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RESUMO

Dentre as proteinas que conferem a capacidade de termotoleréncia as sementes de milho,
destacam-se as proteinas de choque térmico (HSP’s), pertencentes a classe das deidrinas que,
por sua vez, constituem o grupo dois das proteinas LEA, reconhecidas por participarem na
resposta a diversos tipos de estresses em plantas. As HSP’s atuam na montagem de
complexos multiproteicos, no transporte de proteinas para o compartimento subcelular de
destino, no controle e sinalizacdo do ciclo celular, na protecdo das células contra estresse por
altas temperaturas, e contra uma eventual apoptose decorrente. Diante disto, objetivou-se,
com o presente trabalho, quantificar a expressdo de genes codificantes para proteinas de
choque térmico em sementes de linhagens de milho com diferentes niveis de tolerancia a altas
temperaturas de secagem. Apds revisdo de literatura, foram selecionados 37 genes
codificantes para HSP’s e para outras proteinas atuantes no metabolismo de resposta as altas
temperaturas e, para cada gene, foi desenhado um par de primers especifico. Sementes de dez
linhagens de milho, pertencentes & Geneseeds Recursos Genéticos Ltda® e pré-identificadas
como contrastantes em relacdo a tolerdncia a altas temperaturas de secagem, foram
multiplicadas e submetidas a dois tratamentos de secagem: 35° C e 50° C. ApGs serem
submetidas a avaliacdo da qualidade fisiologica, por meio dos testes de germinacdo, primeira
contagem de germinacdo, teste de frio, e envelhecimento acelerado, as linhagens foram
classificadas em dois grupos: tolerantes e ndo-tolerantes a alta temperatura de secagem
aplicada. Seis linhagens contrastantes para esta caracteristica, sendo trés de cada grupo, foram
submetidas a uma andlise de polimorfismo por meio da técnica de PCR Convencional,
utilizando-se os 37 pares de primers previamente sintetizados. Dentre estes, 10 demonstraram
algum grau de polimorfismo entre os dois grupos de linhagens, evidenciando alguma funcéo
no metabolismo de resposta as altas temperaturas de secagem. Estes 10 pares de primers,
juntamente com 5 primers candidatos a genes de referéncia, tiveram suas eficiéncias testadas
por meio da técnica de PCR em Tempo Real. Dentre estes, 3 pares de primers dos genes-alvos
atenderam as condicdes de eficiéncia, entre 80% e 100%, e de pico Unico na curva de Melting,
e entdo tiveram suas expressoes relativas calculadas. Observou-se que os genes HSP 26 e
HSP 70-74-B tiveram, sob condicdes de estresse, aumento significativo dos seus niveis de
expressao em todos os materiais analisados, tanto no grupo de linhagens tolerantes quanto no
das ndo tolerantes. Para o gene HSP 70-74-A, ficou evidenciado um padréo diferente quanto a
mudanca do perfil de expressdo entre o tratamento controle (secagem a 35° C) e aquele sob
altas temperaturas (50° C), ja que seus niveis de expressdo aumentaram apos a secagem sob
alta temperatura nos materiais considerados tolerantes (L64 e L63), enquanto que, naqueles
materiais ndo-tolerantes (L30 e L57), houve reducgéo desta expressdo. Infere-se, portanto, que
a expressdo deste gene estéd associada a aquisicdo de termotolerancia em sementes de milho.
Assim sendo, conclui-se que os 3 genes avaliados durante todas as etapas destes experimentos
tém participacdo efetiva no metabolismo de resposta ao estresse por altas temperaturas de
secagem.

Palavras-chaves: Marcador molecular. Transcriptbmica. Estresse abiotico. Tolerancia ao
calor.



ABSTRACT

Among the proteins that confer the thermotolerance capacity to maize seeds, it stands out the
heat shock proteins (HSP's), belonging to the class of dehydrins that, in turn, constitute the
second LEA proteins group, recognized for their participation in the response to different
kinds of stresses in plants. HSP's act in the assembly of multiprotein complexes, in the
appropriate transport of proteins to their target subcellular compartment, in the control and
signaling of the cell cycle, in the protection of cells against high temperature stress, and
against an eventual apoptosis. In view of this, the objective of this work was to quantify the
expression of genes coding for heat shock proteins in seeds of maize lineages with different
tolerance levels at high drying temperatures. After reviewing the literature, 37 genes coding
for HSPs and for other proteins acting on high temperature response metabolism were
selected, so for each gene a specific primer pair was designed. Seeds of ten maize lines,
belonging to Geneseeds Recursos Genéticos Ltda® and pre-identified as contrasting with
respect to tolerance to high drying temperatures, were multiplied and submitted to two drying
treatments: 35° C and 50° C. After being submitted to the evaluation of the physiological
quality, through the germination test, first count, cold test, and accelerated aging test, the
genotypes were classified into two different groups: tolerant and non-tolerant to high applied
drying temperature. Six contrasting inbred lines for this characteristic, three of each group,
were submitted to a polymorphism analysis through the conventional PCR technique, using
the 37 pairs of primers previously synthesized. Among these, ten showed some degree of
polymorphism between the two groups of genotypes, evidencing some function in the
metabolism of response to high drying temperatures. These ten pairs of primers, along with
five other reference gene candidate primers, had their efficiencies tested through the Real
Time PCR technique. Among these, three pairs of target genes primers met the required
conditions: efficiency ranging from 80% to 100%, and single peak on the Melting curve. So
then had their relative expressions calculated. It was observed that, after the application of the
high drying temperature, the HSP 26 and HSP 70-74-B genes increased their expression
levels in all the materials analyzed in both the tolerant and non-tolerant lineages. For the HSP
70-74-A gene, a different pattern of expression profile change was observed between control
(drying at 35 ° C) and the high temperature treatment (drying at 50 ° C): their expression
levels increased at the tolerante genotypes (L64 and L63), whereas in the non-tolerant
materials (L30 and L57) this expression was reduced. It is inferred, therefore, that the
expression of this gene is associated with the acquisition of thermotolerance in corn seeds.
Thus, it is concluded that the 3 genes evaluated during all stages of these experiments have an
effective participation in the metabolism of stress response by high drying temperatures.

