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RESUMO

A antecipacdo da colheita de sementes de soja com a utilizagédo
de herbicidas € uma alternativa de manejo, antecipando a
colheita, com objetivo principal de manter o vigor das
sementes. Porém estudos vém demonstrando que o herbicida
glufosinato de aménio interfere negativamente no vigor e no
percentual de germinagdo das sementes. Nesse sentido, o
objetivo do presente estudo foi: l-avaliar o acumulo de
reservas (agucar e proteina sollvel) antes, 24h e 48h apés a
aplicacdo do glufosinato de amonio e a resposta ao estresse
oxidativo, através de mecanismos antioxidantes; e 2- avaliar a
mobilizacdo de reservas, estresse oxidativo e mecanismos
antioxidantes durante o processo de germinacdo e relacionar
com o percentual final de germinacdo e vigor das sementes.
Para isso foi avaliado os teores de proteina e agucar sollvel,
teor de perdxido de hidrogénio, peroxidacdo lipidica e
mecanismos antioxidantes durante a germinacdo de sementes
das cultivares NA5909RG e Benso 1RR dessecadas no estadio
reprodutivo R7.1. Conclui-se que a cultivar NA5909RG,
proveniente de plantas dessecadas, apresentaram menor
percentual de germinacdo em relagdo a sua testemunha,
coincidindo com a baixa mobilizacdo de proteina soluvel e
baixa intensidade das bandas no perfil protéico durante a
germinacdo em relacdo a testemunha. A baixa mobilizacdo de
proteina nesse caso pode estar associada com os teores elevada
de perdxido de hidrogénio observado durante a germinacao que
associado a uma atividade antioxidante ineficiente podem ter
contribuido para a elevada peroxidacéo lipidica. Para a cultivar
BensolRR ndo foi observado diferenca no percentual de
germinacéo entre sementes proveniente de plantas dessecadas e
sua testemunha, nesse caso a mobilizagdo de proteina foi
semelhante, sendo que a intensidade das bandas do perfil
protéico para sementes proveniente de plantas dessecadas foi






superior em relacdo a sua testemunha, acompanhada de uma
atividade enzimatica eficiente, indicando que o perdxido de
hidrogénio pode ter funcionado com um sinalizador para a
germinacao dessas sementes.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Mecanismos
antioxidantes. Germinagao e vigor






ABSTRACT

The anticipation of the soybean crop with the use of herbicides
IS a management alternative, anticipating the harvest, with the
main objective to keep the seed vigor. But studies have shown
that the glufosinate ammonium herbicide adversely affects the
force and the percentage of seed germination. In this sense, the
objective of this study was: 1-evaluate the accumulation of
reserves (sugar and soluble protein) before, 24h and 48h after
application of glufosinate ammonium and response to oxidative
stress through antioxidant mechanisms; 2- and evaluate the
mobilization of reserves, oxidative stress and antioxidant
mechanisms during the germination process and relate to the
final percentage of germination and seed vigor. To this it was
avalido the protein and soluble sugar, hydrogen peroxide
content, lipid peroxidation and antioxidant mechanisms during
seed germination NA5909RG and Benso 1RR cultivars
desiccated in the reproductive stage R7.1. It is concluded that
cultivating NA5909RG, from desiccated plants, had lower
germination percentage in relation to their witness, coinciding
with the low mobilization of soluble protein and low intensity
of bands in protein profile during germination compared to the
control. Low protein mobilization in this case can be associated
with high levels of hydrogen peroxide observed during
germination that associated with an inefficient antioxidant
activity may have contributed to the high lipid peroxidation. To
cultivate BensolRR no difference was observed in the
percentage germination of seeds from desiccated plants and
their control, in this case the protein mobilization was similar,
with the intensity of the bands of the protein profile for seeds
from desiccated plants was higher than in its control, followed
by efficient enzyme activity, indicating that hydrogen peroxide
can be operated with a flag for the germination of the seed.






Key-words: Oxidative stress. Antioxidant mechanisms.
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1 INTRODUGCAO GERAL

A aplicacéo de herbicidas na maturidade fisioldgica em
plantas de soja com a funcdo de dessecar a planta para
antecipar a colheita, é uma alternativa utilizada por produtores
de sementes de soja, na tentativa de garantir sementes com alto
vigor. Pesquisas vem demonstrando que a aplicacdo de
dessecantes pode afetar negativamente a qualidade fisioldgica
das sementes, diminuindo seu vigor e germinacao
(GUIMARAES etal., 2012; PINTO et al., 2014).

A antecipacéo da colheita depende do tipo de herbicida,
o estadio fenoldgico e condi¢bes meteoroldgicas em que a
dessecacéo é realizada (LACERDA et al., 2001; GUIMARAES
etal., 2012; PEREIRA et al., 2015). De acordo com Guimaraes
et al. (2012) o herbicida glufosinato de aménio reduz a
germinacao de sementes de soja quando aplicado no estadio R6
em relacdo a sua testemunha, antecipando a colheita em 4 dias
e 0 herbicida paraquat promove os melhores indices de
germinacao e vigor das sementes quando utilizado nos estadios
R6 e R7.2, antecipando a colheita em 6 dias. Pinto et al.
(2014) observaram que a dessecacdo com glufosinato de
ambnio em sementes de feijdo apresentaram menor
percentagem de plantulas normais no teste de envelhecimento
acelerado.

Entretanto, praticamente ndo existem  estudos
mostrando como 0S mecanismos antioxidantes, estresse
oxidativo e mobilizacdo de reservas se comportam durante a
germinacdo de sementes em funcgéo da aplicacdo do glufosinato
de amonio na maturidade fisiologica (estadio reprodutivo R7.1)
podendo afetar negativamente o vigor e percentual de
germinacdo das sementes. Dessa forma, o herbicida podera ser
considerado um causador de estresse abidtico, uma vez que na
maturidade fisioldgica as sementes ja acumularam o maximo
de matéria seca e necessitam apenas diminuir seu teor de agua
para serem colhidas. Normalmente, sdo realizadas pesquisas
que busquem avaliar as qualidades fisicas, fisiologicas e
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sanitarias de sementes isoladamente, sendo escassos estudos
mostrando as relagdes entre alteracbes bioquimicas e
enziméticas durante a maturacdo e germinacdo das sementes,
com o seu vigor e a formacao de plantulas normais.

A identificacdo e a compreensdo dos mecanismos
enzimaticos e nao enzimaticos envolvidos durante a pré-
colheita e germinagéo, assim como a mobilizag&o de reservas e
o perfil protéico de sementes de soja proveniente de plantas
dessecadas serdo fundamentais para elucidar melhor quais e
como 0Ss componentes enzimaticos e bioquimicos podem
explicar o efeito da dessecacdo sobre o baixo vigor e menor
percentual de germinacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EFEITO DA APLICACAO DE DESSECANTES NA
MATURIDADE FISIOLOGICA EM PLANTAS DE
SOJA NA QUALIDADE DE SUAS SEMENTES

O Brasil esta entre os trés maiores produtores mundiais
de soja, com uma producao de aproximadamente 96 milhdes de
toneladas na safra 2014/2015 (CONAB, 2015). Para estar entre
0s maiores produtores de soja no mundo € necessario que se
tenha alguns cuidados durante a producdo de sementes, para
gue essas apresentem qualidade superior. Dentre os fatores que
afetam a qualidade das sementes de soja, estd o seu potencial
genético, sua sanidade, o periodo que as sementes permanecem
no campo ap6s a maturidade fisioldgica (estadio reprodutivo
R.7), o momento da colheita e o seu vigor (LACERDA et al.,
2005). Entende-se por vigor de sementes as propriedades ou
caracteristicas da semente que determinam o seu potencial para
uma rapida emergéncia e desenvolvimento com estande de
plantulas normais e uniformes, sob ampla diversidade de
condigdes ambientais (AOSA, 1983; RAJJOU et al., 2012).

A maturidade fisioldgica em sementes de soja ocorre
com o maximo acimulo de materia seca, na fase final de
desenvolvimento da semente, coincidindo com o seu maior
potencial fisioldgico e vigor. Entretanto, nesse periodo as
sementes apresentam teores de agua elevados (40 a 65%),
dificultando sua colheita (MARCOS FILHO, 2005) sendo que
o teor ideal de agua para a colheita de soja fica préximo ou
abaixo de 15% (FRANCA NETO el al., 2007).

Durante seu desenvolvimento, as sementes acumulam
reservas como carboidratos, 0leos e proteinas. Segundo Rajjou
et al. (2012), o potencial de germinacdo das sementes é
largamente programado durante a maturagdo da semente, onde
as proteinas armazenadas sao utilizadas no inicio da
germinacdo para reiniciar a atividade celular e mobilizagédo de
reservas. O acumulo de reservas tem que ser feito
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adequadamente, uma vez que o desenvolvimento inicial das
plantulas depende dessas substancias. Dessa forma, a qualidade
fisiologica das sementes depende da organizacdo celular
durante o desenvolvimento e da sua capacidade em mobilizar
reservas durante a germinacdo para a formacdo de plantulas
normais. Henning et al. (2010) observaram que sementes de
soja mais vigorosas apresentaram maiores conteldos de
proteinas soluveis, amido e agucares soltveis, bem como maior
capacidade de mobilizacdo de reservas na germinagéo,
resultando em plantulas de soja com melhor desempenho
inicial.

O periodo em que a semente permanece no campo, apos
a maturidade fisiolégica com o objetivo de perder &gua, é um
fator determinante na queda do vigor, uma vez que as sementes
ficam expostas a condi¢oes ambientais até atingirem a umidade
variando entre 13% e 15%. A dessecacdo ou desfolha na
maturidade fisiol6gica em plantas de soja, com a utilizacdo de
herbicidas, é uma alternativa de manejo que pode favorecer a
perda de &gua de forma mais radpida na planta e,
consequentemente na semente, favorecendo a antecipacdo da
colheita e manutencdo do do vigor das sementes. Porém,
também é possivel que o dessecante afete negativamente a
qualidade da semente. Lacerda et al. (2003) relataram que a
aplicacdo de dessecantes em plantas de soja, com o objetivo de
antecipar a colheita, pode influenciar nas caracteristicas
bioquimicas das sementes. Os autores observaram que a
aplicacdo do glufosinato de aménio promoveu diferenca
significativa no extrato etéreo entre as sementes de soja
provenientes de plantas dessecadas, quando comparada com as
sementes proveniente de plantas ndo dessecadas.

O glufosinato de amonio é um herbicida de contato com
a capacidade de translocar-se na planta a curta distancia. Esse
herbicida inibe a glutamina sintetase, provocando um conjunto
de efeitos na planta, como o acimulo de amdnia, a inibicdo na
sintese de amino&cidos que sdo precursores de proteinas, entre



33

esses aminodacidos esté a prolina; além da producéo de radicais
livres (com consequente destruicdo de membranas) e o
bloqueio na fotossintese, levando a planta a morte
(CARVALHO, 2013). A morte da planta estd associada a
rapida perda de 4gua da mesma, fazendo com que a semente
perca agua em funcdo da diferenca do potencial hidrico entre a
planta e a semente, favorecendo a colheita antecipada.

Conforme a semente vai perdendo agua durante sua
dessecacdo, a concentragdo de solutos no interior das células
aumenta, diminuindo a fluidez do meio aquoso, fazendo com
que o contetdo celular torne-se cada vez mais Viscoso,
aumentando a chance de interacbes moleculares podendo
provocar a desnaturacdo de proteinas (HOEKSTRA,;
GOLOVINA; BUITINK, 2001; MARCOS FILHO, 2005). A
desidratacdo da semente de forma gradual permite a atuacgdo de
mecanismos protetores que conferem maior tolerancia aos
desequilibrios celulares provocado pela desidratacdo. Por outro
lado, a secagem muito rapida da semente pode ocasionar em
consideravel desorganizagdo das membranas celulares e da
estrutura interna, fazendo com que a semente necessite de um
tempo adicional para reparo do metabolismo durante a
germinacdo. Dessa forma, a secagem muita rapida predispde as
sementes a possiveis injurias durante a embebicdo no periodo
de germinacao.

Entre os mecanismos de protecdo e reparacao celular
estdo a presenca de proteinas LEA (Late-Embryigenesis
adundant), acucares sollveis e a presenca de mecanismos
antioxidantes (HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001,
BAILLY, 2004; MARCOS FILHO, 2005; LEPRINCE;
BUTINIK, 2010). Segundo Veiga et al. (2007), a
germinabilidade e a tolerdncia a dessecacdo de sementes de
soja aumentam com a perda natural de dgua no campo e que
sementes colhidas no estddio R7 apresentam maior qualidade
fisiolégica com padrdo diferenciado de proteinas lea e maior
tolerancia a dessecacao do que nos estadios R6 e R6/R7
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O momento de aplicagio do herbicida para
dessecar/desfolhar a planta é muito importante para a qualidade
fisiologica da semente, pois 0 modo de acdo do dessecante,
condicdes meteorologicas e o estagio fenoldgico em que a
planta se encontra podem afetar negativamente a qualidade das
sementes, e nesse caso, o dessecante pode funcionar como um
agente causador de estresse abidtico, ndo antecipando a
colheita, podendo interferir em algum mecanismo de protecao
e reparagdo celular durante a dessecagao e, consequentemente,
influenciando negativamente no vigor das sementes. Pereira et
al. (2015) ndo observaram a antecipagdo de colheita com a
utilizacdo do glufosinato de amonio, associando esse efeito
com a elevada precipitacdo ap6s a aplicacdo do produto
durante a maturidade fisiologica.

Plantas de soja na maturidade fisiologica (R7) que
passaram por estresse de alta temperatura e umidade durante
24h e tiveram suas sementes colhidas apds esse periodo,
apresentaram alteracdes anatdbmicas em suas células e
mudancgas no perfil de proteinas, diminuindo o vigor das
sementes (WANG et al., 2012). Atualmente existem varios
trabalhos relacionando a utilizacdo do dessecante na
maturidade fisiolégica com a qualidade final da semente,
porém sdo raros os estudos que realmente demonstrem qual a
relacdo existente entre o vigor e qualidade dessas sementes
com o acumulo de reservas e sua mobilizacdo, assim como a
formacdo de espécies reativas de oxigénio e mecanismos
antioxidantes, na maturidade fisiologica e durante a
germinacao.

2.2 PADRAO TRIFASICO DE EMBEBICAO DURANTE A
GERMINACAO

No inicio da germinacdo a reidratacdo dos tecidos da
semente estd normalmente relacionado ao reparo das estruturas
das membranas e acidos nucléicos (BUKERIDGE et al., 2004).
A retomada da atividade metabolica vai acontecer durante o
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processo de germinagdo, quando comecar a ocorrer 0 processo
de embebicdo das sementes. De acordo com Marcos Filho
(2005), o processo de embebicdo é fundamental para a
germinacdo, pois contribui para os processos de mobilizacao e
assimilacdo de reservas e consequentemente crescimento.
Ainda segundo 0 mesmo autor, as proteinas sdo hidrolisadas
com auxilio de proteases e peptidases e translocadas aos pontos
de crescimento do eixo embrionéario, a formacdo de tecidos
Vivos, ou participam de reacdes da cadeia respiratoria.

