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RESUMO

O estresse hidrico é um dos fatores mais limitantes para o desenvolvimento da
cultura do milho, e o conhecimento de genes relacionados a este estresse em
sementes secas e em plantulas pode ser uma importante ferramenta para acelerar
0 processo de selecdo. Assim, objetivou-se neste trabalho avaliar a expressao de
genes relacionados a tolerancia ao estresse hidrico em sementes e em diferentes
tecidos de plantulas de milho em diferentes gendtipos. A qualidade inical das
sementes foi avaliada por meio do teste de envelhecimento acelerado. Para as
analises protedmicas e transcriptdmica, sementes de quatro genotipos tolerantes
(91-T, 32-T, 91x75-T, 32x75-T,) e quatro ndo tolerantes (37-NT, 57-NT, 37x57-
NT e 31x37-NT) previamente selecionados quanto a tolerdncia ao estresse
hidrico foram semeadas em substrato contendo 70 e 10% de capacidade de
retencdo de &gua no solo, caracterizando condicdo sem e com estresse
respectivamente. A expressao génica foi avaliada em semente seca, parte aérea e
raiz de plantulas submetidas ou ndo ao estresse. Foi avaliada a expressdo das
enzimas Catalase (CAT), Peroxidase (PO), Superoxido dismutase (SOD),
Esterase (EST), e das proteinas resistentes ao calor (PRC), por meio de
eletroforese, e também a expressdo dos genes associados a tolerancia a seca,
ZmLEA3, ZmALDH9, ZmPP2C, ZmCPK11, ZmDREB2A/2.1S, ZmDREB2.7,
ZmDBP3,ZmAN13 e cAPX, pela técnica de gRT-PCR. A expressdo da CAT, PO,
SOD, EST e PRC variaram entre os genotipos avaliados e também em sementes,
raiz e parte aérea de plantulas de milho. Maior expressdo das enzimas CAT e
SOD foram observadas em linhagens, e ainda maior expressao da CAT na parte
aerea de plantulas de hibridos de milho. A expresséo da enzima PO foi maior na
parte aérea quando comparada a da raiz sob condicdo de estresse. Houve maior
expressdo da enzima EST nos gendtipos classificados como intolerantes ao
estresse hidrico. As PRC se expressaram apenas em sementes. A expressao dos
genes ZmLEA3, ZmALDH9, ZmPP2C, ZmCPK1l1l, ZmDREB2A/2.1S,
ZmDBP3,ZmAN13 e cAPX, variaram entre 0s gendtipos avaliados e também em
sementes, raiz e parte aérea de plantulas de milho. Maior expressdo dos genes
ZmLEA3, ZmALDH9, ZmCPK11 foram observados na parte aérea de plantulas
de milho, classificadas como tolerantes e ainda dos genes ZmAN13, ZmPP2C e
CAPX. Houve maior expressdo dos genes ZmAN13 e ZmDREB2A/2.1S em raizes
sob condicdo de estresse.

Palavras-chave: Zea mays. Expressdo génica. Estresse hidrico.



ABSTRACT

Water stress is one of the limiting factors for the development of corn, and the
knowledge of genes related to this stress in dry seeds and seedlings can be an
important tool to accelerate the selection process. Thus, the aim of this study
was to evaluate the expression of genes related to tolerance to water stress in
different tissues and seeds of corn in different genotypes. The initial quality of
the seeds were evaluated by the accelerated aging test. For proteomic and
transcriptomic analyzes, seeds from four tolerant genotypes (91-T, 32-T, 91x75-
T, 32x75-T,) and four non-tolerant (37-NT, 57-NT, 37x57-NT and 31x37-NT)
previously selected for tolerance to drought stress were sown in substrate
containing 70% and 10% of soil water retention capacity, characterized without
and with stress respectively. Was evaluated the expression in dry seed, shoot and
root seedlings under stress or not. The expression of catalase (CAT), horseradish
peroxidase (PO), superoxide dismutase (SOD), esterase (EST), and heat-
resistant protein (CRP), were evaluated by electrophoresis, as well as the
expression of genes associated with drought tolerance, ZmLEA3, ZmALDH9,
ZmPP2C, ZmCPK11, ZmDREB2A/2.1s, ZmDREB2.7, ZmDBP3, ZmAN13 and
CAPX by gRT-PCR. Expression of CAT, PO, SOD, EST and PRC differed
between genotypes and in seeds, roots and shoots of corn seedlings. Increased
expression of the enzymes SOD and CAT were observed in inbred lines, and
even greater expression of CAT in shoots of seedlings of corn hybrids. The
expression of the enzyme PO was higher in the shoot when compared to the root
under stress condition. There was a higher expression of the enzyme in EST
genotypes classified as intolerant to water stress. The PRC is expressed only in
seeds. The expression of genes ZmLEA3, ZmALDH9, ZmPP2C, ZmCPK11,
ZmDREB2A/2.1s, ZmDBP3, ZmAN13 and cAPX differed between genotypes and
in seeds, roots and shoots of corn seedlings. Greater expression of genes
ZmLEA3, ZmALDH9, ZmCPK11 were observed in the shoots of corn plants,
classified as tolerant and even the genes ZmAN13, ZmPP2C and cAPX. There
was a greater expression of the genes ZmAN13 ZmDREB2A/2.1S in roots under
stress condition.

Keywords: Zea mays. Gene expression. Water stress.
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1 INTRODUCAO

No Brasil tem sido observado o aumento da area cultivada com milho na
segunda safra. Nesta condicdo é comum a incidéncia de estresse hidrico o que
implica em alteracGes do desenvolvimento de plantulas e plantas e na redu¢édo da
producdo de grdos. Também em cultivos de verdo tem sido verificado estresse
hidrico em varias regibes produtoras de grdos de milho com reflexos diretos na
produc&o.

Ha& vérios relatos de que a seca € o principal fator responsavel por perdas
na producdo agricola brasileira (FARIAS et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2001).
Neste contexto, torna-se importante o desenvolvimento de cultivares que
apresentam tolerancia a seca, uma vez que a disponibilidade de agua interfere,
de maneira geral, no desenvolvimento e crescimento de plantas, germinagéo das
sementes, nos processos de fotossintese e respiracdo, translocacdo de
fotoassimilados, nos processos de macroesporogénese e microesporogénese,
desenvolvimento de sementes e grdos, maturacdo de sementes e gréos (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

No entanto, tem sido observado que 0s mecanismos envolvidos na
tolerancia a seca sdo complexos. A determinacdo qualitativa e quantitativa dos
niveis de transcritos de células vegetais permite que genes, diferencialmente
expressos possam ser identificados, a exemplo dos associados a tolerancia ao
estresse hidrico.

Estes estudos auxiliam na identificacdo e compreensdo dos mecanismos
de toleréncia ao estresse hidrico que sdo fundamentais para o desenvolvimento
de novas cultivares em programas de melhoramento. Gendtipos que diferem em
tolerdncia ao estresse hidrico devem apresentar diferencas quantitativas na

expressao de genes associados a esta caracteristica.
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Diversos trabalhos foram realizados visando relacionar a expressdo de
certos genes a tolerancia ao estresse hidrico (ONETO et al 2016, LIU et al.
2013; ZHOU et al., 2012; HU et al., 2010; LIU et al., 2013; XUAN, 2011;
CAVERZAN et al., 2012; KOUSSEVITZKI et al., 2008; WANG et al., 2009).
Sabe-se que em resposta ao estresse hidrico ocorre a expressdo de genes que
conferem as plantas melhor adaptacdo a esta condicdo. Os genes ZMmLEAS3,
ZMALDH9, ZmPP2C, ZmCPK11, ZmDREB2A/2.1S, ZmDBP3, ZmAN13 e cAPX
tém sido estudados para esta caracteristica (LIU et al. 2013; ZHOU et al., 2012;
HU et al., 2010; LIU et al., 2013; XUAN, 2011; CAVERZAN et al., 2012;
KOUSSEVITZKI et al., 2008; WANG et al., 2009).

Embora avancos tenham ocorrido em relagdo a idendificacdo de genes
associados a tolerancia a seca, pouco se conhece sobre a expressdo destes em
sementes e plantulas de milho. Diante disso, 0 objetivo neste trabalho foi estudar
a expressdo de genes relacionados ao estresse causado pelo estresse hidrico em
sementes e tecidos de plantulas de milho por meio de andlises protedmica e

transcriptdmica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura do milho

O milho é um dos cereais mais cultivados no mundo. A cultura esta
disseminada numa ampla regido do planeta, em altitudes que védo desde o nivel
do mar até trés mil metros. (MAGALHAES et al., 2002; LERAYER, 2009).
Este cereal é plantado em todos os estados brasileiros e em todos os tipos e
finalidades de propriedades rurais, da agricultura familiar a producdo em larga
escala, visando a exportacdo (VILARINHO, 2010).

Na maioria das propriedades agricolas a cultura do milho é explorada,
desde a pequena propriedade rural, onde é produzido com baixa tecnologia para
subsisténcia, tornando-se alimento basico da populacdo, até em grandes areas,
com emprego de alta tecnologia e com elevada produtividade, sendo matéria
prima destinada para a agroinddstria (SILOTO, 2002).

A cultura do milho possui uma elevada diversificacdo de usos como
para a fabricagdo de Oleos, xaropes e margarina, até a producdo de farinha
(CANCELLIER et al 2011). E ainda o principal macro ingrediente para a
producdo de racdes (MORO; FRITSCHE 2015). Dada a importancia da
competitividade do mercado brasileiro de carnes, a producdo do grdo tem
aumentado gradativamente, especialmente na segunda safra.

A producdo estimada de milho para a safra 2015/2016 é de cerca de 76
milhdes de toneladas em uma éarea plantada de 15,7 milhdes de hectares
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2016). A
taxa de utilizagdo de sementes é de aproximadamente 90% (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE SEMENTES E MUDAS - ABRASEM, 2014), valor

considerado alto quando comparado ao observado em outras espécies.
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No Brasil, 0 processo de desenvolvimento de novas cultivares de milho
é dindmico. Nesta cultura tem sido o observado o maior nimero de cultivares
registradas para a comercializacdo de sementes, com reflexos diretos no
aumento da produtividade de grdos. Segundo a Embrapa na safra 2015/16, foram
disponibilizadas 477 cultivares de milho, sendo 193 cultivares convencionais e
284 cultivares transgénicas, sendo a maioria de hibridos simples (CRUZ et al.,
2016).

Esse novo cenario de investimentos em tecnologias de producdo de
sementes € prioritario nas empresas, por ser a semente o veiculo de toda
tecnologia gerada seja nos programas de melhoramento convencional ou
utilizando a tecnologia do DNA recombinante. Isso faz com que as empresas
produtoras de sementes adotem, muitas vezes, padrfes de qualidade mais rigidos
do que os estabelecidos por érgdos oficiais (GOMES et al., 2000), visando
garantir a comercializagdo de sementes com alta qualidade associados a sistemas
produtivos rentaveis.

O cultivo de milho tem sido realizado em grande parte do territorio
nacional, em diversos niveis de tecnologia e investimento e em duas épocas de
semeadura (PEREIRA FILHO et al., 2011). A semeadura de verdo, ou primeira
safra, é realizada na época tradicional, durante o periodo chuvoso, que varia
entre fins de agosto, na regido Sul, até os meses de outubro/novembro, no
Sudeste e Centro-Oeste (no Nordeste, esse periodo ocorre no inicio do ano). A
safrinha, ou segunda safra, refere-se ao milho de sequeiro, plantado
extemporaneamente, em fevereiro ou margo, quase sempre depois da soja
precoce, predominantemente na regido Centro-Oeste e nos estados do Parana,
Séo Paulo e Minas Gerais. O cultivo do milho na época da safrinha tem menor
potencial de produtividade, o ciclo da cultura geralmente é maior (SHIOGA et
al., 2011) e os riscos aumentam em razdo do menor indice pluviométrico e

temperaturas mais baixas, existentes nesta época (VON PINHO et al., 2002),
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especialmente para a regido Sul. Na regido Centro Oeste o principal fator é a
seca, 0 que torna o componente climatico o fator mais limitante ao

desenvolvimento e reproducéo da cultura.

