nutrientes para construcdo de tecidos que
constituirdo a plantula, sendo as proporc6es de cada componente variaveis (MARCOS-FILHO,
2015).

O feijdo possui alto valor nutritivo devido ao equilibrio de carboidratos e proteinas, e
uma alta diversidade de aminoacidos em relacéo aos cereais (LOS et al., 2018; SA; MORENO;
CARCIOFI, 2020). Além dos conhecimentos nutricionais o conhecimento da composicao
guimica das reservas € de interesse pratico para a Tecnologia de Sementes, pois tanto o vigor
como o potencial de armazenamento das sementes sao influenciados pelo teor dos compostos
(CARVALHO, NAKAGAWA, 2012).

Conforme Carvalho e Nakagawa (2012) as proteinas sdo 0os componentes basicos de
toda célula viva, podendo funcionar como enzimas, componentes estruturais e materiais de
reserva. A embebicdo da semente com agua marca uma grande mudanca no metabolismo de
proteinas. Proteinas que foram sintetizadas e armazenados em abundancia na semente séo
hidrolisadas na presenca de proteases em aminodcidos livres para biossintese e geracdo de
energia (TAN-WILSON; WILSON, 2012).
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As sementes apresentam uma parte das proteinas metabolicamente ativas que sao as
enzimas e nucleoproteinas, que atuam como biocatalizadores, na sintese de proteinas e
responsaveis pela estrutura e funcionamento dos cromossomos e genes. As proteinas
metabolicamente inativas sdo as utilizadas para a formacdo de novos tecidos nos pontos de
crescimento, sendo armazenadas em particulas proteicas (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

As proteinas de reservas sdo classificadas com base na diferenca de solubilidade, sendo
as principais na cultura do feijao a globulina representando cerca de 50 a 70% das proteinas
totais e a albumina (20 a 30% das proteinas totais). Estudos ja relatam que existe variacdo ndo
somente no teor de proteinas, mas também em sua composi¢do (MUNDI; ALUKO, 2012). No
trabalho de Ehrhardt-Brocardo e Coelho (2022) avaliando as fragfes proteicas sollveis durante
a germinacdo de sementes de feijao por espectrometria de massas foi possivel associar maiores
fracdes de glutelinas em cultivares de alto vigor, se diferindo dos que apresentavam baixo vigor,
indicando que um maior potencial fisioldgico esta associado com uma melhor mobilizacdo
desta reserva.

Os carboidratos sdo o principal componente do feijao; sendo encontrados em
quantidades significativas entre 50-60% da matéria seca. Dentre os carboidratos contidos no
feijdo, o de maior proporc¢éo e disponibilidade é o amido que é degradado principalmente pela
enzima alfa-amilase (BEWLEY et al., 2013; RODRIGUEZ et al., 2022). A alfa-amilase ¢é
sintetizadas durante as primeiras fases da germinacdo, por estimulo fito-hormonal, através da
sintese e liberacdo de giberelina (GA) (CARVALHO, NAKAGAWA, 2012).

Padilha, Coelho e Ehrhardt-Brocardo (2021) estudando a associacdo entre vigor e
atividade da enzima alfa-amilase em sementes de feijdo observaram que as sementes de alto
vigor apresentaram maior atividade da alfa-amilase que resultou em maior taxa de reducdo de
amido e maior taxa de reducdo de reservas. Os lipideos sdo a menor fracdo de reserva das
sementes de feijao, porém tem grande importancia por serem considerados fontes de energia
mais eficiente que os carboidratos, durante a germinacdo (MARCOS-FILHO, 2015). A
translocacéo dessas substancias para o eixo embrionario ocorre da regido de alta concentragédo
para onde tem um répido consumo, que é caracteristico de tecidos em crescimento
(CARVALHO, NAKAGAWA, 2012).

2.3.2 Regulacdo hormonal apds embebicéo de agua

A germinacdo depende do estado fisiologico da semente, que é parcialmente causado

pela interacdo entre o genotipo da planta e um amplo espectro de fatores ambientais. A
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regulacdo espaco-temporal deste processo ocorre através do metabolismo e sinalizacdo de dois
fitohorménios com funcdes antagbnicas, a giberelina (GA) e acido abscisico (ABA)
(CARRERA-CASTANO et al., 2020).