Keywords: Molecular markers. Transcriptomic. Abiotic stress. Heat tolerance.
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1 INTRODUCAO

No sistema de producdo de sementes de milho, uma das etapas mais importantes € a
secagem destas sementes. Tal processo demanda tempo e atencdo especial por parte dos
profissionais envolvidos, uma vez que pode afetar negativamente a qualidade das sementes
produzidas e, também, o potencial de armazenabilidade destas.

No Brasil, ha a predominancia da colheita de sementes de milho em espigas e, muitas
vezes, as sementes se encontram com altos teores de agua. Nesta condicdo, as sementes séo
mais intolerantes a secagem sob altas temperaturas, o qué pode inviabilizar a producéo de
sementes com alta qualidade utilizando-se tal procedimento.

Sabe-se que a tolerdncia as altas temperaturas de secagem €é uma condicdo
multifatorial, atribuida a uma série de mecanismos. Assim, entender como estes fatores
interagem, bem como o nivel de regulacdo génica para esta caracteristica, torna-se algo
indispensavel para a selecdo de materiais com tal propriedade de tolerancia nos programas de
melhoramento.

Por meio de pesquisas mais avancgadas, tem sido observado que as chamadas
“proteinas de choque térmico”, heat-shock proteins (HSP’s), altamente conservadas e
presentes em quase todas as células de todos os organismos conhecidos, indicio de seu grande
valor evolutivo, sdo importantes para a aquisicdo desta termotolerancia, especialmente em
plantas. As HSP’s sdo compreendidas como uma categoria especial dentre as chaperonas,
proteinas “acompanhantes” que participam de um processo de associacdo a outras proteinas
funcionais, formando complexos multiproteicos e atuando no transporte, no controle e na
sinalizacdo daquelas, além de proporcionarem protecdo as células contra o estresse e eventual
apoptose decorrente.

Dentre estas proteinas de choque térmico, destacam-se: a SHSP 26 kDa, cuja expressao
é aumentada apds exposicao a altas temperaturas e/ou seca induzida, oferecendo protecdo aos
cloroplastos sob condicdo demasiada de calor; as HSP’s de 70 a 74 kDa, que também tém
suas expressdes aumentadas apos desidratacGes decorrentes de situagdes de calor excessivo,
atuando na defesa antioxidante induzida pela ABA; as sHSP’s de 16,9 a 17,2 kDa,
acumuladas em embrides de sementes secadas prematuramente, e cuja expressdo € induzida
pelo choque térmico; e a HSP 101, que também se expressa apos aplicacdo de altas
temperaturas de secagem, com a funcdo de reduzir os efeitos deletérios desta fonte de
estresse.



Deve-se enfatizar que algumas destas HSP’s parecem estar envolvidas de maneira
bastante efetiva neste mecanismo de resposta a diversos tipos de estresse metabdlico,
principalmente os abidticos (tais como calor, seca e frio), em varios tecidos (endosperma,
embrido, folha), e em diferentes estagios de desenvolvimento da planta ou da plantula de
milho.

Em sementes, particularmente, estas proteinas sdo acumuladas na fase final de
desenvolvimento, razdo de deduzir que a secagem natural de maturacdo, ou ainda aquela
artificialmente imposta, desde que dentro de certos limites de temperatura e duracao, torna-se
vital para a expressdo destas proteinas e, consequentemente, para a longevidade de sementes,
atributo diretamente relacionado a qualidade fisioldgica destas.

Desta forma, o estudo da expressdo de genes que codificam para as proteinas de
choque térmico faz-se importante ndo somente no intuito de se entender a acdo destas nos
mecanismos de tolerancia as altas temperaturas de secagem, mas também visando a
prospeccao de marcadores moleculares que possam ser utilizados, no futuro, para a selecdo de
materiais com estas caracteristicas.

Assim, neste trabalho, objetivou-se quantificar a expressdo de genes codificantes para
proteinas de choque térmico em sementes de linhagens de milho com diferentes niveis de

tolerancia a alta temperatura de secagem.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Secagem de sementes

O processo de secagem, para a grande maioria do grupo de sementes classificadas
como ortodoxas, é imprescindivel dentro do processo produtivo. Além de reduzir o ataque de
pragas e microrganismos, aumenta o periodo de armazenamento das mesmas e promove
maior versatilidade do processo de pds-colheita como um todo. A secagem também
possibilita a antecipacdo da colheita e evita, por consequéncia, que a semente esteja
susceptivel a deterioracdo e aos diversos tipos de injdrias que, eventualmente, podem
acontecer sob condicGes desfavoraveis, ainda no campo.

Contudo, uma secagem realizada de forma inadequada pode implicar em danos
irreversiveis as sementes, comprometendo a qualidade das mesmas e, por decorréncia, sua
comercializacdo. Sabe-se que o teor de 4gua das sementes no inicio do processo, bem como a
temperatura, a velocidade do ar de secagem, a umidade relativa do local e, principalmente o
gendtipo, influenciam na tolerAncia das sementes ao calor e a dessecacdo e,
consequentemente, na qualidade final das mesmas.

De maneira geral, as sementes de milho colhidas em espiga possuem altos teores de
agua e, portanto, necessitam de métodos de secagem artificial antes do beneficiamento.
Entretanto, estas acGes sdo perfeitamente justificaveis, uma vez que retirar as espigas do
campo precocemente implica em menores riscos quanto a incidéncia de pragas, doencas e
injarias causadas por fatores abidticos adversos, tais como chuva, orvalho, e flutuacoes
extremas de temperatura, além de liberar 0 campo mais cedo para o préximo cultivo. No
entanto, sementes com altos teores de agua sdo mais intolerantes a secagem, principalmente
sob altas temperaturas.

Sabe-se que, em milho, a tolerdncia das sementes contra 0s danos causados por altas
temperaturas de secagem depende diretamente do gendtipo, de modo que caracteristicas
estruturais (morfologicas) e bioguimicas associam-se para a aquisicdo e manutencdo deste
tipo de “protegdo” contra o estresse térmico e a dessecacdo (HALPERIN; KOSTER, 2006).
N&o obstante, essa tolerancia parece estar associada ao efeito materno, de modo que, numa
eventual producdo de sementes hibridas, o genitor feminino deve ser escolhido a priori na
busca por materiais F1 com caracteristicas de tolerancia as altas temperaturas (JOSE et al.,
2004).