2.2 Estresse hidrico

A produtividade das culturas e até mesmo restricdo do cultivo de
determinada espécie, podem ser afetadas por varios tipos de estresse como a alta
e baixa temperatura, a salinidade e a restricdo hidrica, pois qualquer fator de
influéncia externa, bidtico ou abidtico, que causa danos a planta, pode ser
considerado um estresse, (TAIZ; ZEIGER, 2009; SONG et al., 2005).

A adaptacdo as condigdes de estresse, como a seca, resulta de eventos
integrados que ocorrem em todos o0s niveis de organizagdo, envolvendo
modificagdes morfoanatdmicas, celulares e moleculares (NOGUEIRA et al.,
2005).

A tolerancia das plantas a seca é uma caracteristica em que mecanismos
trabalham isoladamente ou em conjunto para evitar ou tolerar periodos de
estresse hidrico. Plantas que mostram crescimento continuado ou melhorado sob
condicdes hidricas limitadas s&o consideradas tolerantes a seca.

Como existe variabilidade na adaptacdo a seca entre espécies e dentro da
espécie, deve-se avaliar o comportamento de diferentes materiais genéticos, em
condi¢des de seca, para a recomendacdo de cultivo (BLUM, 1996). O milho tem
significativa sensibilidade aos estimulos ambientais (interacdo gendtipo X
ambiente), o que dificulta a identificacdo de cultivares realmente adaptadas de
acordo com o genotipo (STORCK et al., 2014).

Todas as mudangas fisiologicas, morfoldgicas e de desenvolvimento em
plantas tém uma base molecular/genética (TEIXEIRA et al. 2008). Em resposta

a incidéncia de um determinado estresse, uma série de eventos acontece nas
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plantas, o qual se inicia pela percepgéo desse estresse e finaliza com a expressao
de um conjunto de genes-alvo, por meio de rotas e componentes comuns em
resposta ao estresse, conferindo a essas plantas uma adaptacdo a essa
determinada condicdo adversa (PASTORI; FOYER, 2002).

Embora seja sabido que cada espécie vegetal possua um padrdo de
desenvolvimento instituido, ou seja, de acordo com seu gendtipo, os fatores
abidticos possuem expressiva influéncia, atuando sobre os genes e modificando
a sua expressdo em maultiplos sentidos (RIZZINI, 1997). A expressdo de genes
em genotipos tolerantes ao estresse hidrico pode ser usada no estudo de
mecanismos de tolerancia este fator e para identificar outros genétipos com
caracteristicas similares.

O estresse hidrico é uma consequéncia para as plantas nao irrigadas e
uma variedade de mecanismos evoluiu para regular a perda de agua, manter a
pressdo de turgescéncia, e reduzir a transpiragdo (CHAI et al., 2016). Assim, a
identificacdo e a compreensdo dos mecanismos de tolerdncia a seca sdo
fundamentais para o desenvolvimento de novas cultivares comerciais mais
tolerantes o estresse hidrico. A expressao de genes em gendtipos tolerantes a
seca pode ser usada em estudos relacionados aos mecanismos de tolerancia a
seca e para identificar outros gendtipos com caracteristicas similares.

A seca é um importante fator de estresse ambiental que afeta
negativamente o crescimento e a produtividade das plantas (RIBAUT et al.,
2012). De modo geral, as respostas das plantas a seca variam de acordo com a
espécie e com a intensidade e duracdo do estresse, do genétipo, do estagio de
desenvolvimento e da natureza do estresse, podendo se manifestar em niveis
morfoldgicos, fisioldgicos e moleculares (KRAMER, 1983; WANGXIA et al.,
2003).

No plantio de milho na segunda safra a ocorréncia de estresse hidrico é

um fato relevante e as plantas sofrem consequéncias na germinagdo, no
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desenvolvimento, no florescimento e ainda interfere na producdo de grdos e
sementes. Segundo o levantamento feito pela Conab (2016), varios problemas
podem ser causados pela falta de chuva durante a segunda safra, tais como:
germinacdo de sementes no sudeste do PA, leste de TO, sul do MA, sudoeste do
Pl, oeste da BA, regibGes pontuais do noroeste e leste de MG, norte de MG,
regides pontuais do norte, centro e leste de GO; desenvolvimento vegetativo no
sudeste do PA, regides pontuais do noroeste e leste de MG, norte de MG,
regides pontuais do norte, centro e leste de GO.

A é&gua desempenha um papel fundamental na vida vegetal. De todos o0s
recursos que as plantas precisam para crescer e desenvolver, a agua é o mais
abundante e, muitas vezes o mais limitante. Nas plantas a 4gua é responsavel por
diversas reagdes metabdlicas.

A restricdo hidrica no solo reduz a germinacao e o desenvolvimento das
plantulas em razdo da interferéncia no processo de embebicdo e de alongamento
celular (MARCOS FILHO, 2015), pois é essencial para a retomada de atividades
metabdlicas da semente apds a maturidade. Além disso, sob condigdes de
estresse hidrico, o desenvolvimento inicial das plantas depende da qualidade
fisiologica das sementes. A velocidade de germinacdo também ¢é afetada pelo
estresse hidrico. A medida que o teor de &gua do solo diminui, verifica-se
inicialmente a redugdo da velocidade de germinacdo e restricbes mais severas
passam a prejudicar o desenvolvimento das plantulas (MARCOS FILHO, 2015).

Em condi¢bes de estresse hidrico, a planta pode sofrer indmeros
sintomas, dentre os quais, a diminui¢do da &rea foliar, em consequéncia da
reducdo da pressdo de turgor celular, € uma das primeiras respostas ao estresse.
O retardamento da expansdo foliar em condi¢bes de estresse hidrico é
consequéncia da reducdo da expansao celular e com isso observa-se aumento do
fechamento estomatico, menor transpiragdo, fazendo com que a planta possa

suportar essa condi¢do por um tempo maior (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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Em condi¢Bes de estresse hidrico, ocorre um acentuado declinio na
expansdo das folhas, na taxa de crescimento e desenvolvimento da cultura, na
altura da planta, na matéria seca e no indice de colheita (SIVAKUMAR; SHAW,
1978; HERRERO; JOHNSON 1981; PANDEY et al, 2000), e pode ocasionar o
enrolamento das folhas, com reducgdo do indice de area foliar e da fotossintese
refletindo negativamente na producdo de sementes e graos (JORDAN, 1983). A
baixa disponibilidade de agua causa redugdo do crescimento, pela diminuicéo da
expansdo e do alongamento celular, devido ao decréscimo da turgescéncia
(TAIZ; ZEIGER, 2004).

O estresse hidrico moderado também pode afetar o desenvolvimento do
sistema radicular. Observa-se também em condic¢BGes de seca um estimulo no
crescimento radicular (PINHEIRO et al., 2005), podendo este ser considerado
um mecanismo de aclimatagdo ou tolerancia ao estresse hidrico. O investimento
no crescimento de raizes, em detrimento da parte aérea, favorece a exploracdo de
maior area de solo em busca de agua, cuja disponibilidade é maior em regides
mais profundas dos solos secos (RODRIGUEZ-GAMIR et al., 2010).

O estresse hidrico, especialmente sob alta intensidade de luz ou em
combinacdo com outros tipos de estresse, afeta a fotossintese e aumenta a
fotorespiracdo, alterando a homeostase das células e causando um aumento na
producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) (MILLER et al., 2010).
Plantas sob estresse hidrico controlada podem alterar o seu metabolismo e
invocar varios mecanismos de defesa como o aumento da atividade das enzimas
antioxidantes (CHAI et al., 2016).

No inicio do estresse hidrico, pode haver reducdo de algumas atividades
antioxidantes, contribuindo para um aumento de espécies reativas de oxigénio
(EROS). As EROs sdo formadas como subproduto do metabolismo aerdbico e
participam de uma sofisticada rede de vias de sinalizacdo em plantas, em

resposta a situactes de estresse. (BARBOSA et al., 2014). EROs s&o altamente
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toxicas para células de plantas e, na auséncia de qualquer mecanismo de
protecdo, podem reagir com proteinas, lipidos e DNA, podendo inativar um
sistema de defesa antioxidante (EL-SHABRAWI et al. 2010). As plantas tém
vias enzimaticas e ndo enzimaticas de eliminagdo ou sistemas de desintoxicagdo
que trabalhando juntos funcionam como um sistema extremamente eficiente
para combater os efeitos deletérios de EROs (YAO et al 2009;. HOSSAIN et al
2010).

A capacidade antioxidante resulta da habilidade das plantas de
desintoxicar espécies reativas a oxigénio (EROs) como os radicais superdxido
(O,-¢), perdxido de hidrogénio (H,O,), radicais hidroxila (OHe) e oxigénio
"singlet" (10,), os quais sdo gerados normalmente pelo metabolismo dos
organismos aerobicos, porém aumentam durante a seca devido a danos no
aparato fotossintético. A eliminacdo de EROs é realizada por compostos
antioxidantes como a glutationa reduzida (GSH), ascorbato (AsA), tocoferol,
vitaminas e pigmentos carotendides, 0s quais agem em conjunto com as enzimas
antioxidantes superoxidase dismutase (SOD), glutationa redutase (GR), catalase
(CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (GRATAO et al., 2005). Em plantas sob
estresse hidrico, observa-se um aumento da atividade dessas enzimas
relacionado ao aumento na tolerancia a seca (XIONG, et al. 2002).

Segundo Dwivedi et al., (2016), a expressdo das enzimas antioxidantes
pode ser avaliada em diferentes estadios do desenvolvimento da planta de milho,
submetidos ao estresse hidrico, auxiliando no desenvolvimento e na escolha de
hibridos de milho tolerantes ao estresse.

A CAT é uma enzima comumente encontrada nos organismos, esta
presente em glioxissomos e peroxissomos (WILLEKENS et al., 1995),
juntamente com as peroxidases, é responsavel pela converséo do H,0, em O,. A
expressdo da CAT é efetiva, principalmente, em concentracdes relativamente

altas de H,0,, por isso sdo consideradas indispensaveis para a desintoxicacéo de
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EROs, especialmente em condicdes de estresse severo, quando ha altos niveis de
H,O, (DUBEY, 2011). Noctor e Foyer (1998) afirmam que a catalase possui
baixa afinidade pelo substrato (H,O,), porém apresentam alta atividade
catalitica. Apesar disso, o papel da CAT na protecdo oxidativa é extremamente
importante, por estar localizada em pontos estratégicos da célula como os
glioxissomos, em sementes, em que ocorre a 3-oxidacdo de acidos graxos e a
producéo do H,0.,.

Algumas peroxidases sdo constitutivamente expressas, existem em
muitas isoformas e estdo envolvidas em uma série de processos celulares. Além
de participarem juntamente com as catalases do sistema antioxidativo elas
também usam o H,0O, e compostos fendlicos como doadores de elétrons para
outros sistemas (LOCATO et al., 2010).

