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Resumo — Na aquisi¢éo e manutencéo datolerancia a dessecacdo de sementes, ha varios mecanismos envolvi-
dos, entre eles aindugao das proteinas resistentes ao calor. O objetivo deste trabalho foi avaliar mudangas no
padréo eletroforético das proteinas resistentes ao calor de sementes de milho submetidas a ata temperatura de
secagem, associando-as a sua tolerancia. Foram utilizadas sementes de linhagens, hibridos simples e hibridos
reciprocos colhidas com teor de agua de aproximadamente 35% e secadas a 45°C. Sementes das linhagens
secadas a sombra foram utilizadas como controle e sua qualidade fisiol6gicafoi avaliada por meio do teste de
germinagdo. As proteinas resistentes ao calor foram extraidas de eixos embrionérios das sementes em tamp&o
TrisHCI 0,05 M. Néo foi possivel determinar uma banda especifica dafragéo das proteinas resistentes ao calor
gue possaservir como marcador datoleranciaaaltatemperaturade secagem. Houve estabilidade nos padrdes de
bandas das proteinas provenientes de sementes submetidas a secagem artificial e natural, mesmo quando foram
observadas variagOes nos val ores de germinacdo. Os padrdes el etrof oréticos das proteinas resistentes ao calor
foram semelhantes entre as sementes hibridas e 0s respectivos reciprocos.

Termos paraindexacao: Zea mays, dessecacdo, germinacao, eletroforese, proteinas de choque térmico.

Electrophorectic pattern of the heat resistant proteins of corn seeds

Abstract — Several mechanismsareinvolved in the acquisition and maintenance of desi ccation tolerance by the
seeds. One of these mechanismsis related to the induction of heat resitant proteins. The objective of thiswork
was to evaluate changes in the electophorectic patterns of the heat resistant proteins of corn seeds submitted to
high drying temperature associating their expression with drying tolerance. Seeds of breeding lines, simple
hybrids and respective reciprocal s hybrids were utilized. The seeds were harvested with approximately 35% of
water content and dried at 45°C. Seeds of lines dried under shadow were used as control and the physiological
quality was evaluated by germination test. The heat resistant proteins were extracted from embryonic axis of
seedsin Tris-HCI 0.05 M buffer. It was not possible to determine a specific band of heat resistant proteinswhich
can be of use asamolecular marker of tolerance to high drying temperature. There was stability in the patterns
of the bands of proteins of seeds submitted to artificial drying compared to the ones after shadow drying even
for the lines of high variation in the germination values. The electrophorectic patterns of the heat resistant
proteins were similar for both the hybrid seeds and respective reciprocals.

Index terms: Zea mays, desiccation, germination, electrophoresis, heat shock protein.

I ntroducéo

Sementes tolerantes a dessecacdo e que sobrevivem
em estado desidratado por periodos maiores, dependen-
do das condi¢des de armazenamento, sdo designadas
ortodoxas (Pammenter & Berjak, 1999). Estas semen-
tes, apds a histodiferenciagdo e antes da secagem na
maturagdo, adquirem habilidade paragerminar etolerar
a dessecacdo (Bewley & Black, 1994), sendo que sua

maior tolerancia é observada na secagem lenta,
presumivelmente por causa do tempo concedido paraa
inducéo e operacdo dos mecanismos de protecdo. Ja
a secagem rapidaimpede os processos de recuperagéo,
sendo necessario maior tempo para 0s reparos na
reidratagdo (Oliver & Bewley, 1997, citados por
Pammenter & Berjak, 1999).

Devido ao fato de a agua afetar as condicbes da cé-
lula, ostecidos que sobrevivem asuaremogao tém uma
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combinacdo de estratégias para limitar os danos resul-
tantes da desidratacdo. Organismos que sobrevivem a
remocao de agua possuem constituintes celulares pro-
tegidos ou reparados (Walters et al., 2001).

V &rios mecanismos tém sido associados a aquisi¢ao
e manutencdo da tolerancia a dessecagdo de sementes,
conferindo protecdo contra as consequiéncias da perda
de &gua em diferentes niveis de hidratagdo. Porém, ne-
nhum mecanismo &, por si b, responsavel por estatole-
rancia; cada componente é igualmente critico, atuando
em sinergismo e controlado geneticamente (Leprince
et a., 1993). A auséncia ou inefetiva expressao de um
ou mais destes mecanismos determina o grau relativo
de sensibilidade a dessecagdo (Pammenter & Berjak,
1999). Sementes que toleram a dessecac&o dispdem de
alguns mecanismos de protecéo capazes de manter 0s
sistemas de membranas das células, as estruturas das
macromoléculas e as substancias de reserva em condi-
¢Oes de readquirir suas fungdes fisiol 6gicas quando as
sementes sdo reembebidas (Guimaraes, 1999; Walters
et al., 2001).