11

Pesquisando-se a sensibilidade de diferentes linhagens de milho, colhido em espigas,
guanto a secagem artificial de sementes com variaveis niveis de teor de agua na colheita e em
diversas temperaturas de secagem, observou-se que ha variabilidade quanto a sensibilidade a
alta temperatura (43°C) entre as linhagens avaliadas pelo autor (SCHUH et al., 2013).
Também foi observado, no mesmo trabalho, que a temperatura do ar de secagem, quando
estabelecida a 43° C, acarreta perdas da qualidade das sementes em determinadas linhagens.

Estes e outros autores observaram, ainda, que as sementes da maioria das linhagens
avaliadas apresentaram melhor qualidade fisioldgica quando a colheita havia sido realizada
com teores de agua entre 35 e 40% (SCHUH et al., 2013, (GUPTA; GEORGE; PARWATA,
2005; IZLI; ISIK, 2010).

Em outro trabalho envolvendo genétipos de milho, a germinacdo ndo foi afetada
qguando a secagem foi realizada até a temperatura de 40° C, independentemente do teor de
agua das sementes. Porém, houve reducdo da qualidade de sementes com niveis de teor de
agua variando entre 40 e 50% e secadas a 50°C (GUPTA; GEORGE; PARWATA, 2005).
Deste modo, infere-se que a temperatura de secagem pode até ser aumentada, em alguns
casos, para 50° C, desde que as sementes apresentem baixos teores de agua, préximos aos
20%.

Utilizando-se a temperatura de 60° C no momento da secagem, os danos mecanicos,
mensurados aqui pela taxa de fissuras das sementes de milho, aumentaram 35%, embora a
velocidade de secagem tenha sido acelerada em 4% por hora (ZHANG; ZHOU, 2010).

Quando esta temperatura atinge 75° C, a velocidade de secagem aumenta
consideravelmente, mas a taxa de fissuras também é incrementada rapidamente, bem como os
niveis de MDA (malondialdeido, composto organico marcador para estresse oxidativo) e de
acidos graxos, ocorrendo, em contrapartida, diminuicdo da atividade da POD (peroxidase).

Ao submeter um lote de sementes a uma temperatura ainda maior (80° C), observou-se
uma menor atividade da enzima a-amilase remanescente, importante para hidrolisar o amido
no processo de germinacdo, em comparagdo com outros lotes de sementes, os quais foram
secados lentamente, “ao Sol”, numa temperatura de 35° C (SETIAWAN et al., 2010).
Recorda-se que, além da temperatura de secagem, o teor de agua das sementes é outra
variavel critica a ser considerada: quanto maior a umidade inicial do milho, maior a influéncia
da forca de secagem sobre os pardmetros de qualidade (ZHANG; ZHOU, 2010). Destaca-se,
ainda, que caracteres morfologicos e fisiologicos (ex: teor de amido, relacdo amilose vs
amilopectina, tipo basico do milho: pipoca, flint, dent, flour, doce, dentre outras

caracteristicas) influenciam diretamente nos parametros pertinentes a secagem, tais como
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temperatura ideal, fluxo de ar a ser aplicado, taxa de secagem, e umidade inicial necesséria
para “entrar no secador”.

Em geral, conforme exposto na Tabela 1, diversos autores consideram que
temperaturas entre 35° C e 45° C sdo adequadas para a secagem de sementes de milho
colhidas no estadgio ML5 (de acordo com a “linha do leite””) e com umidade variando entre 30
e 35%, parametros estes adotados neste trabalho (BORBA et al., 1998; GUPTA; PARWATA,
2005; JITTANIT; DRISCOLL, 2010b; SETIAWAN et al., 2010; SCHUH et al., 2013;
ZHANG; ZHOU, 2010).

Tabela 1 - Temperaturas limites (maximas) para a 0 processo de secagem de sementes de

milho.
Limite Fenotipos observados apés aplicacao de altas temperaturas Autor (Ano)
42°C  43° C acarretou perdas qualitativas em algumas linhagens Schuh et al (2013)
40°C  80° C aumentou a taxa de secagem, porém ocasionou danos Jittanit & Driscoll (2010)
45°C  60° C aumentou a taxa de fissuras das sementes em 35% Zhang & Zhou (2010)
45°C  75° C gerou o menor custo operacional, mas causou danos Isli & lzik (2010)
35°C  80° C acarretou menor atividade da amilase remanescente Setiawan et al (2010)
40°C  50° C foi danoso para sementes com altas %'s de umidade Gupta & Parwata (2005)
40°C  60° C provocou queda nas %'s de germinacao e emergéncia Borba et al (1998)

Fonte: Do autor (2018).

No entanto, na maioria dos trabalhos relacionados a secagem de sementes de milho,
também tem sido observada importante influéncia do gendtipo.

Assim, na busca pela facilitacdo, barateamento e maior rapidez do processo de
secagem de sementes de milho, o ideal é utilizar materiais genéticos que suportem uma

secagem mais rapida, sem danos a qualidade destas sementes.

2.2 Qualidade fisioldgica de sementes e aquisi¢do da termotolerancia

Ndo ha davidas sobre o fato da alta qualidade fisiolégica das sementes
comercializadas atualmente constituir-se como um referencial da eficiéncia e da credibilidade
das suas empresas produtoras, uma vez que a manifestacdo desta qualidade é prontamente
identificada apds a instalacdo da cultura, e haja vista que o pleno estabelecimento do estande
constitui um dos pilares que sustenta a obtencdo de producdes cada vez mais elevadas por
unidade de &rea, um dos objetivos maiores da agricultura desde sempre. Neste contexto, pode-
se considerar o potencial fisiologico como o conjunto de aptidGes que permite estimar a

capacidade tedrica de um lote de semente manifestar adequadamente suas fungdes vitais apos
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a semeadura (MEDINA et al, 1990). E, desta maneira, as informacdes sobre germinacao e
vigor, obtidas por meio de testes laboratoriais, devem permitir a real comparacdo entre lotes
de sementes, e avaliar fielmente a probabilidade de sucesso com a sua utilizacéo.