A SOD é considerada a primeira enzima no processo de defesa
antioxidante. Ela atua anulando a agdo dos superoxidos (O;), catalisando sua
conversdo a peroxido de hidrogénio (H,0O,), que é um composto menos reativo
(CARNEIRO et al., 2011). O aumento na atividade da SOD é conhecido por
conferir tolerancia ao estresse oxidativo (JALEEL et al., 2007).

A esterase é uma enzima envolvida em reacdes de hidrdlises de ésteres,
estando diretamente ligada ao metabolismo dos lipidios, como os fosfolipidios
de membrana (SANTOS et al., 2005). A esterase ¢ um dos sistemas
isoenzimaticos mais polimoérficos em plantas. Atua em reagdes de hidrélise de
ésteres e, portanto, atua diretamente no metabolismo de lipidios (MERTZ et al.,
2009).

As proteinas resistentes ao calor sdo hidrofilicas e abundantes, extraidas
em condicOes de altas temperaturas, e sdo armazenadas nos ultimos estadios de
desenvolvimento das sementes. Segundo Boucher et al. (2010) uma
caracteristica importante da sobrevivéncia no estado seco é a capacidade de

proteger as membranas em fase de transicdo, impedindo a perda de integridade.
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Estas proteinas possuem importante papel protegendo as células no processo de
deterioragéo.

Pelo exposto observa-se que ha diferentes formas de adaptacdo de
plantas as condi¢Bes de estresse hidrico. Uma estratégia € a expressdo de um

conjunto de genes que conferem tolerancia nestas condi¢es.

2.4 Expressao de genes relacionados ao estresse a seca

A expressdo génica é um processo pelo qual a informacdo contida em
um gene € traduzido em estruturas presentes em um determinado tipo celular
(mRNA ou proteinas). Em organismos multicelulares a expressdo génica
controlada regula um programa genético fundamental para o desenvolvimento
embrionario e a diferenciagdo do individuo. Muitos eventos relacionados ao
crescimento, desenvolvimento de plantas ou até mesmo em resposta a varios
estimulos sdo resultantes da alteracdo na expressao génica.

A traducgdo de genes pode ser estudada em nivel proteico e também de
transcritos das células. A determinacdo qualitativa e quantitativa dos niveis de
transcritos de células vegetais permite que genes, diferencialmente expressos
possam ser identificados, e consequentemente, sua fungdo metabdlica pode ser
investigada (KUHN et al., 2001).

A resposta das plantas ao estresse hidrico é muito complexa e envolve a
expressdo de muitos genes e caminhos para diversos mecanismos e interagdes
com os ambientes. Os niveis de moléculas osmoprotetoras geralmente aumentam
durante o estresse. De maneira geral, os produtos génicos induzidos pelo estresse
podem ser classificados em trés grandes grupos:

1) aqueles que protegem a planta contra os estresses ambientais:
incluiem as proteinas que funcionam protegendo as células da desidratacéo,

como as enzimas envolvidas na biossintese de varios osmoprotetores tais como
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prolina e betainas, proteinas LEA (“late embryogenesis abundant™), chaperonas
e enzimas detoxificadoras. Varios genes codificam enzimas envolvidas na
biossintese dessas moléculas ja foram isolados, como colina desidrogenase e
colina oxidase (sintese de glicina betaina), manitol-1-fosfato desidrogenase
(sintese de manitol); trehalose-6-fosfato desidrogenase (sintese de trehalose); e
D1-pirrolina-5-carboxilato sintetase (sintese de prolina). Genes que codificam
enzimas que sintetizam moléculas osmoprotetoras podem ser utilizados na
obtencdo de plantas transgénicas com maior tolerdncia a estresses abidticos
(SERRAJ; SINCLAIR, 2002; MOLINARI et al., 2004);

2) aqueles que regulam a expressdo génica e a transducdo de sinais de
resposta a estresses: estdo as proteinas quinases e fatores de transcricdo
envolvidos na transducdo de sinais que desempenham papel fundamental na
resposta da planta ao estresse (SEKI et al., 2002). At¢ o momento foram
descritas quatro vias de transducdo de sinais envolvidas na resposta da planta ao
estresse hidrico, sendo duas vias ABA dependentes (I e 1) e as outras duas ABA
ndo dependentes (Il e IV) (; SEKI et al., 2002; YAMAGUCHI-SHINOZAKI;
SHINOZAKI, 2005);

3) e genes de fungbes desconhecidas (SEKI et al., 2002;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005). O horménio Acido
Abiscisico (ABA) é conhecido por mediar respostas das plantas em condi¢do de
diversos estresses ambientais, tais como seca, frio, calor e salinidade. O
acimulo de ABA nas células de plantas sob estresse hidrico estimula o
fechamento dos estbmatos e regula a expressdo de varios genes, aumentando a
capacidade das plantas em suportar as condicfes de estresse (CUTLER et al.,
2010; DING 2013).

Em nivel celular, alteracdes na expressdo de determinados genes
induzem alteracGes metabdlicas em resposta ao estresse. Um dos elementos que

participam dessa resposta séo as proteinas resistentes ao calor. Sob condigdes de
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estresse hidrico, as plantas acumulam uma série de proteinas, tais como as LEAS
proteinas (late embryogenesis abundant proteins) e proteinas heat shock, (MIN
etal., 2012).

As LEAS proteinas tém sido amplamente estudadas e relatadas como
participantes em varios processos de desenvolvimento e acumuladas em resposta
a estresses tais como: seca, salinidade, baixas temperaturas ou tratamento com o
fitohormonio ABA (SHAO et al, 2005).

O gene ZmLEA3 que se expressa em condi¢Oes de estresse bidtico e
abidtico também € importante e é pertencente ao grupo LEA 3 do milho (LIU et
al. 2013) e de acordo com o0s autores, uma superexpressdo desse gene em tabaco
resultou em um aumento da toleréncia ao estresse osmatico e oxidativo.

Estresses ambientais podem dar origem a diversos compostos tdxicos
para as plantas, como no caso dos aldeidos, 0s quais podem ser quimicamente
reativos e toxicos em altas concentragdes (ZHOU et al., 2012). Para reverter esse
processo, a enzima Aldeido Desidrogenase (ALDH) pode desintoxicar os
aldeidos por oxidacdo de seus acidos carboxilicos correspondentes. Em milho,
28 genes de ZmALDHSs foram identificados e estudados sob varias condi¢des de
estresse. Dentre os genes identificados, ZmALDH9, ZmALDH13 e ZmALDH17
estavam envolvidos com o estresse hidrico (ZHOU et al., 2012).

A transducdo de sinais celulares nas plantas, especialmente as proteinas
de fosforilagdo e desfosforilacdo desempenham importante papel nos processos
de mudancas fisioldgicas e metabolicas quando expostas a um determinado tipo
de estresse. As proteinas fosfatases, por exemplo, exercem uma funcéo chave na
modulacdo e reversibilidade desses mecanismos regulatérios e podem ser
divididas em dois tipos, proteina tirosina fostatase e proteina serina/treonina
fosfatase. Essa ultima pode ainda ser classificadas em tipo 1 (PP1), tipo 2A
(PP2A), tipo 2B (PP2B), e tipo 2C (PP2C) (HU et al., 2010). A proteina do tipo

2C fosfatase (PP2C) tem sido bastante estudada ultimamente como sinalizadora



22

de estresses abidticos em plantas. Em milho poucos genes dessa proteina ja
foram identificados, como 0 ZmPP2C, o qual é altamente expresso em raizes e
em brotos estiolados.

Em condi¢bes de estresse por frio, foi observada em plantas de
Arabidopsis com superexpressdao do gene ZmPP2C, alta taxa e velocidade de
germinacdo, alta atividade de enzimas antioxidantes, tais como superdxido
dismutase e catalase. Assim, de acordo com os autores, 0 gene ZmPP2C pode
atuar como um regulador positivo na resisténcia a estresse abidticos. (HU et al.,
2010). Em outro estudo (LIU et al. 2009), a superexpressdo do gene ZmPP2C
também em plantas de Arabidopsis expostas o estresse hidrico e salino, diminuiu
significativamente a inibicdo por ABA na germinagdo das sementes e no
crescimento das raizes das plantas transgénicas. Com esses resultados, os autores
concluiram que esse gene estd envolvido na transducdo de sinais em plantas
sobre estresse.

Em diversos estudos tem sido observado que o aumento da tolerancia ao
estresse hidrico por intermédio do ABA estd associado com a inducdo de
diferentes sistemas de defesa antioxidantes, tais como as enzimas escavengers
(SOD, POX, CAT) e antioxidantes ndo enzimaticos, como o acido ascorbico,
glutationa e carotenoides (DING et al., 2013). O horm6énio ABA ainda induz a
atuacdo de varios componentes importantes na defesa antioxidante, como Calcio
(Ca2+), calmodulina, proteina kinase ativada por nitrogénio (MAPK) e proteina
guinase dependente de célcio/calmodulina (CCaMK).

A maioria dos genes responsivos ao estresse é regulado por ABA, porém
existem alguns genes que ndo sdo, indicando a existéncia de diferentes
mecanismos moleculares reguladores na expressdo de genes responsivos aos
estresses, um ABA-Dependente e outro ABA-Independente.

Na via independente de ABA, foi identificada em Arabidopsis thaliana

uma familia de fatores de transcricdo conhecida como DREB (Dehydration
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Responsive Element Binding protein — Proteina de ligacdo ao elemento
responsivo a desidratacdo). O gene DREB, codifica para uma proteina
regulatéria, a proteina DREB, a qual é um fator de transcricdo que esta
envolvido na ativacdo de outros genes relacionados a tolerncia ao estresse
hidrico.

Por participarem de etapas iniciais do processo de percepcdo e
sinalizagdo, os fatores de transcri¢do acabam regulando a expressdo de varios
grupos de genes. Isto torna interessante o uso de fatores de transcricdo em
trabalhos de engenharia genética onde se busca aprimorar caracteristicas de
tolerancia a estresses como seca, salinidade, congelamento, entre outros.

As proteinas DREB atuam no topo da cascata de eventos moleculares,
induzindo respostas de defesa contra a desidratacdo celular. Genes homdlogos a
essa familia tem sido identificados em canola, cevada, trigo, arroz (OsDREB1A,
OsDREB1B, OsDREB1C, OsDREB1D e OsDREB2A), soja (GmDREBa,
GmDREBb e GmDREBc, GmMDREB2A) e milho (ZmDREB1A e ZmDREB2A).

A proteina DREB1A atua como um fator de transcricdo e possui em sua
estrutura o dominio ERF/AP2 (ethylene responsive factor — fator responsivo ao
etileno/APETALA) que interage especificamente com uma regido conservada
denominada DRE (Dehydration Responsive Element - elemento responsivo a
desidratagdo), um elemento cis-atuante presente na regido promotora de varios
genes ativados durante condigdes de seca (MARUYAMA et al., 2009).

As respostas ascorbato peroxidase (APX) estd directamente envolvido
na proteccdo de células de plantas contra as condi¢cBes ambientais adversas.
Além disso, em plantas mutantes com gene APX houve alteragdes no
crescimento, fisiologia e metabolismo antioxidante revelando as enzimas
envolvimento no desenvolvimento normal da planta.

As diferentes isoformas da APX sdo classificados de acordo com sua

localizagdo subcelular: isoformas sollveis sdo encontradas no citossol (CAPX),
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mitocondria (mitAPX) e estroma do cloroplasto (SAPX), enquanto que as
isoformas ligadas & membrana sdo encontrados em microcorpo (incluindo
peroxissoma e glioxissomo) (MapX) e tilacbides de cloroplastos (tAPX).
(CAVERZAN et al., 2012).