O processo de germinacdo corresponde a trés fases
(BEWLEY; BLACK, 1994; NONOGAKI et al., 2010).
Durante a fase I, também denominada embebicdo, ocorre uma
rapida absorcdo de &gua, em fungdo da grande diferenca de
potencial hidrico entre as sementes e o0 substrato,
independentemente do estado fisiol6gico das sementes. Além
da rapida embebicdo de agua, ocorre o rapido aumento na
captacdo de oxigénio, gerando espécies reativas de oxigénio
(EROs), que podem causar dano estrutural e funcional as
celulas (TOMMASI et al., 2001; PRODANOVIC et al., 2007).
Entretanto, as espécies reativas de oxigénio também podem
funcionar como sinalizadores para a germinacdo ao invés de
agente causador de estresse oxidativo (MOLLER et al., 2007;
BAILLY et al., 2008; QUAN et al., 2008; YE et al., 2011;
SHARMA et al., 2012). De acordo com Ishibashi et al. (2013),
espécies reativas de oxigénio produzidas no eixo embrionario
de sementes de soja apds a embebicdo foram responsaveis pela
inducdo e producdo de etileno, promovendo o alongamento das
células na ponta da radicula.

A fase Il é caracterizada pela estabilizacdo na absorcéo
de agua, ocorrendo diversas rea¢fes metabdlicas preparatorias
a emergéncia da raiz primaria, como reorganizagdo celular,
sintese de novas proteinas, mobilizacdo de reservas e
desentoxificacdo de EROs, que foram produzidas em excesso
(BEWLAY et al., 2013; WANG et al., 2015).
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Na fase I11, com o0 metabolismo ativado e em funcéo da
producdo de substancias osmoticamente ativas, ocorre uma
reducdo no potencial hidrico das sementes, resultando em
rapida absorcdo de agua do meio. A mobilizacdo mais intensa
das principais substancias de reserva (amido, proteinas e
lipidios) ocorre apos o inicio do crescimento do embrido. Han
et al. (2013) observaram, durante o processo de germinagéo de
sementes de soja a presenca de enzimas envolvidas na
degradacdo de lipidios, proteinas e amido, sugerindo que o
lipidio € o principal componente consumido nas fases inicias
de germinacdo em funcéo da sua grande quantidade encontrada
na semente.

A partir do momento exato que inicia e finaliza cada
uma das trés fases no processo da germinacdo em sementes de
soja, fica mais fécil inferir quais os possiveis efeitos que a
aplicacdo do dessecante em plantas de soja no estadio
reprodutivo R7 provoca durante o processo de germinacdo nas
sementes provenientes dessas plantas, comprometendo ou nao
0 vigor dessas sementes.

2.3 INFLUENCIA DAS ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE NO
VIGOR DE SEMENTES

Espécies reativas de oxigénio tém um duplo papel na
fisiologia de sementes, apresentando efeitos benéficos ou
prejudiciais fornecendo informacgOes importantes para a
melhoria na manutencdo do vigor e qualidade de sementes de
plantas cultivadas, assim como um papel importante durante a
germinacdo (KUMAR et al., 2015). Segundo Leymarie et al.
(2012), a germinacdo de sementes ndo dormentes de
Arabdopsis thaliana estd associada com o acumulo de
superéxido e peroxido de hidrogénio na radicula. Espécies
reativas de oxigénio produzidas no eixo embrionario de
sementes de soja, apos a embebicdo foram responsaveis pela
inducdo e producdo de etileno promovendo o alongamento das
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células na ponta da radicula (ISHIBASHI et al., 2013). A
auséncia de peroxido de hidrogénio em Vigna afetou
negativamente a mobilizacao de reservas durante a germinacao,
apresentando baixo percentual de germinacdo e menores
comprimentos de plantulas (VERMA et al., 2015).

Um dos fatores que pode ocasionar a queda de vigor em
sementes é o desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio
(EROs) e mecanismos antioxidantes, ocasionado por algum
tipo de estresse. A acumulacdo de EROs pode ser prejudicial
para a viabilidade das sementes em funcdo do estresse
oxidativo imposto durante a dessecacdo, durante seu
envelhecimento e sua germinacgdo, podendo induzir a oxidagéo
de proteinas, afetando deleteriamente o vigor e germinacdo das
mesmas (BAILLY, 2004; JOB et al., 2005).

Entre as espécies reativas de oxigénio (EROs)
encontram-se 0 anion superoxido (Oy), hidroxila (OH), o
hidrogénio peréxido (H.0,) e o oxigénio singletto (*O,). Em
baixa concentracdo, as EROs sdo necessarias para as plantas,
funcionando como mensageiros hormonais para diversas
funcBes nas plantas como fechamento estomatico, biossintese
de lignina, morte celular programada, quebra de dorméncia e
germinacdo (MOLLER et al., 2007; QUAN et al., 2008;
BAILLY et al., 2008; SHARMA et al., 2012; LEYMARIE et
al., 2012).

CondicBes de estresse abidtico podem favorecer o
aumento na formacdo de espécies reativas de oxigénio, dentre
0s tipos de estresse, pode-se destacar temperaturas estremas, 0
déficit hidrico, radiacbes UV, ataque de patdgenos, metais
pesados e herbicidas (GILL; TUTEJA, 2010; GOMES;
GARCIA, 2013).

O aumento das EROs podem reagir com &cidos graxos
insaturados das membranas celulares, promovendo a
peroxidacao lipidica (YAMAUCHI et al., 2008; MONTEIRO
et al., 2011). A peroxidacdo lipidica em membrana causa a
diminuicdo da fluidez, modificacbes de permeabilidade i6nica
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e de outras funcgdes associadas as membranas (QUEIROZ et
al., 1998). A diminuicdo da fluidez das membranas interfere
nas funcBes das proteinas, reduz o suprimento de energia,
favorece a perda de compartimentalizacdo e liberacdo
acentuada de ions e outros eventos que rompem o metabolismo
normal, levando ao desbalanco e perda das funcdes essenciais
(AZIZ; LARHER, 1998). Dessa forma, a peroxidacdo lipidica
pode ser utilizada como um marcador de estresse oxidativo.

Entretanto, as plantas tém a capacidade desintoxicar as
espécies reativas de oxigénio com auxilio de diferentes
antioxidantes, os quais podem ser classificados em dois tipos,
0S enzimaticos e 0s ndo enzimaticos. Entre os mecanismos
enzimaticos, podemos citar as enzimas como a superoxido
dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), catalase
(CAT), e glutationa peroxidase (GPX) que s&o importantes
mecanismos eficientes para desintoxicar ou remover O, e
HzOz.

A superdxido dismutase é a primeira enzima na linha de
defesa das plantas na eliminagdo das Eros, convertendo O, em
H.0, e O,. Entretanto o H,O, também pode ser prejudicial as
células vegetais, dessa forma a catalase e a ascorbato
peroxidase podem converter o H,O, em O, e H,0.

Estudos relacionando a qualidade de semente com
alteracbes enzimaticas ja vem sendo discutido na literatura,
inclusive com sementes provenientes de plantas submetidas a
estresse na maturidade fisioldgica. De acordo com Wang et al.
(2012) semente de soja proveniente de plantas que passaram
por estresse de alta temperatura e umidade no estadio
reprodutivo R7 durante 24h apresentaram aumento na
concentragdo de EROs acompanhada do aumento na
peroxidacdo lipidica. Sementes de trigo submetidas ao
envelhecimento acelerado (45°C e 100% de umidade)
apresentaram perda de viabilidade das sementes associada com
aumento de H;O,, e baixa atividade da SOD e da CAT
(LEHNER et al., 2007).
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Além das enzimas antioxidantes que atuam na
detoxificacdo das EROs das plantas, existem os compostos ndo
enzimaticos que podem exercer a mesma funcdo (SMIRNOFF;
CUMBES,1989) denominada osmolitos ou  solutos
compativeis. Esses compostos podem aumentar sua
concentracdo no interior das celulas sem prejudicar o seu
metabolismo com o objetivo de manter a integridade celular.
Entre esses compostos pode-se citar o acido ascorbico, a-
tocopherols, carotenoides, glutamato, sacarose, glicina-betaina
e a prolina (GILL; TUTEJA,2010; SHARMAet al., 2013)

A prolina é um aminoécido sintetizado a partir do cido
L-glutamico, funcionando como um osmoprotetor com
capacidade de aumentar a estabilidade das células em reter
agua sem afetar o metabolismo normal das plantas, também
pode agir como estabilizador protéico e inibidor da
peroxidacdo lipidica (HAMILTON; HECKATHORN, 2001,
GILL; TUTEJA, 2010). O glufosinato de aménio é um
herbicida de contato com a capacidade de translocar-se a curta
distancia, inibindo a glutamina sintetase, que é a percursora de
uma série de aminoéacidos incluindo a prolina (CARVALHO,
2013) podendo dessa forma afetar a producdo da mesma.

A grande problematica da presente pesquisa é: Se a
semente ja atingiu sua maturidade fisiologica, ou seja,
acumulou toda matéria seca necessaria para a formacdo da
futura plantula, quais sdo 0s mecanismos bioquimicos e
enzimaticos da sementes que podem estar contribuindo para o
baixo vigor dessas sementes e 0 seu percentual de germinacéo;
e se essas respostas sdo intrinsecas de cada cultivar. Nesse
sentido, acredita-se que o uso do glufosinato de amonio como
dessecante aplicado na maturidade fisiol6gica em plantas de
soja influéncia negativamente: 1) na qualidade fisiologica das
sementes produzidas; 2) no perfil protéico e na mobilizagdo de
reservas durante a germinacgédo das sementes proveniente dessas
plantas; 3) na producdo de espécies reativas de oxigénio e
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atividade antioxidante durante a germinacdo das sementes
proveniente dessas plantas.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
relacdo existente entre 0s componentes de reserva, alteracdes
enzimaticas e mecanismos antioxidantes com o vigor e
germinacdo em sementes de soja proveniente de plantas
dessecadas com glufosinato de aménio na maturidade
fisioldgica (R7.1)
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3 ESTRESSE OXIDATIVO E ACUMULO DE
RESERVAS EM SEMENTES DE SOJA COLHIDAS
NA MATURIDADE FISIOLOGICA ANTES E APOS
A APLICACAO DO HERBICIDA GLUFOSINATO
DE AMONIO

3.1 RESUMO

A aplicacédo de herbicidas na maturidade fisiol6gica em plantas
de soja € uma alternativa de antecipacgdo para a colheita de suas
sementes, garantindo o maior vigor das sementes. Entretanto, €
possivel que o herbicida afete negativamente o seu vigor.
Conforme a semente vai diminuindo seu teor de agua, durante
a maturidade fisiolégica, um amplo mecanismo de protecéo,
desintoxicacdo e reparacdo de membranas € ativado,
permitindo que as sementes sobrevivam no estado seco
preservando sua capacidade de germinacdo. O objetivo do
presente estudo foi: avaliar em sementes coletadas na
maturidade fisiolégica, o acimulo de reservas, expressdo do
perfil protéico, espécies reativas de oxigénio (EROSs), atividade
antioxidante e peroxidacdo lipidica, antes (0) da aplicagdo do
glufosinato de amoénio; 24h e 48h ap6s a aplicacdo do
herbicida. As cultivares utilizadas no presente estudo foram
NA5909RG e Benso 1RR. As sementes foram coletadas no
terco-médio das plantas e armazenadas em ultra-freezer até o
momento das analises bioguimicas. Para o acumulo de
reservas, foram avaliados os teores de proteina e acgucar
soltvel; o perfil protéico foi avaliado através da técnica SDS-
PAGE. As especies reativas de oxigénio (EROs) foram
avaliadas através dos teores de peroxido de hidrogénio. Para o
sistema antioxidante quantificou-se a atividade da catalase e
teores de prolina. A peroxidagdo lipidica foi quantificada
através dos teores de malondialdeido. Conclui-se que sementes
da cultivar Benso 1RR proveniente de plantas dessecadas
apresentaram menor teor de proteina solivel. Sementes da
cultivar NA5909RG apresentaram maior acimulo de peréxido
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de hidrogénio em relagdo a sua testemunha associada a uma
atividade ineficiente da enzima catalase e baixos teores de
prolina, ocasionando a maior peroxidagdo lipidica. Esses
mecanismos enzimaticos podem indicar que sementes da
cultivar NA5909RG provenientes de plantas dessecadas,
poderdo apresentar baixo vigor quando atingirem seu ponto de
colheita (umidade variando entre 13 e 15%).

Palavras-chave: Espécies reativas de oxigénio. Peroxidagdo
lipidica. Mecanismos antioxidantes.

3.2 OXIDATIVE STRESS AND RESERVES
ACCUMULATION IN SOYBEAN HARVESTED SEEDS
IN MATURITY PHYSIOLOGICAL BEFORE AND
AFTER APPLICATION OF HERBICIDE
GLUFOSINATE AMMONIUM

ABSTRACT - The application of herbicides at physiological
maturity in soybean plants, is an alternative anticipation for the
harvest of the seeds, ensuring the highest seed vigor. However,
it is possible that the herbicide adversely affects its strength. As
the seed is decreased water content, during physiological
maturation ample protection mechanism, detoxification and
repair membranes is activated, allowing the seeds to survive in
the dry state preserving their ability to germinate. The aim of
this study was to: assess seeds collected at physiological
maturity, the accumulation of reserves, the protein expression
profile, reactive oxygen species (ROS), antioxidant activity and
lipid peroxidation before (0) application of glufosinate
ammonium; 24h and 48h after the herbicide application. The
cultivars used in this study were NA5909RG and Benso 1RR.
The seeds were collected in the third-medium plants and stored
in ultra-freezer until the moment of biochemical analysis. For
the accumulation of reserves, they were evaluated protein and
soluble sugar; the protein profile was assessed by SDS-PAGE
technique. Reactive oxygen species (ROS) were evaluated by
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the hydrogen peroxide content. For the antioxidant system
quantitated catalase activity and proline contents. Lipid
peroxidation was quantified by the malondialdehyde levels. It
was concluded that seeds of the cultivar Benso 1RR from
pantas desiccated had lower soluble protein content. The seeds
NA5909RG showed greater accumulation of hydrogen
peroxide in relation to their witness associated with an
inefficient activity of catalase enzyme and low proline levels,
leading to increased lipid peroxidation. These enzymatic
mechanisms, may indicate that seeds grow NA5909RG from
desiccated plants may have low force when they reach their
point of harvest (humidity ranging between 13 and 15%).

Key-words: Reactive oxygen species. Lipid peroxidation.
Antioxidant mechanisms.