Contudo, deve-se recordar que a qualidade fisioldgica ndo esta associada unicamente a
aspectos relativos a germinacdo (em termos de morfologia da plantula, e de acordo com o0s
padrdes minimos legais) e ao vigor (potencial para uma emergéncia rapida e uniforme) das
sementes, mas também: a viabilidade, predicdo inicial, necessitada de confirmacdo a
posteriori, que significa a capacidade de sementes vivas germinarem, e cujo termo esta
intimamente associado ao teste de tetrazdlio, sobretudo nas culturas de café, braquiaria e soja;
a dorméncia, fator indesejado nas espécies amplamente cultivadas, e que denota a inércia
guanto ao desenvolvimento da semente, o qual é temporariamente suspenso ainda que em
condigdes favoraveis do ambiente; e a longevidade, aspecto relacionado ao metabolismo da
semente, sobretudo no que diz respeito a sua composi¢cdo bioquimica e a tolerancia contra
fatores abidticos diversos, como a dessecagdo, e que reflete diretamente no potencial de
armazenabilidade daquele material.

Deste modo, ainda que a plena consolidacdo de todo aquele potencial fisiologico da
semente exerca uma influéncia concentrada no momento de estabelecimento do estande e no
desenvolvimento inicial das plantas, muitos outros aspectos positivos podem ser enumerados
com a utilizagdo de sementes de alta qualidade fisiologica, tais como: melhor desempenho sob
ampla variacdo do ambiente; reducdo da competicdo com plantas daninhas; uniformidade do
desenvolvimento inicial da cultura, fator que reflete em todo o ciclo, incluindo a colheita;
menor risco da necessidade de replantio; menor incidéncia de outros eventuais insucessos, etc.

Entende-se que as sementes ortodoxas, tdo logo submetidas a secagem natural do
processo de maturacao, ainda na planta-mae, entrem em estado de quiescéncia, onde adquirem
tolerancia a dessecacao, condicdo que permite, assim, 0 seu armazenamento com baixo teor
de agua e sua sobrevivéncia sob uma amplitude maior no que concerne as varias condi¢des
ambientais. E, sob condi¢des favoraveis, esta tolerancia pode durar muitos anos.

Contudo, durante a germinacdo, esta mesma tolerancia contra dessecacdo €
rapidamente perdida, muitas das vezes depois de apenas algumas horas de embebicdo, as
vezes antes disto, ou apés, a partir da emergéncia da radicula, dependendo da espécie. Neste
sentido, ndo ha duvidas de que estresse térmico prejudique o metabolismo vegetal, uma vez
que exerce efeito diferencial sobre a estabilidade protéica e as reacdes enzimaticas, 0 qué
provoca 0 desacoplamento de diferentes complexos multiproteicos, a acumulacdo de

diferentes intermediarios toxicos, o aumento da fluidez das membranas, a desestabilizacéo e
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desintegracdo do DNA, e a superestabilizacdo de estruturas secundérias do RNA, fatos que
culminam na ruptura da transcricdo e da traducdo, respectivamente, bem como em prejuizos
no processo de turnover (“reciclagem”) do RNA.

Do ponto-de-vista fisioldgico, sabe-se que a exposicdao a altas temperaturas induz o
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s), O,, H,0,, 02" e OH, que ndo sdo somente
subprodutos citotoxicos oriundos de processos metabolicos como a respiracdo e a
fotossintese, mas que também agem como moléculas de sinalizacdo que regulam respostas
vegetais a diversos sinais ambientais e endogenos (TAIZ & ZEIGER, 2017).

Entretanto, as ERO’s, que tém um efeito negativo no crescimento, no desenvolvimento
e na produtividade vegetal, haja vista que causam estresse oxidativo em plantas e consequente
desnaturacdo ou condensacao de proteinas, inativacdo de enzimas, peroxidacao lipidica, danos
as membranas celulares, vazamento de eletrdlitos, inibicdo da fotossintese, da respiracao e,
portanto, do crescimento de plantas, podem desempenhar um efeito positivo nas células,
ativando as rotas de transducgdo de sinal que induzem os mecanismos de aclimatacdo e, em
Gltima instancia, caracterizando-se como moléculas sinalizadoras para o metabolismo de
resposta a eventos de estresses, incluindo aqueles abioticos relacionados as altas temperaturas,
fato que ajuda na neutralizacéo dos efeitos negativos deste tipo de estresse.

J& no aspecto molecular, diversos estudos revelaram grupos de genes que tém sua
expressdo significativamente modificada, podendo esta ser aumentada (upregulated) ou
dimuida (downregulated) durante a aquisi¢cao da termotolerancia.

Analises gendmicas diversas mostraram que diferentes tratamentos (no caso, diversos
tipos de exposicdo a diferentes fontes de estresse térmico) dado origem a diferentes perfis de
transcrigdo e, consequentemente, a diversos graus de termotolerancia. Contudo, tais estudos
sugerem, no geral, que a supressdo da transcricdo € um fator critico para a termotolerancia
(LARKINDALE; VIERLING, 2008).

Quanto aos fatores envolvidos na aquisi¢do da termotolerancia em plantas, percebe-se
uma intima relagdo deste efeito com as seguintes varidveis: espécie; gendtipo; estagio de
crescimento dos materiais vegetais (fenologia da planta); método e duracdo de procedimentos
de aclimatizacdo, sobretudo quanto ao tempo de recuperacdo pos-aclimatacdo; tolerancia
cruzada, conhecida como crosstalk, onde a resposta a um determinado estresse ambiental
ajuda a proteger a planta de outro, coincidente ou subsequente; e, no caso especifico de
sementes, além dos supracitados: fase de desenvolvimento, método e tempo de secagem; e
tempo de embebicdo sob o qual as sementes foram submetidas, dentre outros (SONG; JIANG;
ZHAO, 2012).
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Um grande numero de mecanismos tem sido sugerido para conferir esta tolerancia a
fatores abioticos adversos tais como exposicao a altas temperaturas e dessecacdo, incluindo:
acumulacdo de moléculas com potencial efeito protetor, como as proteinas LEA, sobretudo
aquelas do grupo das deidrinas; presenca de um eficiente sistema antioxidante; mecanismos
de desdiferenciacdo intracelular; metabolismo switching off (“desligar”); opera¢do dos
sistemas de reparo durante a reidratacdo das sementes (BERJAK, 2006); resposta cruzada na
cascata de eventos que sucede a exposicdo a tais situacGes de estresse ambiental (SONG;
JIANG; ZHAO, 2012); entre outros, de modo que ja esta bem sedimentada, ha pelo menos
duas décadas, a ideia de que a tolerancia a dessecagdo (decorrente, neste caso, do estresse por
calor) ndo é susceptivel de ser atribuido a um Unico mecanismo, mas sim a uma propriedade
multifatorial, em que cada componente é igualmente critico (LEPRINCE; HENDRY;
MCKERSIE, 1993).