Durante a maturag&o das sementes ocorrem mudan-
¢as na natureza das proteinas a serem sintetizadas.
A dessecagd@o de sementes em desenvolvimento € ca
racterizada pelo acimulo de um grupo particular de
MmRNASs e proteinas LEA, late “embryogenesis
accumulated” relacionadas. Os mRNA de proteinas
LEA aparecem em tecidos embrionarios, no comego da
dessecacado, e tornam-se as mais preval ecentes espéci-
es de mRNA no estado seco, declinando progressiva-
mente vérias horas apds embebi ¢cao da semente (Baker
et al., 1988; Galau et al., 1991).

Proteinas do tipo LEA sdo ricas em glicina e outros
aminoécidos hidrofilicos e apresentam poucos residuos
hidrofébicos, so extraidas em condi¢des de ata tem-
peraturae ndo apresentam nenhumaatividade catalitica
aparente. Essas proteinas resistentes ao calor, por sua
natureza conservada, propriedades fisicas e abundan-
Cia, tém sido associadas com atolerancia a dessecacéo
das sementes (Blackman et al., 1991; Kigel & Gdlili,
1995).

Foi sugerido que asproteinas LEA podem ligar ionse
agua, podendo aindaestar associadas aos aguicares, con-
trolando a taxa de perda de &gua e mantendo, assim, a
viabilidade das sementes ortodoxas no estado seco
(Walterset al., 1997, citados por Pammenter & Berjak,
1999). Por sua natureza anfipatica, essas proteinas so
capazes de inibir a denaturagdo de macromoléculas e
estabilizar estruturas intracelulares sob condicfes de
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estresse, incluindo estresse hidrico severo (Blackman
et a., 1995; Close, 1997).

Um dos mecanismos mais estudados na adaptacéo
dos organismos a condi¢do de estresse € a inducdo de
proteinas resistentes ao calor, heat shock proteins
(HSP), o qual inclui variasfamilias de proteinas conser-
vadas. Segundo Vertucci & Farrant (1995), a fungdo
das HSP tem sido relacionada com a preservacéo e o
reparo das estruturas macromoleculares durante a de-
sidratacdo ou reidratacdo, respectivamente. Embora
todos os organismos sintetizem HSP em resposta ao
calor, o balanco de proteinas sintetizadas e a relativa
importanciadasfamiliasindividuais de HSP natolerén-
Cia a0 estresse variam enormemente entre organismos
(Queitsch et a., 2000).

As principais classes das HSP, citadas por Hong &
Vierling (2000), estéo presentes em plantas e incluem
proteinas de peso molecular quevariam de 15a28 kDa;
Hsp60; Hsp70; Hsp90 e Hspl00. A HsplOl, que é
requerida para a termotol eréncia em bactéria e levedu-
ra, € também essencial para a termotolerancia em
eucariontes (Gurley, 2000).

Proteinas resistentes ao calor foram identificadasem
eixos embrionarios de sementes de soja. O nivel destas
proteinas foi correlacionado com a tolerancia a
dessecacdo, tanto nafase de desenvolvimento como na
germinacgao das sementes, aumentando 44 dias apds o
florescimento, quando a tolerancia a dessecacéo foi
alcangada, e diminuindo ap6s 18 horas de embebicéo,
guando atolerancia foi perdida. Um conjunto de sete
proteinas estaveis ao calor estavaconsi stentemente pre-
sente quando as sementes estavam tolerantes a
dessecacao, com trés proteinas com pesos moleculares
de aproximadamente 70, 64 e 25,5 kDa e um grupo de
guatro proteinas com peso molecular variando de 32 a
40 kDa. Sementes de sojaem desenvol vimento acumu-
lam proteinas da maturagdo estaveis ao calor, porém, o
desenvolvimento da tolerancia a dessecacdo nao se
correlaciona com este acimulo. Segundo os autores, a
habilidade ou afaltadeagum fator paraexpressar LEAS
ou proteinas semelhantes as deidrinas, por si propria,
n&o pode ser tomada como um indicativo de que as se-
mentes de uma espécie em particular podem ou nao
resistir a desidratacéo (Blackman et a., 1991).