O estresse hidrico imposta em cultivares de Vigna unguiculata (L.)
discrepantes quanto a tolerancia a seca induziu diferentes acimulos de genes de
transcricdo para APX. Na cultivar considerada tolerante observou-se que a
expressao dos genes de APX nos cloroplastos foi estimulada mais precocemente
quando comparada com a variedade suscetivel, em condicGes de estresse hidrico
(D’ARCY-LAMETA et al., 2006).

Em niveis relativos de transcritos APX houve mudangas distintas em
dois gendtipos de trigo submetidas estresse hidrico moderado. Os niveis de
expressdo CAPX1 aumentaram em ambos 0s genotipos, enquanto cAPX2 foi
regulada apenas no genoétipo tolerante a seca. O gene cAPX1 pode, assim,
desempenhar um papel chave na aclimatacdo das plantas ao estresse, tais como
seca e calor combinados (KOUSSEVITZKI et al., 2008).

2.5 Expresséao de genes em diferentes tecidos da plantula e semente

De acordo com os trabalhos iniciais na area de expressao, as analises
protedmicas em plantas foram divididas em duas categorias: 1) estudo do
proteoma especifico de determinados Orgdos ou tecidos e conseqliente
elaboracdo de mapas protedmicos de referéncia e; 2) andlise protedbmica
comparativa de diferentes proteomas (ROSE et al., 2004). Este Gltimo ainda
pode ser dividido de acordo com o objetivo do estudo em: 1) avaliagdo entre
diferentes genoétipos; 2) avaliagdo da influéncia da aplicagdo de sinais no

metabolismo vegetal, como por exemplo, a adi¢do ou supressdo de reguladores
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de crescimento e; 3) comparacdo entre diferentes tecidos e/ou estadios de
desenvolvimento vegetal.

Os tecidos vegetais possuem significativa quantidade de &gua e baixa
relacdo proteina/matéria fresca, além de possuir substancias que interferem na
analise protéica, como compostos fenolicos, enzimas proteoliticas e oxidativas,
terpendides, pigmentos, acidos organicos, ions inibitorios e carboidratos. Apds a
extragdo, geralmente as proteinas sdo precipitadas em solucBes salinas,
tamponantes e/ou solventes organicos, visando a eliminacdo da maioria dos
interferentes (CARPENTIER et al., 2005).

Todos os tecidos da planta sdo afetados pelo estresse hidrico, entretanto,
a raiz é o primeiro 0rgédo a detectar variagdes no contetdo de agua disponivel no
solo. Com a percepcdo do estresse hidrico, as raizes podem sinalizar para o
fechamento dos estbmatos, cuja condutancia estomatica estd diretamente
relacionada com o status hidrico do solo (LOCY et al. 2006).

Como resposta ao estresse hidrico, o crescimento da raiz priméria €
estimulado, possivelmente regulado pelo aumento do conteGdo de ABA, que
também ¢é relacionado na sinalizagdo entre os tecidos (SHARP et al. 2004). A
detec¢do precoce do estresse hidrico e a transducdo de sinal € uma etapa muito
importante para a resposta da planta ao estimulo ambiental. Proteinas quinases,
fosfatases e calmodulinas (GUO et al. 2002; YOSHIDA et al. 2006) estdo
diretamente envolvidas neste processo metabélico.

Em resposta ao estresse hidrico, as plantas induzem modificacdes
morfoldgicas, observadas na parte aérea da planta, e bioquimicas, para protegdo
contra a dessecacdo (DACOSTA; HUANG; RACHMILEVITCH, 2006). Assim,
para a protecdo contra os efeitos do estresse hidrico, varios genes sdo induzidos:
transcritos que codificam para proteinas osmoprotetoras, de detoxificagdo, de
transporte de &gua e de regulacdo, além de outros genes (GORANTLA et al.
2007; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI 2007).
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Os efeitos do estresse hidrico foram avaliados em raizes (POROYKO et
al. 2007) e tecidos reprodutivos de milho (ZHUANG et al. 2007). No estudo
com raizes foi observado que as diferentes regibes de crescimento sdo
influenciadas de diferentes maneiras pela seca, € que 0S genes expressos
exercem funcgbes distintas em cada regido da raiz, como por exemplo, 0s genes
do metabolismo de defesa prevalecentes nas zonas de crescimento opostas ao
apice. De maneira semelhante, 0os mecanismos de resposta ao estresse hidrico
foram diferentes em cada 6rgdo reprodutivo analisado, apresentando apenas um
pequeno conjunto de genes expressos em ambos tecidos, 0s quais estdo
envolvidos principalmente no metabolismo de agucares, entre outros processos
celulares.

As plantas sdo constituidas por uma grande familia multigenica a qual
esta relacionada com as respostas a diversos tipos de estresses abioticos. De
acordo com Ding et al, 2013, o gene ZmCPK11 esta claramente envolvido na
expressao e atividades de enzimas antioxidantes em folhas de milho.

Em pesquisa realizada por Liu et al., (2013), dezoito genes de milho
ZmDREB1 e ZmDREB2 foram clonados e analisados para determinar o padrdo
de expressdao génica em resposta ao estresse hidrico. Esses genes foram
renomeados como ZmDREB1.1 e ZmDREB2.1, respectivamente. Os genes do
tipo ZmMDREBL1 foram altamente expressos em raizes, e outros genes ZmDREB2
exibiram um baixo nivel de expressdo em diferentes tecidos na variedade B73 de
milho desenvolvidos em condigdes sem estresse.

A associacdo entre a variacdo genética de cada gene ZmDREB com
tolerancia a seca foi avaliada utilizando uma populacdo diversificada de milho
que consistia de 368 variedades de regides tropicais e temperadas. A expressdo
de todos os genes ZmDREB foi examinado experimentalmente em folhas e
raizes de plantulas de milho com 3 semanas sob estresse, por analises de PCR

quantitativo em tempo real, e uma regulagdo positiva de todos 0s genes
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ZmDREB1 foi observada em resposta a desidratagdo, especialmente nas raizes.
A maior resposta gene de desidratacdo-indutivel foi observada em ZmDREB1.7,
cuja expressdo foi regulada positivamente mais do que 400 vezes nas raizes, e
300 vezes nas folhas, em relacdo a expressdo sob condi¢bes de crescimento
normais. Entre os genes ZMDREB2,0 gene ZmDREBZ2.8 exibiu a maior resposta
de desidratacdo-indutivel com cerca de um aumento de 80 vezes ha expressdo de
raiz. No entanto, nao foi altamente expresso nas folhas.

Para avaliar a expressdo diferencial do gene AtDREB2A CA de duas
linhagens de soja geneticamente modificada (GM) - P1397 e P2193 - foram
analisadas folhas e raizes submetidas a varias tratamentos de desidratacdo. Em
ambas as linhagens de soja GM foram observadas elevada expressdo do gene,
com 0s mais altos niveis de expressdo durante estresse hidrico, em raizes da
linhagem P2193 (ENGELS et al., 2013).

O gene AtDREB2A codifica uma proteina em resposta a desidratacdo
celular, uma defesa da planta contra danos causados pela perda de agua. Em
plantas transgénicas de milho com esse gene, houve maior estabilidade e
producdo de gréos sob estresse de seca em casa de vegetacdo. (ALVES et al.,
2014).

CBF/DREBs (C-repeat/dehydration-responsive element binding factors)
sdo fatores de transcricdo que se ligam a uma regido especifica presente em
diversos genes relacionados com a tolerancia ao estresse hidrico. Essa regido
possui uma sequencia conservada -GCCGAC- denomidada de CRT/DREs (C-
repeat/dehydration-responsive elements).

A superexpressdo do gene ZmDBP3, membro do subgrupo Al da
familia CBF/DREBS, extraido de plantulas de milho aumentou a tolerancia ao
frio e a seca em plantas transgénicas de Arabidopsis (WANG et al., 2009). A

transcricio do gene ZmDBP2 foi altamente induzida pela seca, e a
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superexpressao deste melhora a tolerdncia ao estresse hidrico em plantas
transgénicas de Arabidopsis. (WANG; YANG; WANG, 2011).

A caracterizacdo funcional do gene ZmAN13, membro da familia ZNF-
ANL1 em plantas de milho foi feita por Xuan (2011), cuja expressdo é induzida
por um ou varios estresses abioticos. A expressdo desse gene foi mais elevada
em folha do que em outros 6rgdos, e é induzida pelo frio e por tratamento de
ABA e também sob estresse a seca. J& a superexpressdo de ZmAN13 em
Arabidopisis apresenta tolerdncia conferida ao frio, mas causou em linhagens

transgénicas mais sensibilidade a seca.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagdo

A pesquisa foi conduzida no Laboratério Central de Sementes na
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.2 Sele¢do de linhagens e hibridos de milho contrastantes quanto a

tolerancia ao estresse hidrico

A escolha dos materiais genéticos utilizados nesta pesquisa foi feita apos
analise do trabalho desenvolvido por Abreu et al., 2016. Foram selecionadas
quatro linhagens contrastantes sendo duas linhagens tolerantes (T), 91-T e 32-T,
e duas linhagens ndo tolerantes (NT), 57-NT e 37-NT, ao estresse hidrico.
Também foram selecionados quatro hibridos simples, sendo dois hibridos
tolerantes, 91x75-T e 32x75-T, e dois hibridos ndo tolerantes, 37x57-NT e

31x37-NT, ao estresse hidrico.

3.3 Determinagéo da qualidade inicial das sementes

A qualidade inicial das sementes das linhagens e dos hibridos
selecionados foi avaliada pelo teste do envelhecimento acelerado. O método
utilizado foi o de mini camaras do tipo "gerbox". As sementes foram distribuidas
sobre uma tela suspensa no interior da caixa contendo 40 mL de agua. As
sementes permaneceram incubadas durante 96 horas, numa temperatura de 41°C,
e em seguida foi efetuado o teste de germinagdo como descrito ha RAS - Regras

para Analises de Sementes (2009).
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizados
com quatro repeticoes. As analises estatisticas foram realizadas nos dados de
porcentagem de plantulas emergidas e avaliadas por meio do software Sisvar
(Sistema de Andlise de Variancias) para Windows (FERREIRA, 2000) e a
comparacdo das médias foi feita pelo teste de Scott e Knott a 5% de

probabilidade.

3.4 AvaliagBes da qualidade fisiologica de sementes e caracteristicas de

plantulas em condic6es contrastantes quanto ao estresse hidrico

As sementes das linhagens e dos hibridos selecionados foram avaliadas
quanto a qualidade fisiolégica de sementes e caracteristicas de plantulas sob

condi¢cdes com e sem estresse hidrico.

3.4.1 Emergéncia e indice de velocidade de emergéncia (1\VE)

As sementes foram semeadas em bandejas de plastico (20 cm x 22 cm x
12 c¢cm) contendo areia como substrato, em quatro repeticbes de 25 sementes, e
foram expostas a duas condi¢cdes, com estresse e sem estresse. Como forma de
imposic¢do do estresse hidrico, a capacidade de retencdo de agua do substrato foi
ajustada para 10% e para a condi¢do sem estresse, controle, 70%. A reposicao da
agua foi feita diariamente, com base no peso inicial de cada bandeja, e colocadas
para germinar em camara de crescimento a 25°C.

A emergéncia foi avaliada considerando-se o porcentual de plantulas
emergidas no sétimo dia, apos a semeadura.