3.3 INTRODUCAO

Durante o seu desenvolvimento as sementes acumulam
componentes bioquimicos fundamentais para o seu proprio
desenvolvimento e para a formagdo de plantas vigorosas
durante o processo de germinacdo. Jones et al. (2013),
estudando a expressdo de genes durante a formacdo de
sementes de soja, identificaram quatro dias apos a fertilizacéo,
genes relacionados com muitos componentes e processos
basicos, tais como histonas e proteinas ricas em prolina. A
elevada expressdo de genes de proteinas ricas em prolina
(PRP1), no desenvolvimento inicial das sementes esta
associada com 0 aumento no crescimento e desenvolvimento
celular, sendo observado em maior quantidade no tegumento
das sementes (LINDSTROM; VODKIN,1991).

Segundo Rajjou et al. (2012) o potencial de germinacéo
das sementes é largamente programado durante sua maturacéo,
onde as proteinas armazenadas sdo utilizadas no inicio da
germinacdo para reiniciar a atividade celular e mobilizagédo de
reservas. Nas fases mais avancadas do desenvolvimento de
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sementes de soja, quando a esta adquire maior peso fresco, ou
seja, atingiram a maturidade fisioldgica. Jones et al. (2013),
verificaram maior expressdo de genes que codificam proteinas
de armazenamento, tais como glicinina e [-conglicinina,
confirmando que esses produtos sdo acumulados rapidamente
antes que a semente comece 0 processo de dessecacdo. De
acordo com Marcos Filho (2005), a secagem gradual no final
da maturacdo de sementes favorece o acumulo de agucares
sollveis exercendo protecdo contra os efeitos negativos da
desidratacdo, contribuindo para a estabilidade de membranas
ao favorecer a preservacdo das relagdes hidrofilicas associadas
a atividade de proteinas durante a desidratacéo.

O periodo de permanéncia das sementes de soja a
campo, apdés a maturidade fisioldgica, € um fator importante
que afeta a qualidade da semente, determinando a queda do seu
vigor. Isto, porque nessa fase, as sementes apresentam teores
de agua elevados (40 a 65%) dificultando a colheita, tendo que
permanecer no campo até atingirem teores préximo ou inferior
a 15% (MARCOS FILHO, 2005; FRANCA NETO et al.,,
2007). Por isso, a aplicacdo de dessecantes pode ser uma forma
de manejo, visando a antecipacdo da colheita em funcdo da
rapida perda de agua da planta e consequentemente na semente.

Conforme a semente vai perdendo &gua durante a
dessecacdo, o0 seu volume celular comeca a diminuir
provocando aglomeracGes de compostos citoplasmaticos,
fazendo com que o conteddo celular torne-se cada vez mais
viscoso, aumentando a chance de interagfes moleculares que
pode provocar a desnaturacdo de proteinas (HOEKSTRA;
GOLOVINA; BUITINK, 2001). Uma ampla série de
adaptacdes durante a dessecagdo das sementes relacionadas
com a protecdo, desintoxicacéo e reparacdo de membranas, foi
identificada para evitar essas interagcdes moleculares,
permitindo que a semente preserve a sua capacidade
germinativa.
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Entre essas adaptacOes, estdo a presenca de proteinas
LEA (Late-Embryigenesis adundant), acimulo de acucares
sollveis e mecanismos antioxidantes (enzimaticos ou nao) com
habilidade em reparar, tolerar ou prevenir o ataque de espécies
reativas de oxigénio (HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK,
2001; BAILLY, 2004; MARCOS FILHO, 2005; VEIGA et al.,
2007).

O estresse oxidativo ocorre em funcao do desequilibrio
entre espécies reativas de oxigénio (EROs) e mecanismos
antioxidantes, promovendo o acumulo de espécies reativas de
oxigénio, afetando o vigor das sementes (BAILLY, 2004). As
espécies reativas de oxigénio em excesso reagem com acidos
graxos insaturados das membranas celulares, promovendo a
peroxidacdo lipidica (YAMAUCHI et al., 2008; MONTEIRO
et al., 2011). Entre as espécies reativas de oxigénio, destaca-se
o0 peroxido de hidrogénio, o qual pode ser convertido em agua e
oxigénio com auxilio da enzima catalase. Segundo Silva (2006)
durante a secagem de sementes de soja, a superdxido dismutase
(SOD) ¢é ativada durante o desenvolvimento, enquanto a
catalase (CAT) é efetiva ap6s a maturidade fisioldgica.
Segundo Leprince; Butinik (2010) muitos genes relacionados
aos mecanismos antioxidantes sdo regulados positivamente em
tecidos tolerantes a dessecacao.

Por outro lado, alguns trabalhos vém demonstrando que
a aplicacdo de dessecantes, entre eles o glufosinato de amonio,
pode afetar negativamente a qualidade fisioldgica das
sementes, diminuindo seu vigor e aumentando o percentual de
plantulas anormais, podendo ndo haver a antecipacdo da
colheita (GUIMARAES et al., 2012; PINTO et al., 2014;
PEREIRA et al., 2015). Nesse sentido, o objetivo do presente
estudo foi avaliar em sementes coletadas na maturidade
fisiolégica o comportamento das espécies reativas de oxigénio
(EROs), atividade antioxidante, peroxidacao lipidica e acimulo
de reservas, antes (0) da aplicacdo do glufosinato de amonio;
24h e 48h apos a aplicacao do herbicida.
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3.4 MATERIAL E METODOS

Material Vegetal: As sementes das cultivares
NA5909RG (habito indeterminado) e BensolRR (héabito
determinado) foram produzidas no municipio de Campos
Novos-SC, na safra 2012/2013 conforme descrito por Pereira et
al., (2015).

As sementes foram coletadas no tergo médio das plantas
que atingiram a maturidade fisioldgica, em R7.1 conforme
descrito (RITCHIE et al., 1982). As coletas foram realizadas
antes da aplicacdo do glufosinato de aménio (0) e apos
aplicacdo do produto (24h e 48h). Também foram realizadas
coletas nos mesmos tempos em plantas que ndo sofreram
dessecacdo sendo consideradas sementes provenientes de
plantas testemunhas. Ap0Os as coletas, as sementes foram
armazenadas em ultra-frezer até 0 momento de realizagdo das
analises bioquimicas.

A aplicagédo do glufosinato de amonio foi realizada no
periodo matutino em 28/02/2013, com um pulverizador
mecanizado, com vazéo de 300 L ha™ e ponta tipo leque vazao
1,63 L min™ e angulo de 110°. No processo de aplicacdo do
dessecante foram utilizadas 2 sec¢des da barra de pulverizagéo,
totalizando 8,6 m de comprimento (PEREIRA et al. 2015).

Teor de agua nas sementes: Para determinacdo do teor
de 4gua nas sementes, utilizou-se 0 método da estufa a 105°C
por 24 horas. Pesou-se em uma céapsula de aluminio
aproximadamente 5 g de semente, em 3 repeti¢cbes conforme
descrito na Regra de Analise de Sementes (RAS) (BRASIL,
2009).

Perdxido de hidrogénio: Os teores de perdxido de
hidrogénio foi quantificado de acordo com Alexieva el al.
(2001). Foram feitas 3 repeticbes com 0,2 g de semente de soja
proveniente antes da aplicagdo do produto (0), 24h e 48h apds
aplicacdo do herbicida e sua testemunha. As amostras foram
maceradas em nitrogénio liquido até formar uma farinha,
depois se adicionou 2 mL tampdo de extracdo (acido
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tricloroacético 1%). O homogenizado foi centrifugado a 10000
rpm durante 10 minutos. ApOs centrifugacdo, para
quantificacdo do H,O, utilizou-se 200 pL do sobrenadante
acrescido de 800 uL de iodeto de potéssio e 200 pL de tampéo
fosfato (0,1M pH 7,5) que foram incubados no gelo por 1h. As
amostras foram deixadas a temperatura ambiente por 15 min e
as leituras foram realizadas em espectrofotometro UV/VIS
Spectro800S a 390 nm. Os resultados foram expressos em pg/g
massa fresca).

Prolina livre: O teor de prolina livre foi determinado
conforme Bates et al. (1973). Foram feitas 3 repeticbes com
0,25 g de sementes de soja proveniente dos tempos de coleta
antes da aplicacdo do produto (0), 24h e 48h ap6s aplicacdo do
herbicida e sua testemunha. As amostras foram extraidas em
acido sulfossalicilico (3% m/v). O extrato foi centrifugado
(3600 rpm 15 min) recuperando-se o sobrenadante (2 ml) ao
qual foram adicionados 2 mL de ninhidrina acida e 2 mL de
acido acético glacial. O meio de reacdo foi incubado em banho-
maria (100°C/1h), sendo a reacdo paralisada por imersdao em
banho de gelo. Apds este procedimento, foram acrescentados 4
mL de tolueno, seguido de agitacdo vigorosa (20 s) e
recuperacdo do sobrenadante aspirado da fase aquosa para
leitura. Os resultados foram expressos em pumol prolina g'1 peso
fresco.

Quantificacdo da catalase: Foram feitas 3 repeticOes
com utilizando os 25 uL de extrato vegetal (proteina sollvel)
extraidas de acordo com Azevedo et al. (1988) das semente de
soja proveniente dos tempos de coleta antes da aplicagdo do
produto (0), 24h e 48h apds aplicagdo do herbicida e sua
testemunha. O ensaio foi realizado a 25°C em uma solugéo
contendo 100 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH
7,5) acrescida de 25 uL de H;0; (solugdo 25%). A reacdo
inicia-se pela adicéo de 25 uL de extrato vegetal e a atividade é
determinada monitorando-se a degradacdo de H,O; a 240 nm
(pico de absor¢do do H,0;) durante o periodo de 1 minuto e
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dosagem continua em intervalos de 1 segundo em temperatura
ambiente. Os resultados sdo expressos em umol/min/mg prot.

Peroxidacdo lipidica: A  quantificagdo  do
malondialdeido (MDA) foi realizada conforme descrito por
Heath e Packer (1968). Foram feitas 3 repeticbes com 0,2 g de
semente de soja proveniente dos tempos de coleta antes da
aplicacdo do produto (0), 24h e 48h ap6s aplicacdo do
herbicida e suas testemunhas. As amostras foram maceradas
em nitrogénio liquido até formar uma farinha, adicionando 2
mL do tampdo de extracdo (&cido tricloroacético 1%). O
homogenizado foi centrifugado a 10000 rpm durante 10
minutos. Apds centrifugacdo, para quantificagdo do MDA
utilizou-se 250 pL do sobrenadante acrescido de 1 mL de acido
tricloroacético 20% + acido tiobarbitdrico 0,5%, os quais foram
incubados por 30 minutos a 95°C. A reacdo foi paralisada em
gelo durante 10 min, as amostras ficaram em repouso e
protegidas de luz por 15 min para sua estabilizagdo. As leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro UV/VIS Spectro800S a
600 e 535 nm. Os resultados foram expressos em pumol/g de
peso fresco.

Proteina solUvel total: Para analise de proteina soluvel,
foram feitas 3 repeticbes com 1 g de semente de soja
proveniente de cada momento da coleta antes da aplicagcdo do
produto (0), 24h e 48h apds aplicacdo do herbicida e suas
testemunhas. As amostras foram maceradas em nitrogénio
liquido até formar uma farinha. O material foi homogeneizado
em tampdao fosfato de potassio 10 mM (pH7,5) contendo 1 mM
de EDTA, 3 mM de DTT e aproximadamente 4% de PVPP,
conforme Azevedo et al. (1988) e Garcia et al. (2006). O
homogenizado foi centrifugado a 3500 rpm durante 30
minutos. As proteinas soltveis totais foram determinadas em
espectrofotobmetro UV/VIS Spectro800S, conforme método
descrito por Bradford (1976) e os resultados expressos em
mg.gde massa seca de semente.
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Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Desnaturante
(SDS-PAGE): A eletroforese da fracdo protéica foi realizada
em cuba vertical com sistema de eletroforese descontinua em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS -
PAGE) em uma concentracdo de 12% (gel de resolucéo) e 3%
(gel de empacotamento), utilizando sistema de mini-gel no
tamanho de 8,3 cm x 10,2 cm (Mini Protein I1) da Bio-Rad.

Ap0s a quantificacdo dos teores de proteina de acordo
com Bradford et al. (1976), uma parte correspondente a 20 pg
de proteina foi adicionada a solucdo tampdo de amostra
contendo: &gua destilada; Tris-HCI pH 6,7; glicerol; SDS 10%j;
solucdo 0,5% de azul de bromofenol e 2-mercaptoetanol, na
propor¢do 1:1; seguido por aquecimento em banho-maria a
100°C durante 5 min e resfriamento em gelo por 1 min e
submetidas a eletroforese. O sistema de eletroforese contendo
as amostras foi colocado em solucdo tampao com pH 8,3 (25
mM de Tris, 192mM de Glicina, 1% de SDS 10%) e tenséo de
30V durante 3 horas em temperatura ambiente até a passagem
das proteinas de acordo com Laemmli (1970).

Apbs a eletroforese, os géis foram lavados com agua e
na sequéncia incubados por 3 horas em solucdo corante de
Coomassie Brilliant Blue R-250, contendo metanol, acido
acético glacial e agua destilada. O excesso do corante foi
retirado com solucdo descolorante até que as bandas proteicas
se tornassem nitidas (ALFENAS, 1998).

O procedimento de avaliacdo foi realizado por
comparacdo do perfil protéico das amostras em relacdo ao
marcador molecular Sigma (Wide Range — 6,5 a 200 kDa) para
determinar a massa molecular de cada banda de proteina
presente no gel.

Posteriormente, foi realizada a foto documentacéo
digital em transluminador WL (DNR Bio-Imaging Systems
Mini Bis Pro, Jerusalém - Israel), com o software de captura de
imagem Gel Capture, permitindo a visualizacdo e o
processamento de imagens das bandas protéicas reveladas nos
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géis. A analise do padrao eletroforético de cada tratamento foi
realizada qualitativamente por meio da comparacdo visual na
deteccdo diferencial de bandas.

Acucar soluvel total: Para analise de acucar soluvel
total foram feitas 3 repeticbes com de 0,250 g de sementes
secas e moidas dos tempos de cada coleta antes da aplicacdo do
produto (0), 24h e 48h apos aplicacdo do herbicida e sua
testemunha. Os acUcares solUveis totais foram determinados
pelo método da Antrona conforme Clegg (1956) e a leitura das
amostras feitas em espectrofotdmetro UV/VIS Spectro800S no
comprimento de onda de 620 nm. Os resultados foram
expressos em mg.g™ de semente de massa seca de semente

Andlise estatistica: Para verificar a distribui¢do normal
dos dados utilizou-se o teste de Shapiro Wilk (5%). Na
sequéncia os dados foram submetidos a andlise de variancia
pelo teste F. Para analise da qualidade dos componentes
bioquimicos foi utilizado o teste de Ducan a 5% de
probabilidade. As analises foram realizadas via programa
computacional Assistat ® versdo 7.7 beta (SILVA, 2011).