O objetivo deste trabalho foi avaliar mudangas nos
padrdes el etrof oréticos das proteinas resistentes ao ca-
lor de sementes hibridas e de linhagens de milho que
pudessem estar associados com atoleranciaaaltatem-
peratura de secagem.
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Material e M étodos

Foi instalado, em novembro de 1999, um campo de
multiplicagdo das linhagens, provenientes da empresa
Geneseeds — Recursos Genéticos em Milho Ltda.
No florescimento, as espigas foram protegidas com sa-
cos de plastico, antes da emissdo dos estilo-estigmas,
paraevitar cruzamentosindesejaveis e, posteriormente,
foram realizadas as autof ecundages. Durante o desen-
volvimento das sementes, foi feito um acompanhamen-
to da solidificacéo do endosperma por meio dalinhade
leite e as espigas foram amostradas para determinagdo
do teor de &gua, utilizando-se 0 método da estufa a
130°C, por 4 horas, conforme prescricdes das Regras
paraAndlise de Sementes (Brasil, 1992), até que o teor
de &gua das mesmas atingisse aproximadamente 35%,
guando foi realizadaacolheita.

Asespigas, correspondentes a cada linhagem, foram
colhidas, despalhadas manua mente e em seguida fo-
ram submetidas a secagem artificial a45°C, até que as
sementes atingissem o contetido de &gua de aproxima-
damente 11%, em secadores experimentais de pequena
escala, construidos de acordo com Navratil & Burris
(1982). O secador constava de uma camara de seca-
gem (61x61x61 cm) e gavetas empilhaveis
(61x61x15,2 cm), subdivididas em quatro secOes, nas
quais as espigas foram aleatoriamente distribuidas.
O sistemade aguecimento foi realizado por meio deum
conjunto de resisténcias (5.000 Watts), e atemperatura
no leito de secagem foi verificada com o auxilio deum
termo-cabo contendo um sensor. Do lado externo da
base de cada secador foi montado um ventilador centri-
fugo, ligado a um motor de 0,25 kW, 115V, capaz de
elevar 196 L s a 7,6 cm de pressdo estética. O fluxo
médio de ar, de 23,0 m3 min'1 t-1, foi gjustado por meio
deumaportinholadeslizavel, fixadanaentradado ven-
tilador. Apds a secagem, as espigas foram debulhadas
manualmente e as sementes, retidas na peneira 16 de
crivo circular, foram tratadas com os fungicidas Tecto
600 e Captan, nas doses de 40 g e 120 g do produto co-
mercia por 100 kg de sementes, respectivamente. Semen-
tes secadas a sombra foram utilizadas como controle.

A partir daslinhagensforam obtidas as sementes dos
hibridos simples e respectivosreciprocos. A semeadura,
realizada em novembro de 2000, foi conduzida em trés
épocas distintas para garantir a coincidéncia no
florescimento entre os parentais. Concomitantemente
foram produzidas sementes das linhagens por meio de
autofecundagdo. As metodologias de colheita e seca-

gem artificial das sementes foram as mesmas citadas e
as sementes foram secadas até atingirem um teor de
agua em torno de 8%.

Asandlisesforam realizadas no Laboratorio de An&
lise e de Técnicas Moleculares do Setor de Sementes
daUFLA. Foram utilizadas sementes das linhagens pro-
duzidas nas duas safras e sementes de hibridos simples
€ respectivos reciprocos.

Ap6s o beneficiamento, as sementes permaneceram
armazenadas em camara fria, com temperatura em tor-
no de 15°C e umidade relativa em torno de 50%, até a
colheita de todos os materiais. O teste de germinagéo
das sementes produzidas na safra 2000/2001 e secadas
asombrafoi realizado ap6s 16 meses de armazenamento
em camarafria, sob asmesmas condigdes. As linhagens
8, 9 eo hibrido 9/1 produziram quantidadesinsuficientes
de sementes, 0 que impossibilitou arealizacdo de algu-
mas andlises.

A avaliagao daqualidadefisiol 6gicadas sementesfoi
realizada pel o teste de germinagdo, conduzido com qua-
tro repeticdes de 50 sementes, queforam semeadasentre
papel toalhatipo Germitest umedecido com agua desti-
lada na proporcdo de 2,5 mL por 1 g de papel.
As sementes permaneceram no germinador regulado
para 25°C e as avaliagdes foram realizadas segundo
recomendacdes das Regras para Andlise de Sementes
(Brasil, 1992).