As mesmas séries de estudos indicam que, embora a secagem lenta, e em estagio dito
apropriado, pareca, a principio, elevar a capacidade germinativa da semente, existem diversos
fatores que podem inibi-la, tais como: déficit nos potenciais hidricos; elevadas concentracdes
de ABA; presenca de tecidos menos permeaveis circundando o embrido; entre outros que,
agindo em conjunto, podem dificultar a avaliagéo da tolerancia a dessecagéo tdo somente pela
anélise da capacidade germinativa. Tais conclusdes tém aplica¢fes bastante praticas, como o
fato do teste de germinagdo ser, portanto, um método avaliativo que pouco diferencia
possiveis danos ocasionados nas sementes durante a exposicao as altas temperaturas (WANG
et al., 2014c).

2.3 Aspectos morfoldgicos e bioquimicos relacionados a tolerancia a dessecacao

As plantas respondem as condi¢des de estresse por meio de processos fisiologicos,
morfoldgicos e metabdlicos. Porém, um elemento comum em resposta a muitos estresses de
origem ambiental é a desidratacdo celular. Este, por sua vez, induz a biossintese do acido
abscisico (ABA), que é bem conhecido como um “hormonio do estresse” devido a sua rapida
acumulagdo sob condicdes de déficit hidrico acentuado, e pela sua participacdo em vias de
transducdo do sinal destes estresses. J& foi observado que o estresse térmico, oriundo da
aplicacdo de uma temperatura de 40° C, aumentou os niveis de ABA em linhagens de milho
ndo tolerantes, ao passo que nado alterou os niveis deste fito-hormdnio em plantas tolerantes
(DINLER; DEMIR; KOMPE, 2014).
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A desidratacdo, e 0 consequente aumento nos niveis de ABA, causam alteragdes na
concentracdo de osmoprotetores, sobretudo daqueles importantes para a composicao e fluidez
da membrana. Estes osmoprotetores, como as betainas e trealose, acumulados no citosol,
fazem com que as células possam suportar altas trocas osmoticas. Algumas destas moléculas
permitem, inclusive, que as células sobrevivam quase que totalmente desidratadas,
possibilitando que aquele organismo entre num estado de “animac¢do suspensa”, ao qual se
denomina criptobiose. Neste estado, o citosol e tais solutos convertem-se em algo parecido
com um “soélido cristalino”, condicdo de vitrificacdo, fator que ajuda na estabilizacdo de
proteinas e de membranas celulares contra os efeitos nocivos da dessecacdo (CROWE;
CARPENTER; CROWE, 1998). Em alguns casos, outra estratégia para a tolerancia a
estresses abidticos, como o calor e a seca, é a protecdo de células contra injdrias via diversos
ajustes nos niveis bioquimicos e moleculares: aumento da sintese de antioxidantes; alteracdes
na elasticidade da parede celular; inducdo do aumento na expressao de deidrinas e de outras
proteinas com fungdo protetora, como chaperonas, enzimas reparadoras, estabilizantes das
membranas dos tilacdides, entre outras; e associacdo entre proteinas especificas, relacionadas
as respostas contra o estresse, na regulacdo da transcri¢éo, e nos processos pos-transcricionais
e/ou de sinalizacdo (ASHRAF, 2010).

Destaca-se que diversos outros caracteres morfoldgicos e bioguimicos, a exemplo do
teor de amido, moléculas que o compde, espessura do tegumento, dentre outras
caracteristicas, influenciam diretamente na tolerancia da semente a secagem sob temperaturas
mais altas. Além disso, certo nimero de proteinas de resposta a estresses tem sua expressao
fortemente aumentada durante a desidratacdo de embrifes maduros de gendtipos de milho
tolerantes a dessecagdo, embora estes embriGes também tenham restringido, notadamente, a
expressao de proteinas relacionadas ao metabolismo de carboidratos e daquelas associadas ao
proprio metabolismo da semente, fatos que ndo ocorreram em embrifes sensiveis a
dessecacdo. Esta pode ser a razdo pela qual tais gendétipos intolerantes ndo respondam, de
forma tdo eficiente, ao estresse causado pela desidratacdo (HUANG; M@LLER; SONG,
2012).

Importante ressaltar que as plantas sdo conhecidas por exibir “crosstalk”, casos em que
um ou mais componentes de uma via de transducdo de sinal afeta outra, sendo que a mais
comum € a resposta cruzada entre proteinas de sinalizacdo numa cascata de eventos. No que
diz respeito, especificamente, aos mecanismos de resposta aos diferentes estresses abioticos, é
comum haver, nestas vias de transducdo de sinal, componentes partilhados, que podem
interagir em cada uma das vias (SONG; JIANG; ZHAO, 2012).
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Neste sentido, a secagem natural do processo de maturagdo prepara 0s embrides
maduros, dando-lhes tempo suficiente para responder a dessecacdo que se seguira (HUANG,;
SONG, 2013). Por conseguinte, embrides de milho imaturos assemelham-se a sementes
recalcitrantes, mantendo seu metabolismo bastante ativo ao passo que permanecem
intolerantes a desidratagdo (HUANG; M@LLER; SONG, 2012).