O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi realizado avaliando-se o
namero de plantulas emergidas por dia, realizado em conjunto com o teste de

emergéncia. O IVE foi calculado pela formula proposta por Maguire (1962).
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3.4.2 Avaliagdo do comprimento da parte aérea e da raiz

A avaliacdo do comprimento da parte aérea e de raiz foram realizadas
em plantulas oriundas do teste de emergéncia em bandeja nas condicGes
contrastantes quanto a disponibilidade de agua, entre as sementes germinadas.
Mediram-se os tecidos, parte aérea e raiz, com auxilio de régua graduada. As
plantulas foram armazenadas em deep-freezer para posterior analise proteémica

e transcriptdbmica.

3.4.3 Procedimentos estatisticos

O delineamento experimental utilizado foi esquema fatorial 8x2, sendo
oito genotipos e duas condigdes de disponibilidade hidrica. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizados com quatro repeticdes. As analises
estatisticas foram realizadas por meio do Sisvar (Sistema de Andlise de
Variancias) para Windows (FERREIRA, 2000) e o agrupamento das médias foi
feita pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade.

3.5 Analises protedbmicas

Para as analises de proteinas e de transcritos sementes dos oito
gendtipos foram semeadas substrato contendo 70% e 10% de capacidade de
retencdo de &gua no solo, constituindo as condi¢Ges de controle e estresse,
respectivamente. Apoés sete dias da semeadura, as plantulas foram removidas do
substrato, lavadas e separadas em parte aérea e raiz. Os tratamentos utilizados no
ensaio foram sementes secas dos oito gendtipos selecionados, parte aérea e raiz

nas sob as duas condicBes contrastantes dos oito gendtipos, conforme Figura 1.
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Figura 1 - Tratamentos utilizados no ensaio: oito gendtipos (tolerantes - L91-T,
L32-T, H 91x75-T, H 32x75-T, e ndo tolerantes - L37-T, L57-T, H
31x37-NT e H 37-Tx57-NT), trés tecidos (semente seca, parte aerea
e raiz) e as plantulas submetidas a duas condigdes (estresse e

controle).
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3.5.1 Analise das enzimas CAT, SOD, PO, e EST por meio da técnica de

eletroforese

Para a analise da expressao das enzimas catalase, superoxido desmutase,
peroxidase, e esterase, as sementes, raiz e parte aérea de plantulas foram
trituradas na presenca de PVP (Polivinilprirrolidona) e nitrogénio liquido em
mortar de porcelana sobre gelo e posteriormente as amostras foram armazenadas
a temperatura de -80°C.

Para a extracdo das enzimas, foi utilizado o tamp&o Tris HCL 0,2M pH
8,0 + (0,1% de mercaptoetanol), na propor¢do de 250ul. por 100mg de
sementes. O material foi homogeneizado em vortex e mantido overnight, em
geladeira, seguido de centrifugacéo a 14.000 rpm por 30 minutos, a 4°C.

A corrida eletroforética foi realizada em sistema de géis de
poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O sistema
gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados 60 uL do
sobrenadante das amostras no gel e a corrida eletroforética foi efetuada a 120 V
por 5 horas.

Terminada a corrida, os géis foram revelados conforme Alfenas et al.
(2006), com modificagOes. Foi realizado ainda a quantificagdo das enzimas pelo

software ImageJ®, em pixel® (2016).

3.5.2 Analise de proteinas resistentes ao calor

Para a analise da expressdo proteinas resistentes ao calor os embrides

das sementes, raiz e parte aérea de plantulas, foram trituradas na presenca de
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PVP e nitrogénio liquido em mortar de porcelana sobre gelo e posteriormente as
amostras foram armazenadas a temperatura de -80°C.

Para a extracdo das proteinas resistentes ao calor, foi adicionado as
amostras, ja maceradas, a solucdo tampéo (50mM tris-HCL-7,5; 500mM NaCL;
5mM MgCI2; 1mM PMSF) na propor¢do de 1:10 (peso do material: volume
tampdo de extragdo), e transferidos para microtubos de capacidade de 1500pL.
Os homogeneizados foram centrifugados a 14000rpm por 30 minutos, a 4°C, e 0
sobrenadante foi incubado em banho-maria a 85°C por 15 minutos e hovamente
centrifugado. O sobrenadante foi vertido em microtubos e o pellet, descartado.
Antes da aplicacdo no gel, os tubos de amostras contendo 70pL de extrato +
40pL de solucdo tampéo da amostra (2,5mL de glicerol; 0,46g de SDS; 20mg de
azul Bromofenol e completado o volume para 20 ml de tampéo de extracdo Tris
pH 7,5) foram colocados em banho-maria com agua em ebulicdo por 5
minutos. Foram aplicados 50uL do extrato com proteinas resistentes ao calor +
tampdo da amostra por canaleta, em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5%
(gel separador) e 6% (gel concentrador). A corrida eletroforética foi realizada a
150 v e os géis corados em Coomassie Blue a 0,05%, durante 12 horas e
descorados em solucdo de acido acético 10% (ALFENAS, 2006). Foi realizado

ainda a quantificacio das proteinas pelo software ImageJ®, em pixel® (2016).

3.6 Analise da expressao de transcritos por meio da técnica de gRT-PCR

A expressdo dos transcritos envolvidos no processo de tolerancia ao
estresse hidrico por meio da técnica de qRT-PCR foi dividida em quatro etapas:
Extracdo e Purificacdo do RNA, Transcricdo reversa para sintese do cDNA,

PCR em tempo real, e Analise dos resultados.
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3.6.1 Extracéo e Purificagdo do RNA

Para a extracdo do RNA as sementes e as partes das plantulas de milho,
parte aérea e raiz, foram maceradas na presenca de nitrogénio liquido e com a
adicdo do reagente Pure Link RNA Plant® (Invitrogen), seguindo as
especificagdes do manual do fabricante.

A integridade e pureza do RNA foram avaliadas em todas as etapas com
a utilizacdo da eletroforese em gel de agarose 1,5% (corados com GelRed™
Nucleic Acid Stain, 10,000X in Water) e em espectrofotdmetro (BioTek™
Eon™ Microplate Spectrophotometer).

Apos as extracdes dos &cidos nucleicos, as amostras foram tratadas com
DNAseFree para evitar qualquer contaminagdo com DNA. Para isso foi utilizado
0 KitDNAse Turbo Free® AMBIOM de acordo com protocolo recomendado
pelo fabricante.

Para comprovar a eficiéncia do tratamento com DNAse foi realizada
reacdo de PCR convencional. Como controle positivo foi utilizado uma amostra
de DNA genomico de milho. O primer utilizado foi o correspondente ao gene
constitutivo Ubiquitina. Foi preparado um gel de agarose 1,5% e corado com

brometo de etideo para a visualizacdo das possiveis amplificacdes.

3.6.2 Transcricgdo reversa para sintese do cDNA

Apobs o processo de extracdo e purificagdo, os RNAm foram utilizados
como molde para a sintese de cDNA. Foi utilizado kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription cDNA® da Applied Biosystems, segundo protocolo
recomendado pelo fabricante. A eficiéncia da sintese de cDNA foi comprovada
por meio de PCR convencional. Nessa analise foi utilizado como controle

positivo a amostra de DNA genémico de milho, e o primer correspondente ao
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gene constitutivo Ubiquitina. Foi preparado um gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etideo para visualizagdo das amplificagdes.

3.6.3 Desenho dos primers

Os genes-alvo foram escolhidos por sua importancia conhecida na
tolerancia ao estresse hidrico na cultura do milho, apds revisdo bibliogréafica.

As sequéncias dos genes-alvo escolhidos foram encontradas por meio de
busca no banco de dados do genoma milho sequenciado no GenBank. Com base
nessas sequéncias foram desenhados os primers utilizando-se o software Primer
Express 3.0 (Applied Biosystems). As sequéncias dos primers utilizados estdo
apresentadas na Tabela 1. Como genes de referéncia foram utilizados os genes
da Ubiquitina e ADH. (LIVAK; SCMITTGEN, 2001; SCHOLDBERG et al.,
2009).
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Tabela 1 - Primers utilizados na andlise de gRT-PCR.

Gene Funcéo Sequéncia 5'------ 3
- CCACGAGACCACCTACAA
Biossintese de
Zmlea 3 osmoprotetores cr
P R CCTTTCTGGAGG AGCAAC
Desintoxicar os aldeidos por E CATCTACGTGCAGGAAGG
ZmALDH9 oxidacdo de seus acidos GAT
carboxilicos R TTGGCTGACACTCGGGTT
correspondentes G
. GGAAGCTCCGATAACATC
Regulador positivo na F
ZmPP2C resisténcia a estresses ACAGT
o TCTTTGTCGTCGCCTGATT
abidticos R TC
= CCTCCACGACCCCGACAA
Expressdo e atividades de TG
ZmCPK11 enzimas antioxidantes R ACCTCTCCGAG
CACCCCAAC
ZmDREB2 Proteinas de elemento de GCAGCCCGGAAGGAAGAA
AJ2.1S ligagdo que respondem a R GATGACAGCTGCCACTGA
' desidratacao CGTA
. CATGAGCTGGGATCTATA
Proteinas de elemento de F CTAC
ZmDBP3 ligagdo que respgndem a CAAGGTATCAACGTCCTC
desidratagao R A
Funcs lad F AGCTGTTGCCCAAGTCGA
ZmAN13 ung&o reguladora em GTT
resposta ao estresse abiotico R  GCTGGGTCCGGCAACAT
CAPX Expressdo e atividadesde F TGAGCGACCAGGACATTG
enzimas antioxidantes R GAGGGCTTTGTCACTTGGT
= AAGGCCAAGATCCAGGAC
UBI Gene de referéncia AA
TTGCTTTCCAGCGAAGAT
R GA
F AGGACGCTGAGTTAAGAC
A C
ADH Gene de referéncia - CACATTTGGCAGATCAGT
GC

(F) sequéncia do primer foward e (R) sequéncia do primer reverse.
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3.6.4 Andlise dos resultados

Para a analise de expressdo dos genes selecionados foi utilizado o
aparelho ABI PRISM 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems), com método
de deteccdo via SYBR Green. Foram utilizadas amostras de cDNA obtidas de
semente, parte aérea e raiz de oito gendtipos de milho, em duplicatas biol6gicas.
A eficiéncia dos primers desenhados foi determinada pela curva de dilui¢do por
quantificagdo absoluta.

No ensaio de expressdo, em cada reagdo utilizou-se 1 pL de cDNA
(diluido 1:5), 0,4 pL de primer forward/reverse (10uM) e 5 pL de Master
MixSYBR green (Applied Biosystems) totalizando um volume final de 10 pL.
As amostras foram pipetadas em triplicatas técnicas, e um controle sem cDNA
(NTC) foi incluido para cada par de primers. Os resultados foram normalizados
usando CTs (Ciclo de threshold) obtidos pela expressdo dos genes de referéncia
Ubiquitina (UBI) e Desidrogenase Alcodlica (ADH). O CT foi determinado pelo
namero de ciclos no qual a fluorescéncia gerada dentro de uma reacgdo cruza a
linha de base (threshold cycle, CT). A expressao relativa foi analisada pelo
método Pfaffl (2001).

As condicOes térmicas da reacdo foram: 2 minutos a 50°C e 10 minutos
a 95°C para iniciacdo, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto
a 60°C, e finalizando-se com 15 minutos a 95°C. Ao fim da ciclagem, uma curva
de desnaturagdo de 60-95°C mostrou a especificidade da reacdo de PCR. Os
dados foram coletados, exportados pelo programa 7500 Fast Software (Versdo

2.1) e analisados em planilha Excel (Microsoft).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Qualidade inicial das sementes

As sementes dos gendtipos selecionados foram submetidas ao teste de
envelhecimento acelerado para a avaliacdo da qualidade fisioldgica inicial. Os
resultados permitiram classificar os lotes em dois grupos (Tabela 2). Pode-se
observar na Tabela 2 que a linhagem 91-T e os hibridos 91x75-T e 32x75-T se
sobressairam no teste de envelhecimento acelerado. Esses gendétipos foram

selecionados como tolerantes ao estresse hidrico e apresentaram alto vigor.