A partir da embebicao rapida de agua que ocorre na fase | ocorre a hidratagdo dos
polimeros de reserva e paredes celulares dentro da célula que estimula a producdo de
fitohormdnios no embrido, em especial GA, que leva a sintese de enzimas hidroliticas, incluindo
a alfa-amilase (BEWLEY et al., 2013). Durante a fase Il (reativacdo metabdlica), as enzimas
hidroliticas sdo ativadas com uma diminui¢do concomitante do conteudo enddgeno do ABA,
ocorrendo simultaneamente a hidrolise das reservas que fornecem a energia para a protrusdo da
radicula na fase IlI.

As quantidades destes hormonios sdo reguladas pelas taxas de sintese versus sua
desativacdo. Durante os primeiros estagios do desenvolvimento da semente, a sensibilidade ao
ABA ¢ alta, enquanto que a sensibilidade a GAs € baixa, sendo assim favorece a dorméncia
sobre a germinacdo. Contudo ao longo do desenvolvimento da semente, a sensibilidade ao ABA
diminui e a de GA aumenta, desta forma favorece a germinacdo (FERREIRA, 2022).

Na literatura a GA ¢ reconhecido como sendo o “hormonio da germinagao”, visto sua
importancia durante este processo. As GAs sdao um grande grupo de &cidos carboxilicos
diterpendides tetraciclicos, dos quais apenas um numero pequeno é biologicamente ativo,
funcionando como hormonios de crescimento em plantas superiores. As principais GAS
bioativas sdo GA1, GA3, GAs e GA7, que atuam durante todo o ciclo de vida da planta para
estimular o crescimento da maioria dos 6rgdos por meio de divisdo celular aprimorada e
alongamento celular (COLEBROOK et al., 2014).

Em estudo realizado na cultura do feijdo, Pedé et al. (2018) verificou que a matéria seca
total e a eficiéncia de conversdo de energia solar sdo superiores em plantas quando submetidas
a aplicacdo exodgena de acido gibereélico, além de ter efeito positivo na qualidade fisioldgica das
sementes produzidas. Urbanova; Leubner-Metzger (2016) constataram que a aplicacdo exdgena
de GA promove aumento de germinacao e crescimento de planta de diversas espécies, associado
pelo aumento do nivel de GA bioativa quando submetidas a estresses abioticos e em mutantes
deficientes em GA.

Além de ABA e GAs, outros hormdnios vegetais atuam de forma secundaria na
regulacdo da germinacdo em sementes, como etileno, citocinina, brassinosterdides e
jasmonatos. Esses hormdénios atuam diretamente na rota metabolica por meio de efeitos
inibitdrios na biossintese de ABA (JACOBSEN et al., 2013; KUCERA; COHN; LEUBNER-
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METZGER, 2005; TUTTLE et al., 2015), que resultam na superacdo da dorméncia das

sementes.

2.3.3 Via de biossintese de GA durante germinacéo nas sementes

A distribuicdo temporal da germinacdo depende principalmente da interacdo entre o
ambiente e a composicdo genética da planta, que condiciona tanto a dorméncia quanto o
potencial de germinacdo. Todas as GA sao sintetizadas pela rota dos terpenoides e tem como
precursor moléculas de geranilgeranil difosfato (GGPP), sendo essa via de biossintese dividida
em trés etapas distintas que ocorrem em locais especificos (TUAN et al., 2018).

A primeira etapa ocorre nos plastidios, pela conversao de GGPP em ent-caureno por
meio de uma reacdo de ciclizacdo mediada pelas enzimas ent-copalil difosfato sintase (CPS) e
ent-caureno sintase (KS). No segundo momento, no reticulo endoplasmatico ocorre a oxidagao
gradual do ent-caureno produzido na primeira etapa, pelas a¢des das enzimas ent-caureno
oxidase (KO) e acido ent-caurendico oxidase (KAO), que leva a sintese de GA12 a primeira GA
formada em todas as plantas (CARRERA-CASTANO et al., 2020).

Na etapa final, no citosol, a via de biossintese se divide em duas rotas diferentes, em
uma rota os intermediarios tém um grupo hidroxila (OH) adicionado ao carbono 13 que
produzira por exemplo a GA bioativa GA1, enquanto os intermediarios da segunda rota ndo o
possuem, e originam GAs (HEDDEN; SPONSEL, 2015). Esta ultima etapa ocorre de forma
complexa por multiplas reacdes catalisadas por enzimas. As duas Ultimas enzimas nessa rota
sdo codificadas pelos membros das familias dos genes GA200x e GA3ox (BINENBAUM,;
WEINSTAIN; SHANI, 2018; CARRERA-CASTANO et al., 2020).