Admitindo-se que a tolerdncia a dessecacdo depende, primordialmente, de um
eficiente sistema de protecdo de membranas, e que os diferentes componentes deste tipo de
tolerancia ndo sdo induzidos como uma sequéncia universal de eventos, mas sim atuando
como processos independentes que variam entre espécies, tecidos, graus de maturacdo e
condigOes de dessecacdo das sementes, tém-se a seguinte relacdo: uma alta proporcdo de
acidos graxos carboxilicos de cadeia alifatica, em comparacdo com fosfolipideos, implica em
uma maior desesterificacdo que, por sua vez, diminui a Tm, temperatura de transicdo da fase
gel-lamelar para a fase liquido-cristalina da dupla camada fosfolipidica da membrana,
acarretando um aumento excessivo da viscosidade desta membrana, e ocasionando uma
menor tolerancia contra a dessecacdo. Nao se tendo dividas de que a termoestabilidade das
membranas é algo essencial para a tolerancia a altas temperaturas, também foi sugerido que o
acido fosfatidico (diacil-glicerofosfolipideo) pode desempenhar um papel importante nesta
funcdo termoestavel e, por conseguinte, protetora (CHEN et al., 2010).

Por outro lado, a peroxidacdo de lipideos gera oxigénio ativado, oriundo também da
respiracdo e da fotossintese, sendo que este radical livre promove a desesterificacdo de
lipideos, causando danos a membrana. Uma vez que a peroxidacdo da membrana lipidica
diminui sua fluidez, o tocoferol (vitamina E) apresenta um papel fundamental na protecdo do
organismo contra os efeitos prejudiciais das espécies reativas de oxigénio (ERRO’s), que sdo
formadas metabolicamente e/ou encontradas no ambiente. Por isso mesmo, torna-se um
protetor celular necessario no auxilio para que tais membranas das sementes suportem esta
oxidacao.

Deste modo, visando evitar e/ou reparar estes diversos tipos de problemas, existe 0s
seguintes mecanismos de protecdo as membranas: protecdo por moléculas antioxidantes
hidrossollveis (&cido ascorbico e glutationa) e lipossolluveis (a-tocoferol e [B-caroteno);
protecdo mediada por agucar, como a estabilizacdo de fosfolipideos por meio da ligacdo do
grupo OH" dos acucares a cabeca polar dos fosfolipideos, ou a estabilizacdo de proteinas via
substituicdo das ligacBes de hidrogénio entre proteinas e moléculas H,O por proteina +
acucar; sistema de enzimas removedoras de radicais livres, que inclui a catalase, que é uma

peroxidase oxidorredutase encontrada nos peroxissomas e nos glioxissomas e que usa 0
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peréxido como aceitador/doador de elétrons, a superoxido dismutase (SOD), que catalisa a
dismutacdo do superdxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio, a glutationa peroxidase, que
também é responsavel pela detoxificacdo de perdxidos organicos e inorganicos, entre outras;
acucares atuando como agentes protetores in vitro, fazendo com que determinado tecido seja
mais tolerante contra dessecacdo pela maior presenca de sacarose e de oligossacarideos, como
a stachiose e a rafinose.

A formacdo de estrutura vitrea no citoplasma impede a difusdo molecular, reduzindo
as reacdes quimicas, prevenindo processos degradativos e culminando, geralmente, em
situacdo de quiescéncia. Além disso, ocupa espaco na célula, prevenindo o colapso da mesma,
retém solutos ditos cadticos, ¢ forma um “banco de hidrogénio” na interface entre o “vidro” e
os sitios de ligacBGes dos componentes celulares.

Vale ressaltar que: os agentes oxidantes sdo produzidos em muitos processos celulares
e devem ser tornados indcuos, sob pena de danificar as membranas e/ou outros componentes
celulares; os monossacarideos (galactose, manose, glicose e frutose) ndo sdo “bons
protetores”, uma vez que ndao formam estruturas vitreas em temperaturas biologicas,
ocasionam maiores taxas respiratorias, e ainda sdo passiveis de se submeter a Reacdo de
Maillard, entre um aminoacido ou proteina e um carboidrato redutor, que prejudica a sintese
protéica e pode causar danos ao DNA.

As diversas combinagdes entre formas de amido e proteinas com tamanhos diferentes,
e entre os arranjos de graos de amido entre as partes vitreas e opacas, bem como as diferentes
distribuicbes e proporcBes das duas partes, conduzem a diferencas quanto as texturas
existentes nas sementes de variedades de milho. E as taxas de secagem das sementes estdo
diretamente relacionadas com essa textura, além de outras caracteristicas morfoldgicas, sendo
que esta relacdo pode ser usada, inclusive, para o ajuste das constantes empiricas em equacdes
para se estimar tais taxas no beneficiamento de sementes de milho (SUN et al., 2016).

Além dos carboidratos, como sucrose, a glicose e a frutose, outras classes de
osmaolitos, grupo de solutos de baixo peso molecular envolvidos na estabilizacdo proteica em
resposta a condi¢Ges ambientais de estresse, acumulam-se em células de plantas expostas a
deficiéncia hidrica. Como exemplos destes osmolitos, temos: prolina, glicina betaina,
putrescina, acido y-aminobutirico, dentre outros. Alguns deles também cumprem certo papel
estabilizador e protetor para as membranas celulares e enzimas, uma vez que podem interagir
com os residuos hidrofébicos das proteinas, reduzindo a taxa de desnaturagdo destas
proteinas, fator este que poderia culminar na perda de sua funcionalidade (VERBRUGGEN;
HERMANS, 2008).
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As proteinas pertencentes a familia das LEA’s, incluindo as deidrinas, podem atuar de
uma maneira semelhante aquela dos carboidratos, com funcédo protetora e estabilizadora de
membranas (LANGRIDGE; PALTRIDGE; FINCHER, 2006). Estas proteinas foram umas
das primeiras a serem identificadas utilizando-se bibliotecas de cDNA, criadas a partir de
técnicas de RNA-Seq, e permitiram o rastreio de genes cuja transcri¢cdo € induzida pela seca
(BRAY, 2007).

Recentes progressos envolvendo pesquisas sobre analises transcriptbmicas para
resposta a seca e ao estresse salino em plantas revelaram, também, que o processamento de
RNA, bem como o de smallRNA’s e a propria regulagdo da cromatina, estdo envolvidos
nestas respostas contra estresse abioticos (SEKI et al., 2007).