Tabela 2 - Valores médios de vigor, de sementes de oito gendtipos de milho
submetidas ao teste de envelhecimento acelerado.

Geno6tipo Envelhecimento acelerado
91-T 99a
32-T 95 b
91x75-T 98 a
32X75-T 99a
37-NT 91 b
57-NT 93 b
31x37-NT 95 b
37x57-NT 91 b

*Agrupamento de médias, pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade.

4.2 Qualidade fisioldgica e caracteristicas de plantulas

Quanto aos resultados observados para qualidade fisiologica de
sementes e caracteristicas avaliadas em plantulas submetidas & condicao estresse
e controle, foi observada interagdo significativa entre os gendtipos e as duas
condicdes (controle e estresse) apenas para a carcateristica de comprimento de

parte aérea. Para todas as caracteristicas observou-se diferenga significativa para
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0s genotipos. Nao houve diferenca significativa entre as condic¢bes controle e
estresse em relacdo a emergéncia de plantulas.

No teste de emergéncia das plantulas houve efeito significativo, no nivel
5% de probabilidade para os genétipos, dividindo-se em dois grupos de médias.
Dessa forma, para os quatro hibridos e linhagem 91-T foram observados maiores

médias para emergéncia de plantulas em relagcdo aos demais (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores médios de emergéncia de plantulas de oito gendtipos de
milho sob duas condi¢fes: controle e estresse.

Genétipo Emergéncia
Controle Estresse Média
91-T 98 100 99a
32-T 93 92 93 b
91x75-T 97 96 97 a
32x75-T 99 99 99a
37-NT 89 98 94 b
57-NT 96 92 94 b
31x37-NT 100 98 99a
37x57-NT 99 97 98 a

*Agrupamento de médias, pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade.

Em outro estudo, Abreu et al., (2014) observou maior vigor de sementes
da linhagem 91-T sob condi¢cBes de restricdo hidrica. Os hibridos por
apresentarem heterose, possuem média superior a dos seus parentais, fato este
que pode ser observado nos resultados de comprimento de raiz. A heterose pode
ser devida a dominancia, sobredominancia ou outras causas. Gomes et al.,
(2000) observaram que a heterose também é expressa na qualidade fisiologica
das sementes de milho.

Para o indice de velocidade de emergéncia houve um maior nimero de
plantulas emergidas por dia em condigdo controle (Tabela 4). Nesta condi¢do

ndo hé restricdo hidrica e no processo de germinacdo a dgua € essencial para a
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retomada de atividades metabdlicas da semente ap6s a maturidade fisiologica. A
velocidade de emergéncia também é influenciada, e a medida que a umidade do
solo diminui, verifica-se inicialmente a reducdo da velocidade de germinagdo e
restricGes mais severas passam a prejudicar a porcentagem de germinacao
(MARCOS FILHO, 2015). Como observado nos resultados do teste de
emergéncia de plantulas, houve maior vigor em sementes hibridas de milho. Nao
houve diferenca estatistica dos valores observados em sementes hibridas e em
sementes das linhagens 91-T e 57-NT. Menores valores foram observados em

sementes das linhagens 37-NT e 32-T.

Tabela 4 - Valores do indice de velocidade de emergéncia de plantulas (IVE) de
oito gendtipos de milho sob duas condigGes: controle e estresse.

Genotipo IVE
Controle Estresse Média
91-T 6,31 4,94 5,62 a
32-T 5,46 4,32 4,89 b
91x75-T 7,05 5,25 6,15a
32x75-T 7,58 5,33 6,45 a
37-NT 5,68 4,88 528 b
57-NT 6,61 4,83 572a
31x37-NT 6,93 531 6,12 a
37x57-NT 6,98 4,92 5,95 a
Média 6,588 A 4,97 B

*Agrupamento de médias, pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade.

Observa-se que 0s genotipos selecionados tiveram maior média do
comprimento de raizes na condicdo controle (Tabela 5). A restricdo hidrica no
solo reduz a germinacdo e o desenvolvimento das pléntulas em razdo da
interferéncia no processo de embebicdo das sementes e de alongamento celular
(MARCOS FILHO, 2015).
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Também foram verificados maiores comprimentos de raizes em
plantulas provenientes de sementes dos hibridos 91x75-T e 32x75-T, seguidos
dos observados para as linhagens 91-T, 32-T e hibrido 37x57-NT. Menores
comprimentos de raizes foram observados em plantulas da linhagem 37-NT.
Ressalta-se que os hibridos 91x75-T e 32x75-T, foram classificados

anteriormente como tolerantes.

Tabela 5 - Valores médios de comprimento de raiz (cm) de oito gendtipos de
milho sob duas condi¢bes: controle e estresse.

Comprimento de raiz

Genotipo Controle Estresse Média
91-T 21,5 15,1 18,3 b
32-T 19,9 151 175b

91x75-T 26,8 19,7 23,3a

32X75-T 26,3 19,6 229a
37-NT 15,6 12,8 14,2 d
57-NT 19,6 12,7 16,1¢
31x37-NT 18,7 14,3 16,5¢
37x57-NT 21,5 16,5 190b
Média 212 A 15,7B

*Agrupamento de médias, pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade.

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados observados para o
comprimento da parte aérea de plantulas. Na condicdo controle para os hibridos
tolerantes e responsivos 32x75-T e 91x75-T foram observados os valores de
comprimento de parte aerea das plantulas e em plantulas das linhagens 32-T, 37-
NT e do hibrido 31x37-NT os menores valores. J& na condigdo de estresse
plantulas da linhagem 32-T e do hibrido 32x75-T apresentaram-se com menos
comprimento de parte aérea em relacdo ao dos demais geno6tipos. A maioria dos
genotipos apresentou média do comprimento de parte aérea maior quando em

condicdo controle, exceto para a linhagem 32-T e o hibrido 31x37-NT. Nesta
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linhagem n&o houve diferenca significativa entre os valores de comprimento de
parte aérea das plantulas sob condicdo de estresse e controle. Para o hibrido
32x75-T maior comprimento de parte aérea foi observado em condicdo de

estresse.

Tabela 6 - Valores médios de comprimento de parte aérea (cm) de oito gendtipos
de milho sob duas condicdes: controle e estresse.

Parte aérea

Genotipo Controle Estresse
91-T 15,9 bA 9,3aB
32-T 12,1 cA 7.2 bA

91x75-T 19,7 aA 10,8 aB

32X75-T 14,1 aB 8,5 bA
37-NT 12,5cA 8,2 aB
57-NT 15,0 bA 8,1aB
31x37-NT 11,2 cA 9,8 aA
37x57-NT 15,0 bA 9,6 aB

*Agrupamento de médias, pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade.

No geral, o desenvolvimento de plantulas foi reduzido em condigéo de
estresse causado pelo estresse hidrico. Em estudos realizados com hibridos de
milho, Khodarahmpour (2011) também observou que o estresse hidrico reduziu
severamente o crescimento inicial das plantulas. Oliveira et al., (2014) em
trabalho com objetivo de avaliar o efeito do estresse hidrico e salino sobre a
germinacdo de sementes e o desenvolvimento inicial de plantulas de milho doce
sob diferentes potenciais osméticos do substrato, observaram que em condigdes
de estresse, 0 crescimento da parte aérea demonstra ser mais sensivel que o
crescimento radicular. Isso também foi observado neste trabalho, pois o
crescimento da parte aérea dos diferentes gendétipos foi influenciado de forma

diferente em cada uma das duas condicdes.
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Ao comparar 0s resultados observados nos testes de emergéncia de
plantula, IVE, e nas relacionados ao comprimento de raiz e da parte aérea
verifica-se, de uma maneira geral, maiores valores de vigor em sementes da
linhagem 91-T e do hibrido 91x75-T. A linhagem 91-T tem sido relacionada em
algumas pesquisas (ABREU et al., 2014; DUTRA et al., 2015; SILVA NETA et
al., 2015) como tolerante as condi¢cbes de estre hidrico, temperaturas altas e
baixas. No entanto, nesta pesquisa observa-se que o sistema radicular de
pléntulas é comprometido principalmente em condigOes de estresse hidrico. Mas
em combinacdo com a linhagem 75-T, hibrido 91x75-T, observou-se valor
significativo e superior em relacdo aos observados na maioria dos genotipos
avaliados. J& em sementes da linhagem 32-T observou-se 0s menores valores e

indices de vigor.

4.3 Expressao das enzimas SOD, CAT, EST, PO e da proteina resistente ao

calor em diferentes tecidos da plantula e semente de milho

Na Figura 2, observa-se menor expresséo da enzima catalase em raizes
das linhagens e hibridos de milho nas duas condi¢des, controle e estresse, com
excecdo da expressao observada em raizes do hibrido 31x37-NT e da linhagem
37-NT na condigdo controle. A expressdo em raizes foi maior, em condicdo de
estresse, nas quatro linhagens avaliadas. Apenas em raizes do hibrido 31x37-NT
houve maior expressdo na condi¢do controle. De uma maneira geral, para as
sementes hibridas foi observada menor expressdo desta enzima quando

comparada com as linhagens independente do tecido avaliado.
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Figura 1 - Expressdo da catalase (CAT) em sementes (S), parte aérea (PA) e raiz
(R) de oito genodtipos de milho sob duas condicBes (Estresse e
Controle). UFLA, Lavras, 2016.
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Nas linhagens 32-T, 91-T e 57-NT maior expressdo da enzima catalase
foi observada em sementes. Também h& maior expressdo desta enzima na parte
aérea de plantulas submetidas ao estresse hidrico. No entanto, em raizes também
submetidas ao estresse hidrico, a expressdo foi menor guando comparada a
observada no ambiente controle. J& nos gendtipos hibridos maior expressao
desta enzima foi verificada na parte aérea das plantulas, independentemente de
terem sido submetidas ao estresse, ou ndo. Importante ressaltar que dos oito
gendtipos avaliados houve aumento da expressdo da catalase na parte aérea de
pléntulas submetidas a condicdo de estresse em seis destes.

A catalase (CAT) é uma enzima antioxidante que catalisa a conversao de
peréxido de hidrogénio (H,O,) em agua (H,O), e sua menor atividade pode estar
associada a diminuicdo de mecanismos de prevencdo de danos oxidativos
(DUTRA, 2014). Por outro lado, tem sido observado em outras pesquisas, em
diferentes espécies, aumento da expressao desta enzima sob condicBes de
estresse (VEIGA, 2014).

Ao comparar a expressdo da enzima catalase nos diferentes tecidos de
todos os genotipos avaliados observa-se menor expressdo no gendtipo 91x75-T.
Nas avaliacdes relacionadas ao vigor em sementes e plantulas este gendtipo
mostro-se promissor, mesmo sob condicGes de estresse. Outra observacao
refere-se a expressdo relativamente constante desta enzima na parte aérea de
plantulas dos gendtipos 91-T e 91x75-T, independentemente da condigdo de
estresse.

Assim como a catalase, a peroxidase (PO) age transformando o H,O,em
0,. Na Figura 3 pode-se observar que a enzima peroxidase se expressa mais na
parte aérea de plantulas. Em todos os gendtipos foi observada maior expressao
da enzima peroxidase em raizes de plantulas sob condicdo de estresse quando

comparada & observada em plantulas em condig&o controle.
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Figura 2 - Expressdo da peroxidasese (PO) em sementes (S), parte aérea (PA) e
raiz (R) de oito gendtipos de milho sob duas condigBes (Estresse e
Controle). UFLA, Lavras, 2016.
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Para todos 0s genotipos pode ser observada também uma isoforma da
enzima, identificada por meio de seta que se expressou mais em raizes sob
condicdo de estresse. Também houve mais expressdo desta enzima em raizes de
plantulas submetidas ao estresse que em sementes secas.