Na analise das proteinas resi stentes ao calor, semen-
tes correspondentes a cada material foram embebidas
durante cinco horas, para a extracéo dos eixos embrio-
narios, os quais foram col ocados em microtubos e man-
tidosa-86°C até aextracdo das proteinas. No momento
daextracdo das proteinas, 11 eixosembrionarios, previ-
amente pesados, foram moidosem almofariz sobregelo,
na presenca de solucéo tampéo (50 mM Tris-HCL
pH 7,5, 500 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM PMSF) na
proporgao de 1:10, peso do material:volume do tampéo
de extracao, e transferidos para microtubos de capaci-
dade de 1.500 mL. O homogeneizado foi centrifugado
a 16.000 g por 30 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi
incubado em banho-mariaa 85°C por 15 minutos e no-
vamente centrifugado, como citado. O sobrenadantefoi
vertido em microtubos e o precipitado, descartado. An-
tesdaaplicacdo no gel, ostubos contendo 70 pL de ex-
trato + 40 pL de solucdo tampé&o daamostra (2,5 mL de
glicerol, 0,46 g de SDS, 20 mg de azul de bromofenol e
0 volume completado para 20 mL de tampé&o de extra-
¢do TrispH 7,5) foram col ocados em banho-mariacom
agua em ebulicdo por 5 minutos. Foram aplicados
50 mL da amostra (extrato + tampdo da amostra) por
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canaletano gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5%
(gel separador) e 6% (gel concentrador). A corrida
eletroforéticafoi realizadaa 150 V e os géis foram co-
rados durante 12 horas em Coomassie Blue Brilliant a
0,05%, conforme Alfenas et al. (1991), e descorados
em solucado de &cido acético 10%.

Resultados e Discussao

Os padrdes eletroforéticos das proteinas resistentes
ao calor dos eixos embrionérios das sementes das linha-
gens, produzidas na safra 1999/2000, e submetidas a

P lc 1s 2c¢ 2s 3¢ 3s

4c 4s 5S¢ Ss

6c 6s

S.CB.R. Joséetadl.

secagem artificial aaltatemperatura e secagem natural
estéo representados na Figura 1.

Houve estabilidade nos padrfes de bandas das prote-
inas, consideradas robustas, nas sementes submetidas
as secagens artificial e natural, mesmo naguelas em
gue houve grandes variagdes nos valores de germi-
nagdo, a exemplo das linhagens 7 a 12, ndo toleran-
tesasecagem artificial (Figura 1, Tabela 1). Essaes
tabilidade sugere que o método de secagem ndo induziu
mudancas no padrao protéico dessas sementes.
Guimaraes (2000) constatou a presenca das proteinas
resi stentes ao calor em todos os estédi os de desenvol vi-

P 7¢c 7s 8 8 9c 9s 10c 10s 1lc 11s 12¢ 12s

Figura 1. Padréo eletroforético das proteinas resistentes ao cal or do eixo embrionério de sementes de linhagens de
milho tolerantes (a) eintolerantes (b) aaltatemperaturade secagem, produzidas nasafra 1999/2000. (s: apos secagem
artificial; c: controle, sementes secadas asombra; P: padréo protéico daBio-Rad, catdlogo 161-0324, controle 86787).

Tabela 1. Germinacao (%) de sementes de linhagens de milho produzidos nas safras 1999/2000 e 2000/2001 e submetidas a
secagem artificial e secagem asombra, e de hibridos, produzidas em 2000/2001 e secadas artificialmente.

I dentificac&o Linhagens Hibridos
Safra 1999/2000 Safra 2000/2001 Identificagdo Germinagdo Identificagdo Germinagdo
Sec. artificia Sec. natural  Sec. artificial Sec. natural

1 95 76 8 92 715 90 4/8 96
2 100 96 12 83 57 68 8/4 59
3 99 98 63 83 9/6 40 4/10 92
4 99 99 49 91 6/9 95 10/4 45
5 99 99 82 88 8/6 13 u7 40
6 99 100 30 96 6/8 82 7/1 92
7 66 92 16 91 3/8 1 27 33
8 59 98 4 - 8/3 0 712 86
9 55 97 -0 99 111 60 /9 97

10 57 99 78 86 v 0 91 -0

11 56 100 60 90

12 11 97 3 96

MTratamento n&o avaliado.
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mento de sementes de café, independentemente do
método de secagem. No entanto, sementes que ndo fo-
ram submetidas ao processo de secagem, apresenta-
ram a auséncia de algumas bandas. Neste trabal ho,
as proteinas resistentes ao calor foram induzidas nas
sementes de todas as linhagens que foram submeti-
das asecagem, sejaartificial ou natural. Burriset al.
(1997), analisando o padr&o eletroforético das prote-
inas resistentes ao calor extraidas de eixos embrio-
narios de milho, observaram que a fragao protéica
de peso molecular de 66 kDafoi induzidae acumula-
da pelo processo de secagem. Porém este acumulo
foi menor no tratamento no qual as sementes foram
secadas rapidamente.