Também foi comprovado, via escalonamento da cromatina e quebra da fita de DNA,
que o estresse por calor persistente induz ao aumento da concentracdo de anions superéxidos
(O2), acompanhados de altas taxas de perda de ions que, combinados, levam a “morte
programada das células” (apoptose) em folhas de plantulas de milho. Do mesmo modo, o
DNA destes materiais apresentou modificacdes nos padrGes epigenéticos, sobretudo nas
histonas, as quais desempenham um papel crucial na regulacdo da arquitetura da cromatina e,
consequentemente, na funcdo de responder a estimulos externos adversos (WANG et al.,
2014b).

Ainda deve-se incluir, nesta rede de mecanismos de protegdo, o chamado “fator de
alongamento térmico instavel” (elongation factor thermo unstable, EF-Tu), um dos fatores de
alongamento presentes em procariotos, que se liga e transporta a maioria dos aminoacil-
tRNA’s bacterianos para os ribossomos, em um processo dependente de GTP, controlando
sua entrada num sitio A que esteja “livre”. Este fator tem sido amplamente relacionado a
tolerancia ao calor em milho, ja que o precursor desta proteina (pre-EF-Tu) exibe atividades
chaper6nicas, protegendo as enzimas instaveis ao calor, tais como a citrato-sintase e a malato-
desidrogenase, contra agregacédo térmica (RISTIC et al., 2004).

A atividade chaperonica dos pre-EFtu’s de milho e trigo foi comprovada por meio da
capacidade de ambas em reduzir a agregacao térmica da Rubisco-ativase in vitro. De fato, em
milho recombinante com superexpressdo de pre-Ef-tu, houve maior protecdo contra este tipo

de agregacdo proteica (RISTIC et al., 2007).
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2.4  LEA’s, deidrinas e proteinas heat-shock

As chamadas “proteinas abundantes na fase tardia da embriogénese” (Late
Embryogenesis Abundant Proteins) ou, simplesmente, LEA proteins, constituem um conjunto
de proteinas que participam do mecanismo de resposta a diversos tipos de estresses abioticos
em plantas. Em geral, elas se acumulam naturalmente em estruturas tolerantes a dessecacéo,
tais como sementes e grdos de pdlen; ou, ainda, em tecidos vegetativos quando estes sdo
expostos a fatores abidticos adversos.

Poucas, dentre estas, mostram uma expressdo constitutiva, ou seja, poucas tém
expressao invariavel: a maioria dos genes que as codificam sdo expressos em resposta a sinais
moleculares, enquadrando-se no conceito de expressao génica regulada (TUNNACLIFFE;
WISE, 2007).

Estas também sdo encontradas em alguns organismos anidrobiéticos, os quais podem
resistir a total perda de agua, sem prejuizo da viabilidade, em plantas “ressuscitadas”,
designacdo para plantas poiquilohidricas ou ectohidricas, que ndo tém mecanismos
reguladores, estruturais ou funcionais para manter e/ou regular o teor de agua até atingir a
homeostase de células e tecidos e que, portanto, tém seu contetdo hidrico dependente da
disponibilidade ambiental de 4gua, podendo sobreviver a dessecacdo extrema, ainda que por
meses ou anos, e recuperar-se sem danos fisioldgicos (HUANG; BANTON; TUNNACLIFFE,
2010).

Assim, e de maneira resumida, a presenca de proteinas LEA correlaciona-se com a
aquisicdo de tolerancia a dessecacdo, perfazendo, por conseguinte, um papel importante nas
respostas adaptativas ao estresse em células vegetais (SHIH; HOEKSTRA; HSING, 2008).

As proteinas LEA foram classificadas em alguns grupos, com base em seus dominios
conservados, em sequéncias especificas de aminoacidos, em semelhancas quanto a
composic¢do peptidica, e/ou em determinados motifs (sequéncias padrdo). Em geral, os grupos
1, 2 e 3 sdo considerados como 0s trés principais, ja que estes contém a maioria dos membros
desta familia de proteinas (BIES-ETHEVE et al., 2008). As LEA’s do grupo 1 (Pfam 00477)
estdo presentes, em sua maioria, em plantas, e contém, pelo menos, uma copia do seguinte
motif de 20 aminoacidos: GGQTRREQLGEEGYSQMGRK.

Ja as LEA’s do gupo 2, conhecidas como deidrinas (Pfam 00257) também s&o
encontradas em algas, além das plantas, e compartilham um segmento “K”
(EKKGIMDKIKEKLPG), comum entre elas e presente em uma ou Varias copias, e

necessaria/suficiente para ligacdo a vesiculas de fosfolipideos anibnicos e para ado¢do de
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estruturas tipo a-hélice (KOAG et al., 2009). Muitas deidrinas, ricas em glicina e outros
aminoacidos polares/hidrofilicos, também contém um segmento “S”, trecho de polisserina que
também pode conter um segmento de residuos de treonina, aléem de outro(s) formado(s) pela
prépria serina, que pode ser submetido a uma extensa fosforilacdo por CK2, e/ou por outras
proteinas quinases intimamente relacionadas a estes dois aminoacidos, funcionando como um
sinal de localizacdo nuclear e nucleolar. Além disto, possuem um dominio “Y” (DEYGNP),
semelhante ao sitio de ligacdo das chaperonas, proteinas que ajudam outras proteinas a atingir
a configuracdo tercidria “correta”, usando energia oriunda da hidrolise de ATP para
desenovela-las e possibilitando, assim, um novo enovelamento, desta vez na forma e lugar
corretos.

Basicamente, as variacdes no nimero e na disposicdo destes dominios definem cinco
sub-classes de DHN’s: YnSKn, SKn, Kn, YnKn, e KnS, em que n é o nimero de repeticdes
de cada dominio (CAMPBELL; CLOSE, 1997).

Enquanto isso, as LEA’s do grupo 3 (Pfam 02987), também encontradas em
nematdides e procariontes, sdo caracterizadas por conter, pelo menos, uma copia do seguinte
motif de 11 aminoacidos: TAQAAKEKAXE (BATTAGLIA et al., 2008).