Com excecdo da expressdao da enzima peroxidase observada em raizes
sob condicdo de estresse, maior expressao desta enzima foi observada na parte
aérea independentemente da capacidade de retencdo de agua utilizadas. Esse fato
pode ser explicado devido maior respiracdo, que implica em maior producéo de
radicais livres e consequentemente maior ativacdo dos sistemas antioxidantes,
como as enzimas peroxidases. (SILVA NETA, 2014)

A enzima superdxido dismutase atua na primeira linha de defesa contra
os radicais livres. O radical superdxido produzido sob condi¢des de estresse é
toxico, tendo uma meia-vida de menos de um segundo e, geralmente, é
dismutado de forma rapida pela SOD a H,0,, um produto relativamente estavel
gue pode ser detoxificado por catalases e peroxidases (MORAIS, 2015).

Na Figura 4, observa-se maior expressdéo da SOD em sementes das
linhagens 32-T, 91-T, 37-NT e 57-NT e menor em sementes dos hibridos. A
expressao da SOD variou entre os genotipos utilizados. Houve expressdo
variavel desta em sementes, raizes e parte aérea, em funcdo do gendtipo
utilizado. Algumas isoformas se expressam mais em sementes e outras na parte
aérea de plantulas. A isoforma identificada como 1 se expressa em sementes de
todos 0s gendtipos e a identificada como 2 na parte aérea de plantulas
submetidas & condicdo de estresse ou ndo. Entre as quatro linhagens avaliadas,
maior expressdo desta enzima foi observada nas linhagens 32-T e 91-T,
independentemente do tecido avaliado, as quais foram classificadas como

tolerante & condicédo de estresse hidrico.
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Figura 4 - Expressdo da superdxido dismutase (SOD) em sementes (S), parte
aérea (PA) e raiz (R) de oito gendtipos de milho sob duas condi¢des
(Estresse e Controle). UFLA, Lavras, 2016.
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A enzima esterase (EST) é um dos sistemas isoenzimaticos mais
polimoérficos em plantas. A EST é uma enzima que esta envolvida em reagdes de
hodrélise de estéres, a qual esta diretamente ligada ao metabolismo dos lipidios,
como os fosfolipidios de membrana. Na Figura 5, estdo apresentados os padrdes
izoenzimaticos da enzima esterase para as linhagens e hibridos. Maior expressdo
foi observada em sementes, para 0s genotipos 91x75-T, 32x75-T, 31x37-NT, 32-
Te91-T.

Em relacdo aos genotipos, observa-se, de maneira geral, maior expressao
da EST nas plantulas para as linhagens 37-NT e 57-NT e nos hibridos que
possuem estas linhagens como parentais (31x37-NT e 37x57-NT). Estes
gendtipos foram classificados como intolerantes ao estresse hidrico. Menor
expressdo desta enzima foi observada nas linhagens 32-T e 91-T,
independentemente da condi¢do de capacidade de retencdo de agua no substrato.

Em condi¢Oes sem estresse, observa-se maior expressdo desta enzima
em raizes das linhagens e em parte aérea dos hibridos. No entanto, na presenca
de estresse por estresse hidrico, houve mais expressdo da esterase na parte aérea
de plantulas, tanto para as linhagens quanto para os hibridos, com excecdo do

hibrido 31x37-NT, no qual houve maior expressdo em raizes, nessas condigdes.
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Figura 5 - Expressao da esterase (EST) em sementes (S), parte aérea (PA) e raiz
(R) de oito genotipos de milho sob duas condigdes (Estresse e

Controle). UFLA, Lavras, 2016.
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Proteinas resistes ao calor sdo acumuladas no final da maturidade
fisioldgica das sementes, e estdo envolvidas na tolerdncia a dessecacdo. Na
Figura 6, observou-se expressdo destas proteinas apenas em sementes. Andrade
et al., (2013) concluiram que as proteinas resistentes ao calor se expressam
diferencialmente nos diferentes genotipos e nos diferentes estadios de
desenvolvimento de sementes. Observou ainda que a maior expressdo é
observada em embrides de sementes de milho. Menor expressdo destas proteinas
foi observada em sementes da linhagem 37-NT e do hibrido 32x75-T. Houve
mais expressao desta proteina em sementes da linhagem 91-T e 57-NT, mas, ndo
muito discrepante da observada em sementes do hibrido 91x75-T e das
linhagens 57-NT e 32-T.

Abreu et al. (2016) avaliou a expressdo de proteinas resistentes ao calor,
sob condicBes de estresse hidrico durante a germinacdo de sementes de
linhagens de milho contrastantes quanto a tolerdncia o estresse hidrico e
verificou que ha diferenga na expressdo de proteinas resistentes ao calor entre as
linhagens discrepantes quanto a tolerdncia ao estresse hidrico. No mesmo
trabalho foi observada maior expressdo de proteinas resistentes ao calor é
observada em sementes da linhagem 91-T, quando submetida a condi¢Bes de

estresse hidrico por um maior periodo de embebicao.
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Figura 6 - Expressao das proteinas resistentes ao calor (PRC) em sementes (S),
parte aérea (PA) e raiz (R) de oito gendtipos de milho sob duas
condigoes (Estresse e Controle). UFLA, Lavras, 2016.
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4.4 Expressdo de genes em diferentes tecidos de plantulas e semente de
milho

Na Figura 7 esta representada a expressdo relativa do gene ZmLEA3. No
geral, 0 gene teve maior expressdo na parte aérea na condicdo controle, exceto
na linhagem 91-T em que a expressdo foi maior em sementes. De acordo com
Liu et al., (2013) uma superexpressao do gene ZmLEA3 em folhas de tabaco

resultou em um aumento da tolerancia ao estresse osmotico e oxidativo.

Figura 7 - Expressdo do gene ZmLEA3 em sementes, parte aérea e raiz de oito
diferentes gendtipos em duas condigdes: estresse e controle. UFLA,
Lavras, 2016.
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91x75-T, cujos valores ndo se diferenciam estatisticamente entre si. Estes
gendtipos foram classificados como tolerantes ao estresse hidrico. Menores
valores foram observadas em sementes dos genotipos 37-NT e 37x57-NT, os
quais foram classificados como néo tolerantes.

Importante ressaltar que em todos os genétipos houve reducdo da
expressao do gene ZMLEA3 em raizes e parte aérea, sob condi¢do de estresse.

A selecdo dos materiais tolerantes utilizando-se a analise em sementes é
importante considerando-se a economia de tempo e espago, uma vez que nao é
necessaria a avaliacdo em plantulas.

Nesta pesquisa, considerando os gendtipos avaliados, a maior expressao
foi observada em sementes na linhagem 91-T, nos hibridos 91x75-T e 32x75-T,
com destaque para a expressdo na linhagem 91-T. Menor expressdo do gene foi
observada em sementes dos genotipos 32-T, 37-NT, 57-NT, 31x37-NT e 37x57-
NT.

A quantificacdo relativa de expressdo do gene ZmALDH9 estd
representado na Figura 8. Assim como observado para o gene ZmLEA3 a maior
expressao foi observada em sementes da linhagem 91-T, também houve maior
expressao deste na parte aérea de plantulas na condigdo controle comparando
com os demais tratamentos. No geral, esse gene ndo se expressa em raiz em
condicdo de estresse. Com excec¢do das linhagens 91-T e 57-T maior expressdo
do gene ZmALDH9 foi observada na parte aérea de plantulas desenvolvidas em
substrato com 70% de capacidade de retencéo de agua.

Em todos os gendtipos foi observada redugdo da expressao deste gene e,
raizes e parte aérea de plantulas desenvolvidas em condicdo de estresse hidrico.
Menor expressdo do gene, na parte aérea de plantulas desenvolvidas em
substrato com 70% de capacidade de retencdo de &gua, foi observada nos
genotipos 37-NT, 57-NT e 37x57-NT, sendo estas classificadas como menos

tolerantes ao estresse hidrico. No entanto, no hibrido 31x37-NT, também
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classificado como menos tolerante, foi observada expressédo maior deste gene em
plantulas desenvolvidas em condicdo controle. Segundo Zhou et al., (2012), esse
gene é potencialmente Gtil no melhoramento genético de milho para selecdo de
cultivares com tolerancia a seca.

Figura 8 - Expressdo do gene ZmALDH9 em sementes, parte aérea e raiz de oito
diferentes gendtipos em duas condigdes: estresse e controle. UFLA,
Lavras, 2016.
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Na Figura 9 esta representada a expressao relativa do gene ZmAN13. Na
condicdo de estresse pode-se observar aumento da expressdo em raizes das
plantulas. Ressalta-se que nos gendtipos tolerantes e responsivos (91-T, 32-T,
91x75-T e 32x75-T) expressdo em raizes, na condicdo de estresse superior que
nas raizes dos demais geno6tipos. Em sementes, a maior expressdo foi observada

na linhagem 91-T. Em pesquisa realizada por Xuan et al., (2011) foi observada
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mais expressao desse gene em folhas de milho. Neste trabalho a expressdo deste
gene também foi avaliada em raiz, caule, coledptilo, estame, estilo estigma e flor

feminina.

Figura 9 - Expressdo do gene ZmAN13 em sementes, parte aérea e raiz de oito
diferentes geno6tipos em duas condicBes: estresse e controle. UFLA,
Lavras, 2016.
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Em todos os gendtipos, menor expressao foi observada na parte aérea de
plantulas submetidas ao estresse, quando comparada a expressdo observada na
parte aérea controle. Nesta condi¢do maior expressdo foi observada em plantulas

das linhagens 91-T e 32-T e menor expressdo na linhagem 37-T e no hibrido
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37x57-NT. Em condicdo controle maior expressdo, deste gene, na parte aérea de
plantulas dos gendtipos 32-T e 91x75-T. Também nestes dois gendtipos foi
observada maior expressdo do gene em raizes desenvolvidas sob estresse
hidrico.

Na Figura 10 esta representada a expressao relativa do gene ZmCPK11.
Este gene esta envolvino na inducdo da defesa antioxidante. Elevada expresséo
relativa do gene foi observada em sementes da linhagem 91-T e do hibrido
32x75-T seguido do hibrido 91x75-T que sdo classificados como gendtipos

tolerantes e responsivos.

Figura 10 - Expressao do gene ZmCPK11 em sementes, parte aérea e raiz de oito
diferentes gendtipos em duas condigdes: estresse e controle. UFLA,
Lavras, 2016.
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Na Figura 11 esté representada a expressdo relativa do gene ZmDBP3.
Menor expressdo foi observada na linhagem 91-T. Entre 0s gendétipos
classificados como tolerantes, houve maior expressdo em sementes da linhagem
32-T e do hibrido 91x75-T. Nos demais gendtipos a expressao deste gene em
sementes foi pequena ou nula. Em todos os gendétipos houve expressdo deste
gene na parte aérea de plantulas desenvolvidas na condicdo controle, com
destaque da expressdo nesta condi¢do nos genotipos 31x37-NT e 37x57-NT.

A superexpressao do gene ZmDBP3, extraido de folhas de plantulas de
milho aumentou a tolerdncia ao frio e a seca em plantas transgénicas de
Arabidopsis (CHANG-TAO et al., 2009).