A quantidade de GAs bioativos nos tecidos vegetais também é controlada por sua
inativacdo. A GA 2-oxidacdo € considerada a principal forma de reacdo que converte GAs
bioativos e/ou seus precursores em formas inativas, sendo essa reacdo catalisada pela enzima
GA20x (TUAN et al., 2018). As plantas realizam a regulacdo dos niveis de GAs por um
processo chamado de retroalimentagdo, em que conseguem reduzir os niveis endégenos de GAs
ativas, regulando negativamente os genes GA200x e/ou GA30x, ou positivamente 0s genes da
GA20x (PAPARELLI et al., 2013).

A presenca das GAs com atividade bioldgica que foram produzidas nas etapas
anteriormente elucidadas desencadeiam a interacdo do seu receptor GID1 com as proteinas

DELLA, através de seu dominio N-terminal e formagdo de um complexo de ubiquitinacéo.
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Através disso ocorre a degradacdo das proteinas DELLA que atuam como repressores do
crescimento por regularem negativamente a sinalizacdo de GA (COLEBROOK et al., 2014).

A regulacdo por retroalimentacao € ilustrada através de estudos com plantas mutantes
de arroz sem a sinalizacdo de GID1 que sdo 0s componentes centrais que direcionam a
degradacdo de DELLA em resposta a GA. Nesses estudos foi possivel identificar que nesses
mutantes, os niveis de expressdo de genes biossintéticos de GA regulados por “feedback™ sdo
altamente elevados e ndo sdo regulados negativamente pelo tratamento com GA exdgeno.
Consequentemente, esses mutantes acumulam niveis altamente elevados de GAs bioativos
(CHANDLER et al., 2008; GRIFFITHS et al., 2006).

As GAs também podem influenciar o metabolismo de ABA, através da diminuigdo de
RGL2 que é um componente da proteina DELLA, que atua como repressor de germinacao, e
estimula a biossintese de ABA. Uma vez que o RGL2 esta sujeito a degradacdo ou inativacao
apos a percepgdo de GA, ocorre a diminuicdo da atividade e consequentemente sintese e
sinalizagdo de ABA, ambos os quais tém um efeito positivo na germinagdo (TUAN etal., 2018).

Em trabalho realizado por Wang et al. (2018) com sementes de arroz submetidas a
estresse térmico por baixa temperatura, a aplicagdo exdgena de GAs (10 uM) estimulou a
transducdo do sinal de GA e inibiu a sintese de ABA, ao mesmo tempo em que aumentou a
hidrélise do amido e o consumo de agUcar que ocasionou 0 aumento da germinacao.

Outro trabalho realizado com sementes de arroz com niveis distintos de dorméncia, Liu
et al. (2014) evidenciaram que os acimulo de GAs é o fator preponderante para que ocorra 0
desenvolvimento da semente, pois a cultivar com dorméncia apresentou pequenas alteracdes
nos transcritos do gene do metabolismo de GA, sugerindo que acumulou pouca quantidade de
GA s ativos durante o desenvolvimento da semente, enquanto que a cultivar que néo apresentava
dorméncia teve acimulo de GA.

Verifica-se que trabalhos que examinem as mudancas do metabolismo que ocorrem nas
sementes de feijao durante o processo germinativo apos aplicacdo exdgena de GA sdo escassos
na literatura. Estudos que visem avaliar as alteragdes fisiologicas, bioguimica e genéticas
podem ser utilizados para auxiliar na compreensao das diferencas que ocorrem na hidrolise e
mobilizacdo das reservas de sementes com qualidade fisiologica contrastante. Além disso a
cultura do feijdo esta surgindo como um dos melhores modelos agricolas para o estudo da
biologia de sementes, pois aléem de recentemente ter sido lancado seu genoma, Varios recursos

genéticos estdo sendo disponiveis para avangos na pesquisa.
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APENDICE

Tabela 1 - Grau de liberdade e quadrados médios obtidos da analise de variancia entre 0s
fatores cultivar, dia e tratamento para as caracteristicas fisioldgicas e de mobilizacao das

reservas das sementes

GL CR CH CE CP MSRC MSP MSR MSH MSE URS TURS TMRS

23* 1.2* 01* 00ns 15714,4* 03ns 0,7ns 7,5* 1,7 14192* 0,6ns 234,0*
91,2 1992 1,0* 608,9* 13303,3* 6989,3* 89,3* 4271,0~ 80,1* 11589,1* 3486,3* 2153,6*

4 o o|2

08ns 189* 02* 155* 740,3* 80,1* 0,1ns 88,0* 0,0ns 2755* 47,5* 16,5*

C*T

1
2
1

Cc*D 2 26 00ns 00 17ns 4756* 7,8* 12*  29ns 0,6  151,8* 15ns 26,4*
1 249 03ns 00ns 314* 2060,6*  184,1* 213* 255* 152* 1210,0*  332,3*  482*
2
2