Essa estabilidade no padréo el etroforético das pro-
teinas resistentes ao calor também foi verificada en-
tre as sementes das linhagens produzidas nas duas
safras e secadas artificialmente (Figuras 1 e 2).
Embora os val ores de germinac&o, na maioria das se-
mentes das linhagens produzidas na safra 2000/2001
apos secagem artificial, tenham sido inferiores aos da
safra 1999/2000 (Tabela 1), ndo houve mudanca nos
padrbes das proteinas resistentes ao calor.

N&o foi possivel determinar umabanda especifica
dafracao das proteinas resistentes ao calor que pos-
sa servir como marcador de toleréncia a alta tempe-
ratura de secagem. Essas proteinas estavam presen-
tes nas sementes de todas as linhagens, porém o de-

Figura 2. Padréo eletroforético das proteinas resistentes ao
calor do eixo embrionério de sementes delinhagens de milho
produzidas nasafra2000/2001 e submetidas a secagem artifi-
cia aaltatemperatura (P: padréo protéico dalnvitrogen, caté-
logo 10747-012).

senvolvimento da tolerancia a alta temperatura de
secagem ndo se correlacionou com esse acumulo.
Blackman et al. (1991) verificaram que as proteinas
resistentes ao calor foram induzidas e acumuladas
durante a maturacdo in vitro de embrides de soja,
sob condic¢des de alta umidade relativa, 0 que pre-
servou a intolerancia a dessecagdo. Isto sugere que
a habilidade ou falta de algum fator para expressar
as proteinas LEA ou proteinas semelhantes as
deidrinas, por si sO, ndo pode ser tomada como um
indicativo de que as sementes de uma espécie em
particular podem ou n&o resistir adesidratagdo. Como
mencionado por Queitsch et al. (2000), embora to-
dos os organismos sintetizem HSP em resposta ao
calor, o balanco de proteinas sintetizadas e a relativa
importanciadasfamiliasindividuais de HSP natoleréan-
Cia a estresse variam enormemente entre organi Smos.

Diferencas na expressdo fenotipica entre hibridos
e reciprocos tém sido observadas para vérias carac-
teristicas. Kolliparaet al. (2002) observaram umaex-
presséo diferenciada de genes envolvidos na degra-
dacéo protéica, tais como proteases e proteinas as-
sociadas a mobilizacdo de proteinas para o0s
proteossomas, bem como no perfil protéico da
globulina para os reciprocos divergentes para tole-
rancia a dessecacdo em embrides de sementes de
milho. Nesta pesquisa, embora tenham sido consta-
tadas diferencas quanto a qualidade fisiol 6gicaentre
as sementes hibridas e de seus respectivos recipro-
cos (Tabela l), o mesmo ndo ocorreu nos padroes
protéicos de proteinasresistentes ao calor (Figura 3).
O fato de o padrao eletroforético das fracbes
protéicas das proteinas resistentes ao calor ndo te-
rem se alterado entre os hibridos e reciprocos con-
firma que a expressao dessas proteinas é controlada
por genes presentes no nucleo, pois caso ocorresse
diferencas nos resultados de um cruzamento e de seu
reciproco, o cardter em questao seriadevido ao efei-
to materno e/ou citoplasmatico, ou seja, os descen-
dentes de cada cruzamento teriam o mesmo fenétipo
do genitor feminino (Ramalho et al., 1990).

V &rios mecanismos tém sido associados com ama-
nutencao datol eréncia a dessecacédo, conferindo pro-
tecdo contra as consequiéncias da perda de agua.
Embora as sementes tenham acumulado essas pro-
teinas durante o seu desenvolvimento, sua presenca
por si sO parece ndo ser responsavel pelatoleranciaa
alta temperatura de secagem, e outros fatores devem
estar influenciando essa caracteristica.
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P 6/8 8/6 11/1 V11 7/2 2/7 6/9 9/6 P 1/9

9/1 P 83 1/7 4/10 10/4 7/5 5/7 4/8 8/4

38 71

Figura 3. Padrdo eletroforético das proteinas resistentes ao calor do eixo embrionério de sementes hibridas de milho e
seus reciprocos, produzidas na safra 2000/2001 e submetidas asecagem artificial aaltatemperatura (P: padr&o protéico da

Invitrogen, catdlogo 10747-012).

Conclusdes

1. Os padrbes de proteinas resistentes ao calor sdo
estaveis em sementes de linhagens de milho indepen-
dentemente do método de secagem empregado.

2. Os padrdes el etroforéticos das proteinas resisten-
tes ao calor sdo semelhantes entre sementes hibridas e
respectivos reciprocos.
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