Figura 11 - Expressdo do gene ZmDBP3 em sementes, parte aérea e raiz de oito
diferentes gendtipos em duas condigdes: estresse e controle. UFLA,
Lavras, 2016.
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Em todos os geno6tipos houve reducdo da expressdo do gene ZmCPK11
na parte aérea de plantulas submetidas ao estresse. Esta reducdo também foi
observada em raizes dos genotipos 37-NT, 57-NT, 31x37-NT, sob condi¢do de
estresse, sendo estes trés classificados como intolerantes ao estresse hidrico.

Szczegielniak et al., (2005) observaram que transcristos de ZmCPK11
estavam presentes em todos 0s Orgdos testados da planta, semente seca e
embebida, pléntulas, raizes, caule e folha em condigdo de estresse ou ndo. Os
autores observaram ainda que a expressao foi relativamente maior em sementes
e plantulas e menor nos caules, raizes e folhas.

Na Figura 12 estd representada a expressdao relativa do gene
ZmDREB2A/2.1S. De uma maneira geral, houve baixa expressdo deste nos
diferentes tecidos. Para a maioria dos genétipos a expressao foi relativamente
maior na parte aéra de plantulas na condicdo controle. Liu et al., (2013),
verificaram que os genes do tipo ZmDREB1 foram significativamente expressos
em raizes, observaram ainda que outros genes, ZmDREB2, se expresseram
pouco em diferentes tecidos da variedade B73 de milho crescido sob condi¢6es
favoraveis de cultivo. Na presente pesquisa, maior expressao em raizes foi maior
guando desenvolvidas sob condicdo de estresse. Engels et al., 2013, inseriu 0
gene rd29A: AtDREB2A CA de Arabidopsis thaliana em soja. Duas linhagens de
soja geneticamente modificadas (P1397 e P2193) foram analisadas para avaliar a
expressao diferencial do gene AtDREB2A CA em folhas e raizes submetidas a
varias tratamentos de desidratacdo. Em ambas as linhagens de soja
geneticamente modificada houve significativa expressdo do gene, em raizes da
linhagem P2193 sob condicOes de estresse hidrico. Esta analise de expressdo
AtDREB2A CA em soja geneticamente modificada permitiu que os autores
selecionassem linhagem P2193 quanto a maior estabilidade em condicbes de

estresse hidrico.
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Figura 12 - Expressao do gene ZmDREB2A/2.1S em sementes, parte aérea e raiz
de oito diferentes gendtipos em duas condicOes: estresse e controle.
UFLA, Lavras, 2016.
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Em todos o0s genétipos houve menor expressio do gene
ZmDREB2A/2.1S na parte aérea de plantulas e maior em raizes em pléantulas
desenvolvidas sob condicdo de estresse.

Na Figura 13 esta representada a expressao relativa do gene ZmPP2C.
Em gendtipos tolerantes e responsivos, 91-T, 32-T, 91x75-T e 32x75-T, houve
maior expressdo relativa em sementes, com destaque para a linhagem 91-T, em
relacdo a expressdo deste em sementes dos gendtipos classificados como
intolerantes ao estresse hidrico, 37-NT, 57-NT, 31x37-NT e 37x57-NT. Liu et
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al. (2009) observaram a superexpressdo do gene ZmPP2C também em plantas de
Arabidopsis expostas aos estresses hidrico e salino. A expressdo deste gene
diminuiu significativamente com a inibicdo por ABA da germinacdo das

sementes e do crescimento das raizes das plantas transgénicas.

Figura 13 - Expressdo do gene ZmPP2C em sementes, parte aérea e raiz de oito
diferentes gendtipos em duas condiges: estresse e controle. UFLA,
Lavras, 2016.
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Em todos os genotipos houve reducgdo da expressdao do gene ZmPP2C na

parte aérea de plantulas desenvolvidas sob estresse hidrico. Nos genoétipos
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classificados como tolerantes houve mais expressao deste gene sob condicfes de
estresse em relacdo a observada em raizes desenvolvidas em condigdo controle.
Na Figura 14 esta representada a expressdo relativa do gene cAPX. Este
gene estd directamente associado a proteccdo de células de plantas contra as
condicBes ambientais adversas. Pode-se observar gque a expressao desse gene foi
maior em sementes da linhagem 91-T, sequida da expressdo em sementes dos
gendtipos 32x75-T, 91x75-T, classificados também como tolerantes ao estresse

hidrico.

Figura 14 - Expressdo do gene CAPX em sementes, parte aérea e raiz de oito
diferentes gendtipos em duas condigdes: estresse e controle. UFLA,
Lavras, 2016.
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Em todos os gendtipos foi observada menos expressao na parte aérea de
plantulas desenvolvidas sob estresse hidrico. Tambem foi observada maior
expressao na parte aérea de plantulas em relacdo a observada em raizes.

Em estudo com dois genotipos de trigo, Secenji et al., (2010) verificou
gue os niveis de expressdo cAPX I, e cAPX Il aumentou significativamente em
Plainsman V (tolerante a seca) em relacdo a Cappelle Desprez (sensivel a seca).

Na linhagem 91-T foi observada maior expressao dos genes ZmLEAS,
ZMALDH9, ZmAN13,ZmCPK11, ZmPP2C e cAPX em sementes. Abreu (2013)
tamém avaliou esta linhagem e considerou-a promissora quanto a tolerancia a
seca pelas avaliagbes de produgdo, prolificidade e intervalos entre
florescimentos feminino e masculino. Ao avaliar genotipos com diferentes niveis
de tolerancia a altas temperaturas, Dutra et al., (2015) concluiu que a linhagem
91-T é mais tolerante em condicdo de altas temperaturas. Considerando estes
resultados infere-se que a linhagem 91-T é promissora quanto a tolerancia a seca
e a altas temperaturas.

A expressdo das proteinas catalase, peroxidase, superoxido dismutase e
proteina resiste ao calor, varia entre genotipos e também nos diferentes tecidos
avaliados. A catalase e a superoxido dismutase foram expressas mais em
linhagens que em hibridos. Tambem foi observada expressdo da catalase na
parte aérea de plantulas, principalmente na condigdo de estresse. Ja em raizes, de
uma maneira geral, a expressdo desta enzima foi menor na condigdo de estresse.

A peroxidase também se expressou mais na parte aérea de plantulas. Ao
comparar os dois ambientes, com e sem estresse, houve maior expressdo desta
enzima em raizes quando as plantulas foram desenvolvidas sob condi¢do de
estresse.

Em relacdo a esterase, houve significativa variacdo da expressdo entre

genotipos e tecidos. Sob condicdo de estresse a expressao foi maior na parte
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aerea de plantulas. J& no ambiente controle, em linhagens a expressao foi maior
em raizes e nos hibridos foi maior na parte aérea de plantulas.

Por meio da analise proteomica nédo foi possivel associar um marcador a
tolerancia ao estresse hidrico, considerando a classificacdo dos genotipos.

Em relacdo a expressdo de transcritos, houve maior expressao dos genes
ZmMLEA3, ZmALDH9 e ZmCPK11 na parte aérea de plantulas. No entanto na
linhagem 91-T a expressao destes genes foram maiores em sementes. Também o
gene ZMCPK11 se expressou mais em sementes do genétipo 32x75-T.

Para o gene ZmAN13, foi observada maior expressdo em raizes
desenvolvidas na condicdo de estresse e também em sementes da linhagem 91-T.
Nos genotipos 91x75-T e 32-T, houve maior expressao em raizes e parte aérea
de plantulas.

Maior expressdo do gene ZmDBP3 foi observada na parte aérea de
plantulas de todos os genotipos avaliados. Menor expressdo foi observada em
sementes das linhagens 91-T, 32-T e 91x75-T, sendo estas classificadas como
tolerantes ao estresse causado pelo estresse hidrico.

De uma maneira geral foi observada menor expressdo do gene
ZmDREB2A/2.1S em todos 0s geno6tipos avaliados. Entretanto, sob condicdo de
estresse a expressdo deste foi maior em raizes.

Importante ressaltar a expressdo do gene ZmPP2C em sementes dos
gendtipos classificados como tolerantes, com destaque para a maior expressao
na linhagem 91-T. Este gene se expressa menos na parte aérea de plantulas
submetidas ao estresse causado pelo estresse hidrico.

Para 0 gene cAPX também foi observada maior expressdo em sementes
da linhagem 91-T e do hibrido 32x75-T, classificados como tolerantes ao
estresse hidrico. Importante ressaltar que este gene também se expressou em

parte aérea de plantulas ndo submetidas ao estresse, com maior expressdo nos
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genotipos 91-T, 32-T e 91x75-T, classificados como tolerante ao estresse
hidrico.

A possibilidade de avaliar a expressdo de genes, visando a selecdo de
materiais com caracteristica de interesse, € importante em funcdo do menor
trabalho, tempo e espac¢o, quando comparado as analises em plantulas. Nesta
pesquisa foi observado que a maioria dos genes avaliados se expressa na parte
aérea de plantulas, desenvolvidas em substrato com a capacidade de retengdo de
agua favoravel para o desenvolvimento de plantulas, 70% da capacidade de
retencdo de agua. No entanto, vale ressaltar a expressdo em sementes dos genes
ZmPP2C e cAPX em sementes da linhagem 91-T a qual foi classificada como

tolerante ao estresse hidrico.
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5 CONCLUSOES

Hé& variacdo da expressao da catalase, peroxidase, superdxido dismutase,
esterase e proteinas resistes ao calor entre 0s genotipos avaliados e também em
sementes, raiz e parte aérea de plantulas de milho.

H& maior expressdo das enzimas CAT e SOD em linhagens;

Ha maior expressdo da CAT na parte aérea de plantulas de hibridos de
milho;

Ha maior expressdo da enzima PO na parte aérea quando comparada a
raiz sob condic&o de estresse;

Ha& maior expressdo da enzima EST nos gen6tipos classificados como
intolerantes ao estresse;

Ha variacdo da expressdo dos genes estudados nos genes ZmLEA3,
ZmALDH9, ZmPP2C, ZmCPK11, ZmDREB2A/2.1S, ZmDBP3,ZmAN13 e cAPX,
entre 0s gendtipos avaliados e em sementes, raiz e parte aérea de plantulas de
milho.

Ha maior expressao dos genes ZmLEA3, ZmALDH9, ZmCPK11 na parte
aérea de plantulas de milho;

Ha& maior expressdo dos genes ZmAN13 e ZmDREB2A/2.1S em raizes

sob condicdo de estresse.
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APENDICE A -
Tabela 1A Resumo da anélise de varidncia para envelhecimento acelerado de

sementes de oito gendtipos de milho contrastantes quanto a
tolerancia ao déficit hidrico.

Fatores GL QM
Genotipo 7 41,4564*
Erro 24 11,61111
Total 31
CV (%) 3,59

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste Scott Knott (p<0,05).

Tabela 2A Resumo da analise de variancia para porcentagem de emergéncia
(E%), indice de velocidade de emergéncia (IVE), e comprimento de
raiz (CR) de sementes de oito genotipos de milho contrastantes
guanto a disponibilidade hidrica (DH).

Fatores? GL oM
E% IVE CR PA

G 7 57-T,3804* 2,0597* 81,7173* 24,3438*
DH 1 0,0436 41,2282*  486,4782*  482,0769*
G*DH 7 30,6618 0,4624 4,6778 9,6355*
Erro 48 26,0295 0,3397 3,0735 4,2142
Total 63
CV (%) 5,29 10,1 9,49 17,58

1G=gendtipos; DH=disponibilidade hidrica. *Significativo a 5% de
probabilidade, pelo teste Scott Knott (p<0,05).