3.5 RESULTADOS

A dessecacdo ap0s 48h da aplicacdo do glufosinato de
amonio na maturidade fisioldgica, ndo interferiu nos teores de
agua das sementes das cultivares NA5909RG e Benso 1RR.
Antes da aplicacdo do glufosinato de aménio, sementes da
cultivar BensolRR e NAS5909RG apresentaram 66,27% e
63,14% de umidade respectivamente. Apos 48h da aplicacdo
do glufosinato de amdnio, ndo se observou reducdo nos teores
umidade para as duas cultivares. Esses resultados indicam que
48h pode ser um tempo muito curto para observar reducéo nos
teores de agua.

Com relacdo as especies reativas de oxigénio,
especificamente o peroxido de hidrgénio, sementes da
NA5909RG proveniente de plantas dessecadas com glufosinato
de aménio apresentaram maiores teores de perdxido de



51

hidrogénio, 24h e 48h apds a aplicacdo do herbicida em relagéo
as suas testemunhas colhidas no mesmo tempo, aumentando
em 55,53% e 54,87% respectivamente (Figura 1A). Para a
cultivar Benso 1RR, ndo houve diferenca nos teores de
peroxido de hidrogénio em relacdo as suas testemunhas (Figura
1B). Segundo Bailly (2004), o acimulo de espécies reativas de
oxigénio, pode ser prejudicial para a viabilidade das sementes
em funcdo do estresse oxidativo imposto durante a dessecacao
das mesmas, podendo dessa forma, sugerir que sementes da
cultivar NA5909RG proveniente de planta dessecada podera
futuramente apresentar baixa viabilidade quando estas
atingirem umidade proxima a 12% (ponto de colheita).

Figura 1A-1B - Teor de peréxido de hidrogénio (H,O,) em sementes
de soja das cultivares NA5909RG e Benso 1RR
antes da aplicacao (0), 24h e 48h ap06s a aplicacéo do
glufosinato de aménio (GLA) e suas testemunhas
(TST)

1

H.0O
2 massa fresc

1

(pg ‘g massa fresca

intes  24h apds 48h apds

aplicagdo aplicagdo aplicagdic

LA GLA  GLA
ONASYORGTST WNASIIGRGGLA OBensol RRTST M Bensol RRGLA
CV=9.23%, teste Ducan (p<0,01). CV=12.05%, teste Ducan (p<0,01).

Fonte: producdo do prdprio autor (2016)

Apos a aplicacdo do herbicida, sementes da cultivar
NA5909RG apresentaram reducdo nos teores de prolina
(Figura 2A) nos tempos avaliados (24h e 48h), reduzindo 56%
e 41% respectivamente em relagdo as suas testemunhas
colhidas no mesmo tempo. Para sementes da cultivar Benso
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1RR, observou-se redugdo nos teores de prolina apenas 24h
apos a aplicacdo do produto (Figura 2B), reduzindo em 27,35%
em relagdo a testemunha colhida no mesmo tempo, ndo
havendo diferenca na reducdo dos teores de prolina 48h apos a
aplicagdo do herbicida. Gill; Tuteja (2010) afirmam que a
prolina pode funcionar como estabilizadora de membranas
evitando a peroxidacdo lipidica.

Figura 2A-2B - Teor de prolina em sementes de soja das cultivares
NA5909RG e Benso 1RR antes da aplicacdo, 24h e
48h apo6s a aplicagdo do glufosinato de amonio
(GLA) e suas testemunhas (TST)

Antes da 24 h apos 48h apds
aplicaclo aplicagdo aplicagio
aplicago aplagio  apiicagd GLA GLA GLA

‘ GLA GLA GLA

Antesda 24 hapos 48h apos

{ pmol proling g

BensolRR TST ensol RRGLA
ONASP09RGTST WNASIOIRGGLA ‘ OBesolRR TST M BeasolRRG J

CV = 12.42 %, teste Ducan (p<0,01). CV =11.57 %, teste Ducan (p<0,01).
Fonte: producdo do proprio autor (2016).

Com relacdo a atividade da catalase, ap6s 24h e 48h da
aplicacdo do glufosinato observou-se que as duas cultivares
apresentaram maior atividade da enzima em relagcdo as suas
testemunhas no mesmo tempo (Figura 3A-3B). Para a cultivar
NA5909RG proveniente de plantas dessecadas esse aumento
foi menos expressivo, tanto em 24h como em 48h em relagéo a
suas testemunhas colhidas no mesmo tempo, aumentando em
25,64% e 25,92% em relacdo as suas testemunhas.

Para a cultivar Benso 1RR ap0s 24h e 48h da aplicacdo
do produto, sementes da cultivar BensolRR apresentaram um
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aumento da atividade da enzima catalase de 43,87% e 50,70%
em relacdo as suas testemunhas colhidas no mesmo tempo.

A atividade da catalase em sementes da cultivar
NA5909RG proveniente de plantas dessecadas néo foi eficiente
para neutralizar o aumento nos teores de perdxido de
hidrogénio, mesmo tendo sido superior a sua testemunha. Ao
contrario, para sementes da cultivar Benso1lRR proveniente de
plantas dessecadas, 0 aumento mais acentuado da atividade da
catalase em relacdo a sua testemunha, juntamente com os
teores de prolina, pode ter contribuido para os menores teores
de peroxido de hidrogénio. Além, disso outras enzimas, que
ndo foram estudadas nesse trabalho, também podem ter
influenciado no controle do perdxido de hidrogénio. Lehner et
al. (2007) associaram a perda de viabilidade em sementes de
trigo com aumento de H,0,, e baixa atividade da SOD e da
CAT quando essas foram submetidas a alta temperatura e
umidade.

Figura 3A-3B - Atividade antioxidante da enzima catalase em
sementes de soja das cultivares NA5909RG e Benso
1RR antes da aplicagcdo do glufosinato de aménio
(TST) na maturidade fisioldgica (R7.1), 24h e 48h
apos aplicacdo do produto (GLA)
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l||\‘n, o doaplicac
aplicagdo |1 apl a\ ]1 cagiic

L/ LA GLA
"[ A Sy GLA GLA GLA

:J\".l‘.<"“";|'!~. .\1 .\ l\:“‘ YROC | \
OBensol RRTST ®Bensol RRGLA

CV=9.43% teste Ducan (p<0,01). CV=18.21%, teste Ducan (p<0,01).
Fonte: producédo do proprio autor (2016)
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Sementes da cultivar NA5909RG colhidas 24h ap6s a
dessecacdo apresentaram maior peroxidacdo lipidica em
relacdo a semente proveniente de plantas ndo dessecadas
(Figura 4A), aumentando em 62,68% os teores de MDA em
relacdo a sua testemunha colhida no mesmo tempo. Essa maior
peroxidacao lipidica pode estar relacionada ao elevado teor de
peroxido de hidrogénio observado anteriormente (Figura 1A) e
0s baixos teores de prolina (Figura 2A). Segundo Bailly,
(2004) e Job et al., (2005), a partir da maturidade fisioldgica,
na fase de dessecacdo, pode ocorrer acumulo de espécies
reativas de oxigénio em sementes, causando estresse oxidativo,
0 que futuramente podera afetar deleteriamente o vigor das
mesmas. Gill e Tuteja (2010) afirmam que a prolina pode
funcionar como estabilizadora de membranas evitando a
peroxidacdo lipidica.

Para a cultivar BensolRR, ao comparar os teores de
MDA de sementes proveniente de plantas dessecadas com as
sementes proveniente de plantas testemunhas ndo se observou
alteracdo nos teores de MDA (Figura 4B). A menor redugéo
nos teores de prolina de sementes da cultivar Benso 1RR
proveniente de plantas dessecadas, também pode ter
contribuido para a maior estabilizacdo de suas membranas
evitando a peroxidacdo lipidica em relacdo a sua testemunha
colhida no mesmo tempo. Segundo Hoekstra, Golovina e
Buitink (2001), Hamilton e Heckathorn (2001) e Gill e Tuteja
(2010), a prolina pode funcionar como estabilizadora de
membranas evitando a peroxidacao lipidica.
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Figura 4A-4B - Peroxidacdo lipidica (MDA) em sementes de soja
das cultivares NA5909RG e Benso 1RR antes da
aplicacdo (0), 24h e 48h ap6s a aplicagdo do
glufosinato de aménio (GLA) e suas testemunhas

4A 4B
- 2 1,5 ¢
%6 a 3.4
%4 4 B~z
02 4 - 5
Z | g |
Eo 2 0,35
>3 24 18 ap 3 0
S aApos A8 apos — 4
5 ADS e (I, N < Antes 24 apds 48 apos
- upiagio apiicagan aphicagao ~ s X b 4 Lt L
= GLA GLA GLA = aplicagdo aplicagio aplicagdo
e ' & - GLA GLA GLA
SO09RGTST mNASYORGGLA 2 - A
RO . ity OBensolRR TST  ®mBenso 1RR GLA

CV (%)=16.18, teste Ducan (p<0,01). CV (%)=21.03, teste Ducan (p<0,01).
Fonte: producéo do proprio autor (2016)

Os teores de proteina solGvel para sementes colhidas
antes da aplicacdo do produto (Tabela 1) apresentaram
diferenga significativa entre as cultivares, sendo que a cultivar
NA5909RG apresentou maior teor de proteina soltvel (39,43
mg.g™') em relacéo a cultivar BensolRR (34,85 mg.g™). Apés
48h da aplicacdo do produto ndo se observou alteracdo nos
teores de proteina sollvel para a cultivares NA5909RG,
entretanto a cultivar BensolRR apresentou menores teores em
relacdo a sua testemunha (Tabela 1).
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Tabela 1 - Teor de proteina soliivel em massa seca (mg.g-') antes da
aplicacdo, 24h e 48h apds a aplicacédo do glufosinato de
amoénio. TST - testemunha; GLA - glufosinato de

amonio
Cultivares Tempo(h)
0 24 48
BensolRR+TST 34,85 bAB 32,38 bB 38,06 bA
BensolRR+GLA 34,84 bA 32,89 bAB 30,56 cB
NAS909RG+TST 39,43 aA 41,51 aA 42,83 aA
NAS909RG+GLA 39,43 aA 34,54 bB 38,66 abA

Letras mindsculas comparam dentro da mesma coluna, e letras maiusculas
comparam nas mesmas linhas (entre tempos). Teste Ducan (p<0,05).
Fonte: Producéo do proprio autor (2016)

Com relacdo ao perfil protéico para as duas cultivares
observou-se a presenga de proteinas de armazenamento [3-
conglicinina (95 KDa a 55 KDa) e glicinina (34 KDa a 17
KDa) (Figura 5). Jones et al. (2013) observaram maior
expressao de genes que codificam proteinas de armazenamento
(glicinina e B-conglicinina) nas fases de maior peso fresco
(maturidade fisiologica), confirmando que proteinas de
armazenamento séo acumuladas antes que as sementes passem
pelo processo de dessecacao.

A aplicagdo do herbicida na maturidade fisiologica das
plantas pode ter favorecido o aumento na intensidade das
proteinas das sementes da cultivar Benso 1RR 24h e 48h em
relacdo a sua testemunha. Para a cultivar NA5909RG
observou-se menor intensidade nas bandas 48h apds a
aplicacdo do herbicida em relagdo a sua testemunha colhida no
mesmo tempo, coincidindo com 0s maiores teores de peroxido
de hidrogénio e menores teores de prolina nesse mesmo tempo.

No presente estudo, é possivel observar que houve o
acimulo de proteinas de armazenamento, entretanto o
herbicida pode ter influenciado na qualidade do perfil protéico,
com base na baixa intensidade das bandas da cultivar
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NA5909RG apds 48h da aplicacdo do herbicida e aumento na
intensidade das bandas da Benso 1RR.

Figura5- Perfil protéico de sementes das cultivares de soja
NA5909RG e Benso 1RR colhidas na maturidade
fisiolégica (R7.1). Antes da aplicacdo (0), 24h e 48h apoés
a aplicacdo do produto (GLA) e suas testemunhas (TST).
P-peso padrao (KDa)

Benso IRR GLA  Benso IRR TST NAS%RG GLA NAS3909RG TST

A A A A

- ~
[ Xinf Yot \ [ |

Setas indicam maior intensidade das bandas.
Fonte: producéo do proprio autor (2016)

Com relacdo ao aclcar soltvel, ndo houve diferenca
significativa entre cultivares antes da aplicagdo do herbicida as
quais apresentaram teores préximos a 50 mg.g™. Apés 48h da
aplicacdo do produto ndo houve alteracdes nos teores de agucar
soltvel em relacdo as suas testemunhas para as duas cultivares,
nem ao longo do tempo, ficando préximos ao 50 mg.g™.
Obendorf et al. (2009) observaram valores semelhantes durante
a maturidade fisioldgica de soja, com teores variando entre 40
mg.g” a 45mg.g™.
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Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam o
comportamento diferente entre as cultivares NA5909RG e
BensolRR, diante a aplicacdo do herbicida. Apesar de 48h ser
um periodo curto para observar reducdo nos teores de umidade
da semente e teores de agUcares soluveis, foi possivel detectar
alteracbes na producdo de perdxido de hidrogénio, prolina,
peroxidacdo lipidica e perfil protéico.

A Dbaixa sensibilidade de sementes da cultivar
NA5909RG proveniente de plantas dessecadas, pode ser
explicada por algumas suposicGes que devem ser melhor
investigadas em futuras pesquisas, como a possibilidade da
molécula do glufosinato de amonio ter entrando em contato
com a semente, uma vez que esse herbicida inibe a glutamina
sintetase que é precursora de varios aminoacidos, entre eles a
prolina. Dessa forma, seria interessante estudar aspectos
morfolégicos e composicdo quimica das vagens das duas
cultivares, os quais podem ou ndo favorecer a translocacédo do
herbicida. Além disso, realizar as mesmas analises por um
periodo maior, em sementes coletadas semanalmente até que as
mesmas atingissem teores de agua proximo a 12% quando foi
realiazado a colheita.

3.6 CONCLUSAO

Conclui-se que sementes da cultivar NA5909RG foram
mais afetadas que sementes da cultivar Benso 1RR apds a
aplicacdo do glufosinato de amonio na maturidade fisioldgica
das plantas, apresentando maior acumulo de perdxido de
hidrogénio, sendo um indicativo de que sementes da cultivar
NA5909RG proveniente de plantas dessecadas poderédo
apresentar baixo vigor quando atingirem seu ponto de colheita
(umidade variando entre 12 e 15%).
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4 MOBILIZACAO DE RESERVAS E VIGOR DE
SEMENTES DE SOJA SOB DESSECACAO COM
GLUFOSINATO DE AMONIO*

RESUMO - A qualidade fisiologica em sementes depende da
organizagdo celular e da sua capacidade de mobilizagdo de
reservas. O objetivo do trabalho foi avaliar a germinacdo e
vigor das sementes de sojas das cultivares BensolRR e
NA5909RG proveniente de plantas dessecadas ou ndo, através
da mobilizagdo de reservas. As plantas foram dessecadas com
glufosinato de aménio (GLA) no estadio reprodutivo R7.1 ou
ndo (TST). A qualidade fisioldgica das sementes foi avaliada
através dos testes de germinacdo, envelhecimento acelerado e
comprimento de plantula. Para a mobilizacao de reservas foram
avaliados em até 48 h de embebicéo, teores de fitato, proteina e
acucar solivel. Em 48h de embebicdo sementes provenientes
de plantas dessecadas da cultivar NA5909RG apresentou
menor mobilizacdo de proteina solGvel e aclcar soluvel
refletindo em plantulas de baixo vigor em relacdo a sua
testemunha. Para a cultivar Benso1lRR em 48h de embebicéo, a
aplicacdo do GLA ndo a afetou a mobilizacdo de proteina
soltivel quando comparada a testemunha, ndo diferindo quanto
ao vigor. Conclui-se que a utilizacdo do dessecante influenciou
negativamente na mobilizacdo de proteina sollvel e agucar
sollvel para a cultivar NA5909RG refletindo em baixo
percentual de germinacéo e baixo vigor.