D*T 06ns 7,6* 01* 48* 81,0 12,5* 04ns 162* 08*  1951* 46,1* 19ns
C*D*T 3,0 1,6* 00ns 9,0* 146,8* 73,9* 75*  16,2* 39*  2241* 55,0* 20,7*
ERRO 36 0,5 0,2 0 0,6 12,9 1,6 0,3 13 0,2 14,2 4,5 05

MED 71 55 0,3 12,9 140,5 32,2 55 23,6 3,2 43,5 23,8 17,9
CV (%) 105 74 10,7 58 2,6 4 10 49 125 87 8,9 3,8

Legenda: Fonte de varia¢do — FV; Cultivar — C; Dia — D; Tratamento — T; Grau de liberdade — GL;
Comprimento da raiz - CR; Comprimento do hipocétilo - CH; Comprimento do epicétilo - CE; Comprimento da
plantula - CP; Massa seca remanescente no cotilédone - MSRC; Massa seca da plantula - MSP; Massa seca da
raiz — MSR; Massa seca do hipocotilo — MSH; Massa seca de epicotilo — MSE; Uso das reservas da semente -
URS; Taxa de uso das reservas da semente - TURS; Taxa de mobilizagéo das reservas da semente - TMRS. ns,
*: ndo significativo e significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro, respectivamente.
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 2 - Grau de liberdade e quadrados médios obtidos da analise de variancia entre 0s

fatores cultivar, dia e tratamento para as caracteristicas bioquimicas

FV GL AST AMI ALF PRO
C 1 0,022ns 23,937 ns 0,001 ns 1,254 ns
D 3 0,141ns 8077,908 * 0,261 * 9924,948 *
T 1 0,003* 163,776 * 0,000 ns 0,366 ns
C*D 3 0,002 * 27,206 ns 0,000 ns 12,718 ns
C*T 1 0,001* 448,592 * 0,003 * 606,144 *
D*T 3 0,002 * 35,664 ns 0,002 * 33,370 *
C*D*T 3 0,002 * 156,790 * 0,003 * 112,643 ns
ERRO 36 0,002 22,710 0,000 18,203
MEDIA 0,52 73,32 0,11 70,34
CV (%) 8,22 6,50 10,40 6,07

Legenda: Fonte de variacdo — FV; Cultivar — C; Dia — D; Tratamento — T; Grau de liberdade — GL; Acucar
soluvel total - AST; Taxa de mobilizagdo de amido - AMI; Atividade de alfa-amilase — ALF; Taxa de reducdo de
proteina — PRO. ns, *: ndo significativo e significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro,
respectivamente.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Figura 1 - Etapas da extracdo do RNA pelo método do TRIzol®

Legenda: A): Formagdo de trés fazes ap6s a adi¢do de TRIzol e cloroférmio na amostra, sendo uma fase
aquosa menos densa, contendo RNA (interesse), fase Intermediaria contendo DNA e fase organica mais densa
contendo as proteinas celulares; B) Precipitacdo do RNA pela adicdo de isopropanol; C) Lavagem com etanol

75% para limpeza do pellet.
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 3 - Sequéncias de primers usadas para avaliagdo molecular.

Gene ID GenBank Forward primer Reverse primer
Actina KF033666.1 | GTTCCCTGGTATTGCGGACA AGCCACCAATCCAGACACTG
Alfa-amilase | AB015131.1 | AAGGGGATAAAGTGCCTGGC | AATCAAGGCGTGCATCTGGA
Tubulina MT292610.1 | TCGTGGGTTTCAGCAGTATGT | GCAAAGGCAGTCAAGTATCGG

Fonte: Elaborado pela autora, 2023

Figura 2 - Curva de dissociacdo ou de Melting dos fragmentos gerados a partir do gene alvo e
as referéncias enddgenas usando as cultivares BAF44 e BAF55 na presenca ou auséncia de
GA:s.

Melt Curve Melt Curve

A) B) o)

Meilt Curve

Derivatrve Reporter (-Rn)

Derivative Reporter (-Rn)
Derivative Reporter (-fn)

213 00 0 80 X 00 #50 &0 08 50 w00 850 00 wsa

Temperature (*C) Temperature ("C)

Legenda: A): gene da alfa-amilase; B) gene da actina; C) gene da tubulina.
Fonte: Elaborado pela autora, 2022
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