Palavras-chave: Vigor. Herbicida. Proteina. Agucar soluvel.

lArtigo publicado na Revista Journal of Seed Science, v.37, n.2, p.154-161,
2015.
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4.1 MOBILIZATION OF RESERVES AND VIGOR OF
SOYBEAN SEEDS UNDER DESICCATION WITH
GLUFOSINATE AMMONIUM

ABSTRACT - The physiological quality of seeds depends on
the cellular organization and its capacity to mobilize reserves.
The objective was to evaluate the germination and vigor of
soybeans seeds of BensolRR and NA5909RG cultivars from
desiccated plants or not, by mobilizing reserves cultivars from
desiccated plants or not, by mobilizing reserves. The plants
were desiccated with glufosinate (GLA) in the reproductive
stage R7.1 or not (TST). The physiological seed quality was
evaluated by the germination, accelerated aging and seedling
length. For the mobilization of reserves were evaluated within
48 h of soaking, phytate, protein and soluble sugar. In 48 h of
soaking in desiccated seeds from cultivar NA5909RG showed
lower mobilization of soluble protein and soluble sugar
reflecting low vigor seedlings compared to seed their
witnesses. To cultivate BensolRR in 48 h of soaking, the
application of GLA did not affect the mobilization of soluble
protein when compared to control did not differ as to the force.
It is concluded that the use of desiccant negative influence on
mobilization of soluble protein and soluble sugar to cultivate
NA5909RG reflecting low percentage of germination and low
vigor.

Key-words: Vigor. Herbicide. Protein. Soluble sugar.
4.2 INTRODUCAO

O periodo de permanéncia das sementes de soja no
campo, apo6s a maturidade fisioldgica, é determinante na
deterioracdo, influenciando na queda do vigor. Uma alternativa
para evitar que as sementes permanecam a campo apds
atingerem a maturidade fisioldgica é a aplicacdo de herbicidas
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com a fungéo de dessecar a planta rapidamente, antecipando a
colheita de suas sementes. Dessa forma, aplicacdo do
dessecante torna-se um fator importante para manter a
qualidade fisioldgica da semente.

A qualidade fisiolégica em sementes depende da
organizacéo celular e da capacidade de mobilizacdo de reservas
para a formacao de plantulas mais vigorosas. Segundo Henning
et al. (2010), sementes de soja mais vigorosas apresentam
maiores conteudos de proteinas sollUveis, amido e agUcares
solGveis, bem como maior capacidade de mobilizacdo de
reservas durante a germinacao, resultando em plantulas de soja
com melhor desempenho inicial.

Atualmente vérios trabalhos vém relacionando a
utilizacdo do dessecante com a qualidade final da semente,
onde 0 modo de a¢do do herbicida, condi¢cBes meteoroldgicas e
0 estadio fenoldgico em que a planta se encontra podem manter
ou afetar negativamente a qualidade das sementes, e até mesmo
ndo antecipar a colheita. De acordo com Guimaraes et al.
(2012) o herbicida glufosinato de amonio reduz a germinacéo
de sementes de soja quando aplicado no estadio R6 e o
herbicida paraquat promove os melhores indices de germinacao
e vigor das sementes quando utilizado nos estadios R6 e R7.2.
Pinto et al. (2014) observaram que a dessecacdo com
glufosinato de aménio em sementes de feijdo apresentaram
menor percentagem de plantulas normais no teste de
germinacao, envelhecimento acelerado e primeira contagem.

O Glufosinato de amdnio € um herbicida de contato,
com a capacidade de deslocar-se a curta distancia, sendo que
seu modo de acdo inibe a enzima glutamina sintetase,
bloqueando a sintese de glutamina via glutamato e, portanto, a
assimilacio de NH4" o qual é acumulado nas folhas das plantas
(CARVALHO, 2013). Segundo o mesmo autor, o glufosinato
de amonio ainda pode afetar a sintese de alguns aminoacidos, a
producdo de radicais livres e o bloqueio na fotossintese,
levando a planta a morte. Entretanto, s&o raros os estudos que
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relatam quais alteragfes ocorrem nos componentes de reserva
durante a germinacdo, em sementes provenientes de plantas
dessecadas com o herbicida.

O processo de germinacdo de sementes corresponde a
trés fases. Inicialmente, na primeira fase a absorcdo de agua
ocorre de forma rapida e passiva, seguida pela segunda fase
que se caracteriza pelo de atraso de absorcdo de &gua; e a
terceira fase, onde novamenteas sementes comegam absorver a
dgua rapidamente (TEULAT-MERAH et al. 2011;
WEITBRECHT et al., 2011)

A partir do exato momento que inicia e finaliza cada
uma das trés fases no processo da germinacdo em sementes de
soja, fica mais féacil inferir quais os possiveis efeitos da
aplicacdo do dessecante em plantas de soja no estadio
reprodutivo R7.1 sobre a qualidade fisiologica das sementes e
seu subsequente efeito no processo germinativo e vigor.

Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar a
germinacdo e o vigor das cultivares de soja BensolRR e
NA5909RG, através da mobilizacdo de reservas durante o
processo de germinacdo de sementes provenientes de plantas
dessecadas ou ndo com glufosinato de amonio (GLA) no
estadio reprodutivo R7.1 (pré-colheita).

4.3 MATERIAL E METODOS

As sementes utilizadas durante o experimento sdo
provenientes da safra 2012/2013 oriundas de plantas
dessecadas ou ndo com glufosinato de amonio no estadio R7.1
(RITCHIE et al. 1982). As sementes foram coletadas quando
atingiram teores poréximo 13% de umidade.

A qualidade fisiologica das sementes foi avaliada
através do percentual de germinacdo, comprimento de plantula
e teste do envelhecimento acelerado. A mobilizacdo de
reservasdurante a germinacdo (fitato, agUcar e proteina
solivel)foi determinada nos tempos de embebicdo Oh, 3h, 6h,
16h, 24h e 48hcaracterizando o padréo trifasico de embebig&o.
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O teste de germinagdo constituiu-se de quatro
subamostras de 50 sementes, colocadas para germinar entre
trés folhas de papel germitest, umedecidas com as &gua
destilada 2,5 vezes o peso do papel. Os rolos com as sementes
permaneceram em germinador & temperatura de 25°C. As
avaliacbes foram realizadas aos cinco dias, considerando
apenas as plantulas normais, segundo Brasil (2009).

Para a avaliacdo do comprimento de plantulas foi
utilizada a metodologia proposta por Nakagawa (1999). As
avaliacbes foram realizadas cinco dias apds a semeadura,
medindo-se o comprimento total das plantulas normais com
auxilio de um paquimetro. Os resultados foram expressos em
centimetros.

Para avaliacdo do vigor das sementes foi realizado o
teste de envelhecimento acelerado, onde se utilizou quatro
subamostras de 50 sementes para cada tratamento. As sementes
foram distribuidas sobre telas de aluminio, fixadas no interior
de caixas plasticas e adicionados 40 mL de agua. As caixas
foram fechadas e mantidas em camara de envelhecimento por
48h a temperatura de 42°C conforme Marcos Filho (1999).
Apos este periodo as sementes foram colocadas para germinar
a 25°C e no quinto dia apds a instalacdo do teste realizou-se a
contagem de plantulas normais, como no teste de germinagéo.

A curva de embebicdo foi obtida de acordo com Ma et
al. (2004) e Han et al. (2013) com algumas adaptacdes. Para
cada tempo de embebicdo foram utilizadas 2 repeticdes com 50
sementes em rolo de papel, o qual foi formado utilizando-se
trés folhas de papel germitest por repeticdo. O papel foi
umedecido com a agua destilada (2,5 vezes o peso do papel) e
os rolos levados para o germinador na posicéo vertical, a 25°C,
na presenca de luz natural, permanecendo por 3h, 6h, 16h, 24h
e 48h. Em cada tempo, foi retirada uma amostra de 5 g de
sementes e levadas a estufa a 105°C durante 24h para a
determinacdo da umidade. Através da diferenca de umidade
entre 0s tempos, obteve-se a curva de embebicdo. Foi
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considerada final da fase Il e inicio da fase Il1l, 0 momento em
que a protrusao radicular atingiu 50%-+1.

O teor de fitato foi determinado pelo método de Latta e
Eskin (1980), o qual se baseia na formacdo de um composto
ferro-acido-sulfossalicilico de coloragdo azul escuro (Reagente
de Wade), na presenca de fitato, o ferro € sequestrado e fica
indisponivel para reagir com o &cido sulfossalicilico, o que
resulta na diminuicdo da intensidade da cor. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro em cada tempo da curva de
embebicdo, sendo realizado 3 repeti¢cbes em cada tempo.

Para analise de proteina soltvel, foram feitas 3
repeticdes com 1 g de semente de soja proveniente de todos 0s
pontos selecionados da curva de embebicdo. As amostras
foram maceradas em nitrogénio liquido até formar uma farinha.
O material foi homogeneizado em tampédo fosfato de potéssio
10 mM (pH7,5) contendo 1 mM de EDTA, 3 mM de DTT e
aproximadamente 4% de PVPP, conforme Azevedo et al.
(1988) e Garcia et al. (2006). O homogenizado foi centrifugado
a 3500 rpm durante 30 minutos. As proteinas sollveis totais
foram determinadas em espectrofotémetro, conforme método
descrito por Bradford (1976) e os resultados expressos em
mg.g™ de massa seca de semente.

Para analise de acucar sollvel total foram pesadas
amostras de 0,250 g de sementes secas e moidas de cada ponto
da curva de embebicdo. Os aclcares solUveis totais foram
determinados pelo método da Antrona conforme Clegg (1956)
e a leitura das amostras feitas em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 620 nm. Os resultados foram
expressos em mg.g™ de semente de massa seca de semente.

Para verificar a distribuicdo normal dos dados utilizou-
se 0 teste de Shapiro Wilk (5%), sendo o percentual de
germinacdo transformado em arco seno de (x / 100)°°. Na
sequéncia os dados foram submetidos a anélise de variancia
pelo teste F. Para analise da qualidade fisioldgica das sementes
e teor inicial dos componentes bioquimicos foi utilizado o teste
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de Tukey a 5% de probabilidade de erro e para analise da
mobilizacao de reservas ao longo do tempo foi utilizado analise
de regressdo. As analises foram realizadas via programa
computacional SAS®(SAS, 2009).

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao comparar 0 vigor de sementes das duas cultivares
proveniente de plantas ndo dessecadas (Tabela 2), observou-se
através do teste de envelhecimento acelerado, que sementes da
cultivar NA5909RG apresentaram vigor superior, com 89% de
plantulas normais e 19 cm de comprimento, quando comparado
com sementes da cultivar BensolRR que apresentaram 79% de
plantulas normais e 16 cm de comprimento (Tabela 2). A
dessecagdo ndo afetou o vigor das sementes da cultivar
BensolRR em relacdo a sua testemunha (Tabela 2).

As sementes provenientes de plantas dessecadas da
cultivar NA5909RG foi influenciada negativamente com a
aplicacdo do glufosinato de amonio, com baixo vigor
observado através do envelhecimento acelerado, menor
percentual de germinacdo (78%) e menor comprimento de
plantula (16 cm) em relacdo atestemunha. Dados semelhantes
ja foram observados anteriormente na literatura, indicando a
baixa eficiéncia do herbicida na obtencdo de sementes com alta
qualidade fisioldgica, promovendo baixo percentual de
germinacdo e baixo vigor (LACERDA et al, 2005;
GUIMARAES et al., 2012; PINTO et al., 2014).
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Tabela 2 - Teor inicial dos componentes bioquimicos em sementes
secas de soja proveniente de plantas dessecadas com
glufosinato (GLA) de aménio ou nédo (TST)

NAS5909R  NA3909RG BENSO1RR BENSO1RR CV

GTST GLA TST GLA (%)

Alto Vigor  Baixo Vigor Alto Vigor Alto Vigor
G (%) 92a 78,5b 94a 89 3,58
EA (%) 89a 81b 79b 82b 3,35
CP (cm) 19,18a 16,77b 17,06b 18,44ab 2,10

Na linha, as médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si a 5% pelo
teste de Tukey. CP- Comprimento de plantula; EA - Envelhecimento acelerado.
G- Germinacéo.

Fonte: producéo do proprio autor (2016)

Durante o processo de embebicdo, observou-se que a
aplicacdo do glufosinato de amdnio alterou o padrdo de
absorcdo de 4gua da cultivar BensolRR em até 48 h,
prolongando a fase Il (Figura 6), permitindo um tempo maior
de reparo das estruturas celulares das sementes e alocacdo de
suas reservas, 0 qual pode ter contribuido para a manutencéo
do vigor da cultivar diante a aplicacdo do dessecante. Essa
mesma alteracdo no padrdo de embebicdo ndo foi observado
para sementes da cultivar NA5909RG proveniente de plantas
dessecadas, a qual apresentou baixo vigor.
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Figura 6 - Padréo trifasico de embebicao sementes de soja para as
cultivares NA5909 RG e BensolRR proveniente de
plantas que foram dessecadas com glufosinato de
amonia (GLA) e ndo dessecadas (TST)

Bensol RR TST=13,146%+3,178%x-0,056%x3+0,000258%x
R

X NASYOORG IST 24 U8*+5.084%x.0,089my 00009 [ 6™

o)

Umadade (®

'
5
’ NASQOIRG GLA= 11.335% + $,706*x-0.217*x* + 0,00258*x"

A BENSOIRR GLA= 11,727* +4,706*x-0,0154*x* +0,00169x

['empo de embebigio (h)

OBensol RR+GLA ONASYUSRG GLA ABensolRR TST XNASSOORG TST

Fonte: producéo do proprio autor (2016)

Em 24 horas de embebicdo todos os tratamentos
apresentaram protrusdo radicular, com teor de &gua nas
sementes proximo a 60%, coincidindo Mengarda et al. (2015) e
Castro et al. (2004) que relatam que no final da fase Il durante
a germinacao, o conteido de agua das sementes fica proximo a
60%, iniciando a fase 11l, momento o qual inicia-se a protrusao
radicular. Han et al. (2013) definiram que a fase Il ocorre entre
12h e 24h de embebigdo em sementes de soja.

Ainda em 24h de embebicgéo, sementes provenientes de
plantas dessecadas da cultivar NA5909RG apresentaram 28%
de protrusdo radicular e sua testemunha 68%, para a cultivar
BensolRR provenientes de plantas dessecadas houve 42% de
protrusdo radicular e sua testemunha 67% (Figura 7). Este
atraso no processo de protrusdo radicular poderia ser uma
vantagem do ponto de vista da tolerancia a algum tipo de
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estresse que possa Vir a ocorrer a campo, pois apenas algumas
sementes seriam afetadas, uma vez que nem todas as sementes
emitiriam radiculas no momento do estresse.

Em 48h de embebicdo sementes provenientes de plantas
dessecadas atingiram praticamente o mesmo percentual (100%)
de protrusdo radicular quando comparada com suas
testemunhas, indicando o inicio da fase I1l. Dados semelhantes
para sementes de soja e feijao ja foram observados, sendo que a
fase 11l ocorre a partir de 40h de embebicdo para sementes de
soja e a partir de 30h para sementes de feijdo (CHENG et al.,
2009; TEULAT-MERAH et al., 2011).

Figura 7 - Protruséo radicular ap6s 24h de embebi¢do em sementes
de soja das cultivares NA5909RG e BensolRR
provenientes de plantas dessecadas com glufosinato de
amonio (GLA) ou ndo (TST)

Protrusdo radicular (%6)
L]

0 T
BensolRRTST BensolRRGLA NAS3S909RG  NA3S909RG
TST GTLA

Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si a 5% pelo teste de Tukey.
Fonte: producdo do proprio autor (2016)

Com relagdo aos componentes de reserva das sementes
secas, observou-se que o teor inicial de fitato e proteina soluvel
ndo foram alterados com a aplicacdo do glufosinato de aménio
qguando comparadas com suas testemunhas, porém houve
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reducdo dos teores inicias de agUcar soluvel para as cultivares
NA5909RG e BensolRR (Tabela 3) em relacdo a suas
testemunhas. Resultado semelhante foi observado por Lacerda
et al. (2003) que nao observaram diferenca nos teores de
proteina total ao comparar sementes provenientes de plantas
dessecadas com glufosinato de amonio em relacdo a
testemunha em diferentes estadios reprodutivos da soja,
entretanto observaram diferenca significativa no extrato etéreo
(lipidio) entre as sementes provenientes de plantas dessecadas
em relacdo a suas testemunhas, sendo que, quanto mais tarde
foi aplicado o produto, mais o teor de extrato etéreo se
aproximava da testemunha.

Tabela 3 - Teor inicial dos componentes bioquimicos em sementes
secas de soja proveniente de plantas dessecadas com
glufosinato (GLA) de amonio ou ndo (TST)

Tratamentos Proteinasoluvel Aclcar Solavel Fitato
NA5909 RG TST 101,54 a 142,30 a 1,58 a
NA5909RG + GLA 104,26 a 100,9 ab 157a
BensolRR TST 110,11 a 94,7 b 1,27a
BensolRR + GLA 109,67 a 81,7b 1,98 a
CV (%) 3,96 16,73 13,76

Na coluna, as médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si a 5% pelo
teste de Tukey.

Fonte: producéo do proprio autor (2016)

O fitato representa a principal forma de armazenamento
de fosforo nas sementes, podendo ser utilizado como reserva
energética, além de ser um importante precursor de
polissacarideos que constituem as paredes celulares (SCOTT,
1991). O teor inicial de fitato entre sementes provenientes de
plantas dessecadas das cultivares NA5909RG e BensolRR
foram similares quando comparada com sementes provenientes
de plantas ndo dessecadas, variando entre 1,27 a 1,97 mg.g™* de
semente. Os teores observado por Moreira et al. (2012)
variaram entre 1,131 a 2,439 100 g .
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O teor inicial de proteina solivel para a cultivar
NA5909RG foi 104,26 mg.g™, sendo similar para a cultivar
BensolRR, com teor de 110,11 mg.g™*, estando préximo ao
valor encontrado por Stajner et al. (2007) que observaram 95
mg.g™” de proteina solvel em sementes de soja, sendo que 0
autor ndo observou alteracdes quando diferentes dosagem de
irradiag@o y foram aplicadas nas sementes, assim como nado foi
observado diferenca nos teores de proteina soltvel do presente
estudo entre as sementes proveniente de plantas dessecadas em
relacdo a sua testemunha (Tabela 3).

A aplicacdo do dessecante promoveu a reducgéo do teor
inicial de acucar solavel nas sementes para as duas cultivares
em relacdo a suas testemunhas, entretanto ndo apresentaram
diferenca estatistica (Tabela 3). Para a cultivar NA5909RG
proveniente de plantas dessecadas observou-se 100,89 mg.g™ e
sua testemunha 142,30mg.g™". Para a cultivar BensolRR
proveniente de plantas dessecadas observou-se 81,65 mg.g™ e
sua testemunha 94,69 mg.g*.Os valores encontrados no
presente estudo sdo semelhantes aos valores encontrados por
Obendorf et al.(2009) que observaram entre 100 a 150 mg.g™
de carboidrato soltvel total em sementes de soja na maturidade
fisioldgica.

O elevado vigor para sementes da cultivar NA5909RG
em relacdo a cultivar BensolRR proveniente de plantas nao
dessecadas pode estar associado com maior teor inicial de
acucar soluvel observado para NA5909RG em relacdo a
cultivar BensolRR, o mesmo foi observado por Henning et al.
(2010) que afirmam que sementes de soja com elevado teor
inicial de acucar e proteina soltvel apresentam alto vigor.
Entretanto, sementes provenientes de plantas dessecadas da
cultivar BensolRR, apresentaram menor teor inicial de agucar
sollvel para sementes secas, mostrando que o teor inicial dos
componentes de reserva ndo foi o fator determinante para a
manutencdo do vigor, uma vez que ndo houve diferenca no
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vigor entre sementes de plantas dessecadas em relagdo a sua
testemunha para essa cultivar.

A germinagdo de sementes € um processo fisioldgico,
importante no desenvolvimento das plantulas, a qual envolve
processos complexos (ISHIBASHI et al., 2013) como a
utilizacdo de suas reservas para a formacdo e estabelecimento
de novas plantulas. Durante o periodo de embebi¢do no
presente estudo, observou-se mobiliza¢do de acucares solUveis
e decréscimos nos teores de proteinas, indicando a utiliza¢do
desses componentes para a formacdo de novas plantulas.
Entretanto ndo houve alteragdes significativas para os teores de
fitato ao longo do tempo. Segundo Martinez et al. (2011) 48h
de embebicdo é um periodo muito curto para observar a
hidrolise do fitato durante a germinacéo em sementes de soja.

O teor de proteina soltvel decresceu ao longo do tempo
de embebicdo (Figura 8) de forma mais acentuada para a
cultivar BensolRR com e sem dessecacdo e para a cultivar
NA5909RG sem dessecacdo, ndo interferindo no vigor. No
entanto, para sementes da cultivar NA5909RG proveniente de
plantas dessecadas, observou-se mobilizacdo de proteina
solivel menos acentuada, refletindo ao final de 5 dias, em
menor percentual de germinacdo com plantulas menores e de
baixo vigor, quando comparada com semente das plantas
testemunha.
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Figura 8 - Mobilizacdo de proteinas solGveis de sementes de soja
durante a germinacdo da cultivar NA5909RG e
BensolRR  proveniente de plantas dessecadas com
glufosinato de amonio (GLA) e néo dessecada (TST)
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*Valor significativo(P<0,05) teste Tukey.
Fonte: producéo do préprio autor (2016)

A menor mobilizacdo de proteina soltvel ao longo do
tempo pode ter refletido em menor sintese de aminoacidos. De
acordo com Han et al. (2013), o aumento no teor de
aminoacidos durante a germinacdo de sementes de soja esta
relacionado com a degradacdo de proteinas, que podem ser
translocadas para pontos de crescimento do eixo embrionario
contribuindo na formacgdo de tecidos vivos e participar de
reacOes da cadeia respiratoria.

Com 24h de embebicdo, as cultivares proveniente de
plantas testemunhada da cultivar NA5909RG apresentaram
teor de aclcar solGvel menor (291,99 mg.g™) em relacdo a
cultivar BensolRR (379,23mg.g™) para emitir praticamente o
mesmo percentual de radiculas, 67% e 68% respectivamente.
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Para sementes proveniente de plantas dessecadas, as diferencas
entre cultivares foi alta, o teor de acucar soltvel para a cultivar
BensolRR foi de 279,27 mg.g com 42% de protrusdo
radicular em comparagdo com a cultivar NA5409RG com teor
de acucar solavel 146,87mg.g™e 28% de protrusdo radicular.

Em 48h de embebicdo, quando todos os tratamentos
apresentaram 100% de protruséo radicular, observou-se maior
mobilizacdo de aclcar sollvel da cultivar BensolRR em
relacdo a cultivar NA5909RG tanto para sementes provenientes
de plantas testemunhas como para sementes provenientes de
plantas dessecadas (Figura 9). Entretanto, ao comparar
sementes das duas cultivares proveniente de plantas
testemunhas, a cultivar NA5909RG (241,44 mg.g™*) mostrou-se
mais eficiente na utilizacdo dos acucares solUveis, pois com
menor mobilizagdo (Figura 9) a cultivar apresentou alto vigor
em relacéo a cultivar BensolRR (365 mg.g™).

Figura9 - Mobilizacdo de aclcar solvel de sementes de soja
durante a germinacdo de sementes da cultivar
NA5909RG e Benso 1RR provenientes de plantas
dessecadas (GLA) e ndo dessecadas (TST)
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*Valor significativo(p<0,05) teste Tukey.
Fonte: producéo do préprio autor (2016)
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Para sementes provenientes de plantas dessecadas,
observou-se um comportamento contrério, nesse caso, a maior
mobilizacdo de agUcar soltvel (Figura 9) da cultivar BensolRR
(233,62 mg.g™t) durante a embebicdo pode ter sido o fator
determinante para a manutengdo do vigor e percentual de
germinacdo diante a aplicacdo do glufosinato de amonio na
maturidade fisioldgica em relagdo a cultivar NA5909RG
(126,98 mg.g™), e ndo os teores superiores de agticar soltvel na
semente seca da cultivar NA5909RG em relacdo a sementes da
cultivar BensolRR.

Uma possivel explicacdo para o glufosinato de aménio
ter influenciado a qualidade das sementes seria a presenca da
molécula do herbicida nas sementes. Como esse herbicida tem
a capacidade de translocar-se a curta distancia, uma hipétese é
que o herbicida poderia ter atravessado a vagem e entrado em
contato com a semente, ou ainda, o produto ter capacidade de
alterar a permeabilidade das membranas das vagens
favorecendo a translocacdo de dgua e da propria molécula do
herbicida para o interior da vagem, entrando em contato com a
semente. Segundo Oliveira et al. (2014) a maior absorcdo de
agua pelas vagens de soja ocorre no estadio reprodutivo R7 e
R8 guando comparada com os estadios R4, R5 e R6 em funcéo
da diferenca de potencial que existe entre a vagem e a semente,
uma vez que em R7 as vagens estdo mais secas em relacdo aos
estadios R4, R5 e R6, influenciando na perda de vigor das
sementes.

4.5 CONCLUSOES

Conclui-se que a utilizacdo do glufosinato de aménio
interferiu negativamente na mobilizacdo das reservas para
NA5909RG refletindo em baixo vigor e baixo percentual de
germinacdo. Para a cultivar BensolRR a aplicacdo do
dessecante alterou o padréo de absorcéo de dgua prolongando a
fase 1l de embebigéo, possibilitando um tempo maior para a
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organizagdo celular das sementes e mobilizagdo de suas
reservas contribuindo para a manutencao do seu vigor.

Dessa forma, ndo se recomenda a utilizacdo do
glufosinato de aménio como dessecante, uma vez que para
cultivar NA5909RG houve redugdo de vigor das sementes e
para a cultivar BensolRR nédo houve diferenca de vigor entre
sementes proveniente de plantas dessecadas em relacdo a sua
testemunha.
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5 ESTRESSE OXIDATIVO ENVOLVIDOS NA
GERMINACAO DE SEMENTES DE SOJA
PROVENIENTE DE PLANTAS DESSECADAS COM
GLUFOSINATO DE AMONIO

5.1 RESUMO

Espécies reativas de oxigénio (EROs) tém um duplo papel na
fisiologia de sementes, podendo funcionar como sinalizadores
hormonais durante a germinacdo ou afetar negativamente a
qualidade das sementes, em funcdo do desequilibrio entre
EROs e sistemas antioxidantes. O equilibrio entre a producéo
EROs e mecanismos antioxidantes pode ser afetada por varios
tipos de estresse abidticos e bidticos, como por exemplo
herbicidas. A aplicagéo de herbicidas para antecipar a colheita
de sementes de soja € uma pratica que vem sendo utilizada por
alguns produtores, mas estudos vém demonstrando que a
dessecacdo pode favorecer a queda no vigor e qualidade das
sementes. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi
avaliar durante a germinacdo o acumulo de peréxido de
hidrogénio, mecanismos antioxidante e o perfil protéico em
sementes de soja proveniente de plantas dessecadas com o
herbicida glufosinato de aménio no estadio reprodutivo R7.1.
Para a realizacdo dessas analises, as sementes foram colocadas
para germinar e durante os tempos 0, 24h, 48h e 72h de
embebicdo foram retiradas amostras das sementes para as
andlises. Sementes da cultivar NA5909RG proveniente de
plantas dessecadas, ao serem submetidas a germinacao,
apresentaram maior acumulo de perdxido de hidrogénio e
menores teores de prolina ao longo do tempo, acarretando em
uma maior peroxidacao lipidica e menor intensidade do perfil
protéico durante a germinacdo em relacdo a sua testemunha.
Para a cultivar Benso 1RR os teores de perdxido de hidrogénio
parece ter funcionado como um sinalizador, nédo sendo
observado diferenca durante a germinacdo nos teores de prolina
e peroxidacdo lipidica, aléem da maior intensidade do perfil
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protéico em relacdo a sua testemunha. Conclui-se que sementes
da cultivar NA5909RG proveniente de plantas dessecadas
mostraram-se mais sensiveis a aplicacdo do herbicida em
R7.1,apresentando maior estresse oxidativo durante a
germinacao, o0 que pode explicarem em partes o baixo vigor.

Palavras-chave: Perfil protéico. Peroxidacdo lipidica. Espécies
reativas de oxigénio.

5.2 OXIDATIVE STRESS INVOLVED IN GERMINATION
OF SOYBEAN PLANT DESICCATED FROM SEEDS
WITH GLUFOSINATE AMMONIUM

SUMMARY - Reactive oxygen species (ROS) have a dual role
in the physiology of seeds and can act as hormone signaling
during germination or negatively affect the quality of seeds,
due to the imbalance between ROS and antioxidant systems.
The balance between ROS production and antioxidant
mechanisms can be affected by various biotic and abiotic
stress, such as herbicides. The application of herbicides to
anticipate the soybean harvest is a practice that has been used
by some producers, but studies have shown that desiccation
may favor the decline in vigor and seed quality. Thus, the aim
of this study was to evaluate during germination hydrogen
peroxide accumulation, antioxidant mechanisms and protein
profile in soybean seeds from desiccated plants to the herbicide
glufosinate ammonium in the reproductive stage R7.1. To carry
out these analyzes, the seeds were germinated and during the
times 0, 24h, 48h and 72h of imbibition were taken samples of
seeds for analysis. cultivating seeds NAS5909RG from
desiccated plants to be subjected to germination, enhanced
accumulation of hydrogen peroxide and lower proline content
over time, resulting in increased lipid peroxidation and lower
intensity of the protein profile during germination against his
witness. To cultivate Benso 1RR hydrogen peroxide levels
seems to have worked as a flag, not observable difference
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during germination in proline content and lipid peroxidation,
and the higher intensity of the protein profile in relation to their
witness. It was concluded that seeds grow NA5909RG from
desiccated plants were more sensitive to herbicide application
in R7.1, with higher oxidative stress during germination, which
may explain in part the low vigor.

Key-words: Protein profile. Lipid peroxidation. Reactive
oxygen species.

5.3 INTRODUCAO

A aplicacdo de herbicidas no estadio reprodutivo R7 em
plantas de soja com a funcdo de dessecar a planta para
antecipar a colheita, € uma alternativa utilizada por produtores
de sementes de soja, na tentativa de garantir sementes com alto
vigor. Entretanto, alguns trabalhos vem demonstrando que a
aplicacdo de dessecantes pode afetar negativamente a
qualidade fisiologica das sementes, diminuindo seu vigor e
germinacdo (GUIMARAES et al., 2012; PINTO et al., 2014).

Um dos fatores que pode ocasionar a queda de vigor em
sementes é o desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio
(EROs) e sistemas antioxidantes. Kummar et al. (2015) relatam
que espécies reativas de oxigénio tém um duplo papel na
fisiologia de sementes, onde compreender a importancia
relativa dos efeitos benéficos e prejudiciais das EROs fornece
informacdes importante para a melhoria e manutencéo no vigor
e na qualidade de sementes, podendo aumentar o rendimento
das culturas.

Em concentracdo adequada, as EROs sdo necessarias
para as plantas, funcionando como mensageiros hormonais
para diversas func¢des nas plantas como fechamento estomatico,
biossintese de lignina, morte celular programada, quebra de
dorméncia e germinacdo (BAILLY et al., 2008; SHARMA et
al.,2012; ISHIBASHI et al., 2013).Verma et al. (2015) tratando
sementes de Vigna com Ederavone, um potente antioxidante de
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radicais livres, observaram baixa mobilizacdo de reservas,
baixo percentual de germinacdo e menores comprimentos de
plantulas associados a niveis baixos de perdxido de hidrogénio,
indicando que o peréxido de hidrogénio pode ser um
mecanismo sinalizador para a germinagéo.

O estresse oxidativo promovido pelo aumento na
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o
peréxido de hidrogénio (H,0,), o anion superoxido (O;) e o
radical hidroxila (HO), associado com o0 mecanismos
antioxidante ineficientes, podem ocorrer durante a germinacéo,
reagindo com os &cidos graxos insaturados das membranas
celulares, promovendo a peroxidacdo lipidica, que por sua vez
pode acarretar em mudanca no perfil protéico em funcdo da
oxidacdo de proteinas (JOB et al., 2005; YAMAUCHI et al.,
2008; MONTEIRO et al., 2011). Wang et al. (2012)
observaram que sementes de soja proveniente de plantas que
passaram por estresse de alta temperatura e umidade na
maturidade fisiologica apresentaram aumento de espécies
reativas de oxigénio, principalmente o H,O, causando danos
em estruturas celulares.

Entretanto, as plantas tém a capacidade de desintoxicar
as especies reativas de oxigénio com auxilio de diferentes
antioxidantes, Cho; Seo (2005) relacionaram o menor acimulo
de H,O, menor e peroxidacdo lipidica com o aumento
atividade de enzimas antioxidantes da superdxido dismutase e
ascorbato peroxidase em plantulas de Arabidopsis tolerante ao
cadmio. Os mecanismos antioxidantes podem ser classificados
em dois tipos, 0s enziméaticos e 0s ndo enzimaticos. Entre os
enzimaticos destacam-se a superoxido dismutase, a catalase e
ascorbato peroxidase. Além das enzimas antioxidantes que
atuam na detoxificagdo das EROs das plantas, existem os
compostos ndo enzimaticos que podem exercer a mesma
funcdo (SMIRNOFF; CUMBES 1989; SHARMA et al., 2012)
denominada osmdlitos ou solutos compativeis, entre eles pode-
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se citar o acido ascorbico, a- tocopherols, carotendides e a
prolina (GILL; TUTEJA, 2010).

A prolina é um aminoacido sintetizado a partir do acido
L-glutamico, funcionando como um osmoprotetor com
capacidade de aumentar a estabilidade das células em reter
agua sem afetar o metabolismo normal das plantas, também
pode agir como estabilizador protéico e inibidor da
peroxidacdo lipidica (HAMILTON; HECKATHORN 2001,
GILL; TUTEJA 2010).

O equilibrio entre a producdo de espécies reativas de
oxigénios (EROs) e mecanismos antioxidantes pode ser afetada
por varios tipos de estresses abidticos e bidticos, como radiacao
UV, seca, calor e frio extremo, salinidade, patdgenos, metais
pesados e herbicidas (GILL; TUTEJA 2010; GOMES;
GARCIA 2013). O glufosinato de amdnio € um herbicida de
contato, com capacidade de translocar-se a curta distancia
inibindo a glutamina sintetase e conseqlientemente o glutamato
que € um percursor da prolina.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar
alteracdes no perfil protéico durante a germinacdo em funcao
do acumulo de espécies reativas de oxigénio e mecanismos
antioxidante em sementes de soja proveniente de plantas
dessecadas com o herbicida glufosinato de aménio no estadio
reprodutivo R7.1.

5.4 MATERIAL E METODOS

Material vegetal: as sementes foram produzidas e
beneficiadas no municipio de Campos Novos-SC, na safra
2012/2013 conforme descrito por Pereira et al. (2015). As
sementes foram selecionadas e classificadas em um jogo de
peneiras 6,5mm. Apos a classificagdo realizou-se a jungédo das
sementes de cada repeti¢do de campo para obtencdo da amostra
de trabalho da seguinte forma: separaram-se 1000 gramas de
sementes da parcela util de cada bloco (amostra simples), e
misturou-as para obtencdo da amostra composta de 4000
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gramas. Dessa amostra, retirou-se uma amostra de 1.000
gramas (amostra média) a qual deu origem a amostra de
trabalho de acordo com BRASIL (2009). Para o presente
estudo foram utilizadas sementes da cultivar NA5909RG e
Benso 1RR proveniente de plantas dessecadas com glufosinato
de aménio (GLA) e suas testemunhas (TST) que segundo
Pereira el al (2015), ndo houve antecipacao da colheita.

Perdxido de hidrogénio: os teores de peroxido de
hidrogénio foi quantificado de acordo com o protocolo de
Alexieva el al. (2001). Foram feitas 3 repeticGes com 0,2 g de
semente de soja proveniente dos pontos Oh (semente seca),
24h, 48h e 72h selecionados da curva de embebicdo. As
amostras foram maceradas em nitrogénio liquido até formar
uma farinha, depois adicionou-se 2 mL tampdo de extracdo
(TCA 1%). O homogenizado foi centrifugado a 10000 rpm
durante 10 minutos. Apds centrifugacao, para quantificacdo do
H,0O, utilizou-se 200 pL do sobrenadante acrescido de 800 pL
de iodeto de potassio e 200 pL de tampéo fosfato (0,1M pH
7,5), que foram incubados no gelo por 1h, na sequéncia as
amostras foram deixadas a temperatura ambiente por 5 min e as
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro UV/VIS
Spectro800S a 390 nm. Os resultados foram expressos em ug/g
de massa seca.

Prolina livre: o teor de prolina livre nas amostras foi
determinado segundo metodologia proposta por Bates et al.
(1973). Foram feitas 3 repeticdes com 0,25 g de sementes de
soja nos tempos 0, 24h, 48h e 72h. As amostras foram extraidas
em &cido sulfossalicilico (3% m/v). O extrato foi centrifugado
(3600 rpm 15 min) recuperando-se o sobrenadante (2 ml) ao
qual foram adicionados 2 mL de ninhidrina &cida e 2 mL de
acido acético glacial. O meio de reacdo foi incubado em banho-
maria (100°C/1h), sendo a reacgdo paralisada por imersdo em
banho de gelo. Apos este procedimento, foram acrescentados 4
mL de tolueno, seguido de agitacdo vigorosa (20 s) e
recuperacdo do sobrenadante aspirado da fase aquosa para
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leitura. Os resultados foram expressos empmol prolina g™ peso
fresco.

Quantificacdo proteina soltuvel: foram feitas 3
repeticdes com 1g de semente de soja retirada nos tempos O,
24h, 48h e 72h de germinagdo. As amostras foram maceradas
em Nitrogénio Liquido até formar uma farinha. A extracédo foi
realizada conforme Azevedo et al. (1988). As proteinas
solGveis totais foram determinadas em espectrofotdmetro
UV/VIS Spectro800S, conforme método descrito por Bradford
(1976) e os resultados expressos em mg.g~-de massa seca de
semente.

Peroxidacdo  lipidica: a  quantificagdo  do
malondialdeido (MDA) foi realizada conforme descrito por
Heath e Packer (1968). Foram feitas 3 repeticbes com 0,2 g de
semente de soja proveniente dos pontos 0, 24h, 48h e 72h
selecionados da curva de embebicdo. As amostras foram
maceradas em nitrogénio liquido até formar uma farinha,
depois adicionou-se 2 mL tampdo de extracdo (TCA 1%). O
homogenizado foi centrifugado a 10000 rpm durante 10
minutos. Apds centrifugacdo, para quantificagio do MDA
utilizou-se 250 pL do sobrenadante acrescido de 1mL de TCA
20% + TBA 0,5%, os quais foram incubados por 30 minutos a
95°C em banho maria. A reacéo foi paralisada em gelo durante
10min, as amostras ficaram em repouso e protegidas de luz por
15min para sua estabilizacdo, e na sequencia realizaram-se as
leituras em espectrofotdmetro UV/VIS Spectro800S a 600 e
535 nm. Os resultados foram expressos em pmol/g de massa
fresca.

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Desnaturante
(SDS-PAGE): a eletroforese da fracdo protéica foi realizada
em cuba vertical com sistema de eletroforese descontinua em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS -
PAGE) em uma concentracdo de 12% (gel de resolucéo) e 3%
(gel de empacotamento), utilizando sistema de mini-gel no
tamanho de 8,3 cm x 10,2 cm (Mini Protein I1) da Bio-Rad.
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Apos a quantificagdo dos teores de proteina de acordo
com Bradford et al. (1976), uma parte correspondente a 20 pg
de proteina foi adicionada a solucdo tampdo de amostra
contendo: agua destilada; Tris-HCI pH 6,7; glicerol; SDS 10%;
solucdo 0,5% de azul de bromofenol e 2-mercaptoetanol, na
proporcdo 1:1; seguido por aquecimento em banho-maria a
100°C durante 5 minutos e resfriamento em gelo por 1 minuto e
submetidas a eletroforese. O sistema de eletroforese contendo
as amostras foi colocado em solugdo tampdo com pH 8,3 (25
mM de Tris, 192mM de Glicina, 1% de SDS 10%) e tensdo de
30V durante 3 horas em temperatura ambiente até a passagem
das proteinas de acordo com Laemmli (1970).

Apos a eletroforese, os géis foram lavados com agua
destilada para completa retirada da solucdo tampdo, em
sequida, incubados por 3 horas em solugdo corante de
Coomassie Brilliant Blue R-250, contendo metanol, acido
acético glacial e agua destilada. O excesso do corante foi
retirado com solucdo descolorante até que as bandas proteicas
se tornassem nitidas, em torno de 2 horas (ALFENAS, 1998).

O procedimento de avaliacdo foi realizado por
comparacdo do perfil protéico das amostras em relacdo ao
marcador molecular Sigma (Wide Range — 6,5 a 200 kDa) para
determinar a massa molecular de cada banda de proteina
presente no gel.

Posteriormente, foi realizada a foto documentacéo
digital em transiluminador WL (DNR Bio-Imaging Systems
Mini Bis Pro, Jerusalém - Israel), com o software de captura de
imagem Gel Capture, permitindo a visualizagdo e o
processamento de imagens das bandas protéicas reveladas nos
géis. A analise do padrao eletroforético de cada tratamento foi
realizada qualitativamente por meio da comparagdo visual na
deteccdo diferencial de bandas.

Quantificacdo da catalase: foram feitas 3 repeticOes
utilizando os 25 uL de extrato vegetal (proteina soltvel)
extraidas de acordo com Azevedo et al. (1988) das semente de
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soja retirada nos tempos 0, 24h, 48h e 72h de embebicdo
proveniente de plantas dessecadas e suas testemunhas. O
ensaio foi realizado a 25°C em uma solucdo contendo 100 mL
de tampédo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) acrescida de
25 uL de H,0; (solucdo 25%). A reacgéo iniciou-se pela adi¢do
de 25 uL de extrato vegetal e a atividade foi determinada
monitorando-se a degradacdo de H,O, a 240 nm (pico de
absorcdo do H,0;) durante o periodo de 1 minuto e dosagem
continua em intervalos de 1 segundo em temperatura ambiente,
em cubetas de quartzo. Os resultados sdo expressos em
umol/min/mg prot.

Analise estatistica: o delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado. Para verificar a
distribuicdo normal dos dados utilizou-se o teste de Shapiro
Wilk (5%). Na sequiéncia os dados foram submetidos a anélise
de variancia pelo teste F. Foi utilizado para comparar as médias
nos tempos de embebicédo entre sementes de plantas dessecadas
em relacdo a sua testemunha o teste de Ducan a 5% de
probabilidade. Os dados da catalase foram transformados em
raiz quadrada. Para avaliar o comportamento do peroxido de
hidrogénio e sistema antioxidante durante a germinacdo, além
dos testes de média, foram ajustadas regressdes polinominais
com auxilio do programa estatistico Assistat® versao 7.7 beta
(SILVA, 2011).

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de peroxido de hidrogénio (H,O;) para a
cultivar BensolRR (Figural0) proveniente de plantas
dessecadas durante a germinagéo foram semelhante aos teores
de suas testemunha, ndo havendo diferenca significativa entre
0S mesmos, apesar de se observar um aumento mais acentuado
entre 24h e 48h nos teores de H,O,. No terceiro capitulo do
presente estudo, observou-se que entre 24h e 48h ocorre a
protrusdo radicular para sementes de soja. Ishibashi et al.
(2013) observaram em sementes de soja, que as espécies
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reativas de oxigénio (EROs) produzido no eixo embrionério
apos a embebicdo das sementes induz a producdo de etineno
promovendo o alongamento das células na ponta da radicula.
Segundo Moller et al. (2007), Bailly et al. (2008), Quan et al.
(2008), Ye et al. (2011) e Sharma et al. (2012), o acimulo de
EROs pode ser um sinalizador atuando como mediador nas
interacBes hormonais responsaveis pela germinagé&o.

Figura 10 -Producdo de H,0, durante a germinacdo em sementes
de soja da cultivar Benso 1RR proveniente de plantas

dessecadas com glufosinato de aménio (GLA) e néo
dessecadas (TST)
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Letras diferentes compara teores de H,O, em sementes provenente de plantas

dessecadas com sua testemunha no mesmo tempo através do teste Ducan p
<0,01,CV(%)=17,81.

Fonte: producéo do préprio autor (2016)

Para a cultivar NA5909RG observou-se diferenga nos
teores de H,O, nas sementes secas proveniente de plantas
dessecadas em relacdo a sua testemunha. A partir de 24h,
verificaram-se teores de perdxido de hidrogénio (Figura 11)
superiores para sementes provenientes de plantas dessecadas
quando comparado com sua testemunha. Nesse caso, 0



86

peroxido de hidrogénio agiu como um agente causal de estresse
oxidativo durante a germinacdo. Em 24h de embebicéo
sementes de plantas dessecadas da cultivar NA5909RG
apresentaram baixa protrusdo radicular (Figura 7) e menor
percentual de germinagéo ao final de 5 dias em relagdo a sua
testemunha (Tabela 2), coincidindo com os elevados teores de
H,0, observada no presente capitulo.

Figura 11 -Producdo de H,O, durante a embebi¢cdo em sementes de
soja da cultivar NA5909RG proveniente de plantas
dessecadas com glufosinato de aménio (GLA) e néo
dessecadas (TST)
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Letras diferentes compara teores de H,O, em sementes provenente de plantas
dessecadas com sua testemunha no mesmo tempo através do teste Ducan p
<0,01, CV(%)=11,56.

Fonte: producdo do proprio autor (2016)

Com relagcdo aos teores de prolina, para a cultivar
BensolRR nas sementes secas, observou-se maiores teores
para sementes proveniente de plantas dessecadas em relacdo as
sementes provenientes de plantas testemunha. Entretanto, ao
longo da germinagdo, apesar dos teores de prolina para
sementes provenientes de plantas dessecadas terem sido
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levemente superiores nas primeiras 48h de embebicdo em
relacdo a sua testemunha, ndo houve diferenca estatistica entre
as mesmas (Figura 12).

Figura 12 - Teor de prolina livre total durante 72h de embebicdo em
sementes de soja da cultivar BensolRR proveniente de
plantas dessecadas (GLA) ou néo (TST)
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Letras diferentes compara teores de prolina em sementes provenente de plantas
dessecadas com sua testemunha no mesmo tempo através do teste Ducan p
<0,01, CV(%) = 7,14.

Fonte: producéo do proprio autor (2016)

Com relacdo aos teores de prolina em sementes secas
para a cultivar NA5909RG observou-se maiores teores para
sementes proveniente de plantas testemunha em relacdo as
sementes provenientes de plantas dessecadas. Durante a
germinacédo verificou-se menores teores de prolina em relagdo
a sua testemunha ao longo do tempo (Figura 13). Como o
glufosinato de amdnio tem a capacidade de translocar-se a
curta distancia, uma possivel explicagdo para 0s niveis
inferiores de prolina para sementes provenientes de plantas
dessecadas, seria a possibilidade do glufosinato de amonio
qguando aplicado em R7.1 ter entrado em contato com a
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semente, através da diferencga de potencial osmético, inibindo a
glutamina sintetase que é percussora da prolina.

Figura 13 - Teors de prolina livre total durante 72h de embebicéo
em sementes de soja da cultivar NA5909RG proveniente
de plantas dessecadas (GLA) ou ndo (TST)
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Letras diferentes compara teores de prolina em sementes provenente de plantas
dessecadas com sua testemunha no mesmo tempo através do teste Ducan p
<0,01,CV(%) = 6,35.

Fonte: producéo do proprio autor (2016)

Para sementes da cultivar Benso 1RR proveniente de
plantas dessecadas ndo foi observado diferenca significativa na
atividade da enzima catalase em relacdo a sua testemunha
(Figura 14) durante a embebicdo, coincidindo com a producéo
de peroxido de hidrogénio que também ndo apresentou
diferenca estatistica entre sementes proveniente de plantas
dessecadas e suas testemunhas (Figura 10).
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Figura 14 - Atividade da enzima Catalase (CAT) durante 72h de
embebicdo em sementes de soja da cultivar NA5909RG
proveniente de plantas dessecadas (GLA) ou nédo (TST)
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Letras diferentes compara a atividade da catalase em sementes provenente de
plantas dessecadas com sua testemunha no mesmo tempo através do teste
Ducan p <0,01; CV = (%) 35,04.

Fonte: producéo do proprio autor (2016)

Sementes da cultivar NA5909RG proveniente de
plantas dessecadas, apresentaram menor atividade enzimatica
durante a germinacdo em relacdo as suas testemunhas em até
48h de embebicdo (Figura 15). Em 24h de embebicédo,
observou-se 0 maior pico de atividade da catalase para semente
proveniente de plantas testemunha e menor pico de atividade
para sementes proveniente de plantas dessecadas (Figura 15),
coincidindo com a maior protrusdo radicular (68%) para
sementes provenientes de plantas testemunha e baixa protrusédo
radicular (28%) para sementes provenientes de plantas
dessecadas conforme observadas no capitulo 3.

A baixa atividade da catalase para sementes da cultivar
NA5909RG proveniente de plantas dessecadas pode explicar o
elevado teor de perdxido de hidrogénio, que associado aos
baixos teores de prolina promoveu a elevada peroxidacao de



90

lipidios, levando ao baixo percentual de germinagdo observado
no capitulo 3. Segundo Job et al. (2005) o estresse oxidativo
pode ocorrer durante a durante a germinagdo, podendo induzir
a oxidacdo de proteinas das sementes e por sua vez
deleteriamente afetar o vigor e germinacdo das mesmas.

Figura 15 - Atividade da enzima Catalase (CAT) durante 72h de
embebigdo em sementes de soja da cultivar NA5909RG
proveniente de plantas dessecadas (GLA) ou ndo (TST)
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Letras diferentes compara a atividade da catalase em sementes provenente de
plantas dessecadas com sua testemunha no mesmo tempo através do teste
Ducan p <0,01; CV = (%) 26.05.

Fonte: producdo do proprio autor (2016).

Para sementes da cultivar Benso 1RR proveniente de
plantas dessecadas ou ndo, observou-se aumento continuo nos
teores de MDA durante as 72h de embebicéo, ndo havendo
diferenca entre os tratamentos (Figura 16). Esse resultado de
peroxidacdo de lipidios parece estar fortemente relacionado
com os dados de producao de perdxido de hidrogénio, teores de
prolina e atividade da catalase que também nédo apresentaram
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diferengas estatisticas entres sementes provenientes de plantas
dessecadas e suas testemunhas.

Figura 16 - Peroxidacéo lipidica (MDA) durante a germinagdo em
sementes de soja da cultivar NA5909RG proveniente de
plantas dessecadas com glufosinato de amonio (GLA) e
néo dessecadas (TST)
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Letras diferentes compara a peroxidacdo lipidica em sementes provenente de
plantas dessecadas com sua testemunha no mesmo tempo através do teste
Ducan p <0,01; CV = (%) 31.79.

Fonte: producéo do proprio autor (2016)

Sementes secas da cultivar NAS5909RG néo
apresentaram diferenca nos teores de MDA entre sementes
proveniente de plantas dessecadas e suas testemunhas (Figura
17). Entretanto, durante a germinagéo nos tempos 24h e 48h foi
observado maiores teores de MDA proveniente de plantas
dessecadas em relagdo a sua testemunha, indicando maior
estresse oxidativo em relacdo as suas testemunhas. Essa maior
peroxidacdo lipidica pode ser explicada pelo aumento dos
teores de peroxido de hidrogénio que ocorre nesse momento,
coincidindo com a baixa atividade da catalase e baixos teores
de prolina. Esses resultados podem explicar o baixo percentual
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de germinacdo observado no capitulo 3 para sementes da
cultivar NA5909RG.

Figura 17 - Peroxidacédo lipidica (MDA) durante a germinagdo em
sementes de soja da cultivar NA5909RG proveniente de
plantas dessecadas com glufosinato de amonio (GLA) e
néo dessecadas (TST)
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Letras diferentes compara a peroxidagdo lipidica em sementes provenente de
plantas dessecadas com sua testemunha no mesmo tempo através do teste
Ducan p <0,01. CV(%)=24.57.

Fonte: producdo do proprio autor (2016)

Para o perfil protéico das sementes da cultivar
NAS5909RG proveniente de plantas testemunha (Figura 18A),
ndo observou em 72 h a presenca de proteinas entre 95 KDa e
56 KDa (B- conglicinina ) e 34 KDa (glicinina de cadeia
acida), porém observou-se proteinas de 17 KDa (glicinina de
cadeia basica). Para sementes da cultivar NA5909RG
proveniente de plantas dessecadas (Figura 18B) observou-se
baixa intensidade a partir de 24h para a [-conglicinina e
glicinina (acida e basica) em relacdo a sua testemunha.
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A baixa intensidade das bandas observada no perfil
protéico para a cultivar NA5909RG proveniente de plantas
dessecadas, coincide com a baixa mobilizagdo de proteina
soltvel durante a germinacéo e baixo percentual de germinacao
observada no capitulo 3 (Figura 7). Além disso, a baixa
intensidade das bandas nesse periodo coincide com a maior
peroxidag&o lipidica. Segundo Yamauchi et al. (2008) e Job et
al. (2005) a peroxidacdo lipidica altera o perfil protéico em
funcdo da oxidagdo de proteinas que pode ocorrer em fungédo
de algum tipo estresse, 0 que pode explicar a baixa intensidade
das bandas observada para a cultivar NA5909RG proveniente
de plantas dessecadas.

Figura 18A-18B - Perfil de proteina de sementes de soja da cultivar
NA5909RG durante 0, 24h, 48h e 72h de
embebicdo. A-Semente proveniente de plantas
testemunha; B-Semente proveniente de plantas
dessecadas, P-peso padréo

P 0 24h 48h 72h 0 24h 48h 72h

Fonte: producdo do proprio autor (2016)



94

Para sementes da cultivar Benso 1RR proveniente de
plantas dessecadas observou-se nos tempos 24h e 48h, que
correspondem a fase Il de embebicdo para soja, maior
intensidade das bandas em relacdo a sua testemunha (Figura
19A-19B), para proteinas de peso molecular entre 95 KDa a 56
KDa, correspondendo a B-conglicinina e também proteinas de
34 KDa e 17 KDa representando a glicinina na sua forma
acida e bésica respectivamente. A maior intensidade no perfil
protéico nos tempos 24 e 48h estdo diretamente relacionadas
com os teores de H,0O,, prolina e atividade da catalase
observado nesse periodo. Sabe-se que a prolina é um
aminoacido que pode funcionar como um osmoprotetor com
capacidade de aumentar a estabilidade das células em reter
agua sem afetar o metabolismo normal das plantas, também
pode agir como estabilizador protéico e inibidor da
peroxidacdo lipidica (HAMILTON; HECKATHORN 2001,
GILL; TUTEJA 2010).
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Figura 19A-19B - Perfil de proteina de sementes de soja da cultivar
BensolRR durante 0, 24h, 48h e 72h de
embebicdo. A- Semente proveniente de plantas
testemunha, B-Semente proveniente de plantas
dessecadas, P-peso padréo

P 0 24h 48h 72h 0 24h 48h 72h

17

KDa
Fonte: producéo do proprio autor (2016)
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6 CONCLUSOES

Conclui-se que sementes da cultivar NA5909RG
proveniente de plantas dessecadas com glufosinato de aménio
durante a germinacdo apresentaram desequilibrio entre os
teores de peroxido de hidrogénio (H,O,), atividade da catalase
e teores de prolina, acarretando em maior estresse oxidativo,
observado através da peroxidacdo lipidica, que pode ter
influenciado na baixa intensidade das bandas do perfil protéico
(oxidagdo de proteinas). Em contra partida, sementes da
cultivar Benso 1RR proveniente de plantas dessecadas ndo
apresentaram desequilibrio entre os teores de H,0,, atividade
da catalase e prolina, sendo que e a partir de 24 h os teores de
H,O, foram levemente superiores a sua testemunha, levando a
hipétese de que o H,O, pode ter funcionado como um
sinalizador de hormdnio necessario para a germinacdo, sendo
necessario estudo mais aprofundado para tal afirmacao.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacdo do glufosinato de amoénio em plantas de
soja no estddio reprodutivo R7.1 afetou negativamente a
qualidade fisioldgica e vigor da cultivar NA5909RG. Apos 48h
da aplica¢do do produto ja foi possivel observar um aumento
nos teores de perdxido de hidrogénio e elevada peroxidacéao
lipidica associado a baixos teores de prolina para essa cultivar.

Durante o processo de germinacdo a mobilizacdo de
proteina solGvel para a cultivar NA5909RG proveniente de
plantas dessecada foi afetada negativamente ocasionando o
menor percentual de germinacgéo, provavelmente em funcédo do
estresse oxidativo observado durante a germinacao e aos baixos
teores de prolina e baixa atividade da catalase em relacéo a sua
testemunha. Ao contrario a cultivar BensolRR, ndo apresentou
diferenga na mobilizagdo de reservas, nem no percentual de
germinacdo e vigor entre sementes provenientes de plantas
dessecadas e suas testemunhas provavelmente em fungdo do
sistema antioxidante mais eficiente dessa cultivar. Dessa
forma, a aplicacdo do glufosinato ndo é indicada no presente
estudo para a cultivar NA5909RG pois diminuiu vigor das
sementes em fungdo do estresse oxidativo observado durante a
germinacdo promovendo o baixo percentual de germinacéo.

Uma possivel explicagdo para a maior sensibilidade das
sementes da cultivar NA5909RG proveniente de plantas
dessecadas seria a possibilidade da molécula do glufosinato de
amonio ter entrando em contato com a semente. Como 0
glufosinato de amonio pode translocar-se a curta distancia,
caracteristicas morfolégicas e a composicdo quimica das
vagens podem contribuir ou ndo para a transloca¢do do
herbicida afetando a qualidade da semente. Sendo assim, é
importante em futuras pesquisas, estudar as caracteristicas
morfolégicas e a composi¢do quimica das vagens logo apds a
aplicacdo do herbicida e tentar relacionar com 0s mecanismos
enzimaticos, estresse oxidativo e a qualidade fisioldgica da
semente.
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