E valido ressaltar que o banco de dados Pfam compreende uma grande colecdo de
familias de proteinas, cada uma delas representada por varios alinhamentos de sequéncias e
modelos ocultos de Markov (HMM’s).

De maneira resumida, pode-se perceber claramente a funcionalidade de cada grupo de
LEA’s em milho: aquelas do grupo 1 destacam-se por apresentar uma combinagdo complexa
de diferentes tipos de modificagbes poOs-traducionais na proteina nativa, incluindo
fosforilagéo, acetilagdo, metilacdo e desaminacéo, fato que pode ser relevante para o seu papel
especifico na semente; ja as do grupo 3 apresentam pronunciadas propriedades antiagregativas
associadas a condicdes de desidratagdo, as quais resultam numa reducdo dos efeitos do
encolhimento celular proveniente de perdas de 4gua; enquanto isso, as do grupo 2 (deidrinas),
também exibem uma potente atividade antiagregativa, que evita a desnaturacdo das proteinas
sob estresse, além de uma capacidade de se ligar a compostos lipidicos sob situacdo de
choque térmico, confirmando seu papel fundamental na protecao das membranas (AMARA et
al., 2012).

Uma caracteristica marcante das proteinas LEA é sua conformacdo desdobrada, sua
hidrofilicidade e a elevada proporcdo de aminoécidos carregados que as compdem. Estas
propriedades bioquimicas contribuem para sua estabilidade ao calor e em meio &cido

(OLIVEIRA et al., 2007). Embora as proteinas LEA sejam desordenadas intrinsecamente, e
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mostrem, na maioria dos casos, uma estrutura em espiral aleatéria quando em solucéo,
algumas delas podem adotar certo grau de conformacdo durante a secagem e/ou na presenca
de agentes de promocao de estrutura a-hélice (HAND et al., 2011).

Ao nivel subcelular, as proteinas LEA tém sido encontradas na maior parte das
células, incluindo: citoplasma, ndcleo, nucléolos, mitocondrias, cloroplastos, vacuolo, reticulo
endoplasmatico, peroxissomos, e até mesmo na membrana plasmatica, onde podem exercer
funcBes de protecdo (HUNDERTMARK; HINCHA, 2008). Em relacdo as modificacdes pos-
traducionais envolvendo as LEA’s, a maioria dos relatos t€ém reportado, essencialmente,
reacdes de fosforilacdo. Tais fosforilagdes ndo sdo raras em anélises protedmicas de sementes
de Arabidopsis, sendo que muitas outras espécies também mostraram essa fosforilizacdo in
vivo (IRAR et al., 2006).

H& vasta informacdo sobre os efeitos protetores das proteinas LEA em diferentes
ensaios in vitro e in vivo, em abordagens em que as mesmas, expressas em plantas
transgénicas ou, de maneira heter6loga, em leveduras e bactérias, produziram fenotipos
tolerantes a seca, ao estresse salino, e/ou ao frio. Por exemplo, sobre a proteina ZmLEA3,
pertencente ao grupo 3, sabe-se que desempenha seu papel atuando na protecdo das plantas
contra danos de origem abidtica, resguardando a estrutura das proteinas e ligando-se a metais
(Mn*"Fe* Cu?*, e Zn*") em eventuais situaces de estresses osméticos e/ou oxidativos (LIU
et al., 2013b). Em geral, considera-se que tais proteinas contribuam para a protecdo e a
estabilizacdo de macromoléculas e estruturas celulares durante as respostas adaptativas ao
estresse causado em plantas. Contudo, suas funcdes especificas ainda ndo sdo completamente
entendidas.

Assim, em nivel molecular, foi proposto que tais efeitos protetores das LEA’s dos
grupos 1, 2 e 3 ocorrem por meio de diversos mecanismos: ligacdo ou substituicdo as
moléculas de agua, sequestro de ions, estabilizacdo e renaturacdo de proteinas outrora
desdobradas, e manutencdo de membranas, agindo isoladamente e/ou em combina¢do com

acucares.
2.4.1 Proteinas de choque térmico do milho

Foram identificados, em plantulas de linhagens europeias de milho, 39 genes
relacionados a tolerancia ao calor, cujas fungdes moleculares para expressar tal caracteristica
naqueles fendtipos permanecem desconhecidas, devendo ser esclarecidas por meio de estudos
funcionais (FREY et al., 2015). Em outro trabalho, identificaram-se 11 proteinas que estariam
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potencialmente envolvidas em conferir tolerancia a dessecagdo, sendo que a maior parte se
refere as chamadas “proteinas de estresse”. Nove delas acumularam-se durante a maturagédo
de embribes de sementes de milho, tendo seus niveis diminuidos durante a germinacao, e
aumentados durante a dessecacdo, sempre em embrides considerados tolerantes a este efeito
abiotico. Por outro lado, outras duas proteinas mostraram um padrdo inverso e, portanto,
provavelmente também participam deste efeito, mas na condicdo de indicadores da
sensibilidade a dessecacdo (HUANG; MZLLER; SONG, 2012).

De maneira anéloga ao estudo anterior, um total de 80 e 114 proteinas tiveram suas
expressdes duplicadas, ou mais, durante a secagem natural da maturacdo em embrides e
endosperma de sementes de milho, respectivamente. Um nimero pequeno, dentre elas, teve
essa abundancia alterada durante a secagem prematuramente imposta, engquanto outras
tiveram suas expressdes alteradas unicamente durante esta secagem dita “natural da
maturacdo”, e podem estar ligadas ao vigor de plantulas e a resisténcia contra infecgdes
fangicas.

Teoria que condiz com os fatos observados, uma vez que sementes secadas
prematuramente (40 DAP) germinaram quase tdo bem quanto aquelas colhidas logo depois de
maduras (65 DAP), mas o crescimento de plantulas foi significativamente mais lento, além
destas terem sido gravemente infectadas por fungos durante as analises (WANG et al.,
2014c).

Ressalta-se que as heat-shock proteins podem ser classificadas com base nas
sequéncias de aminoacidos que as compdem, nos seus dominios conservados e,
principalmente, no seu peso molecular (em kDa), sendo geralmente separadas em seis grandes
familias: HSP100/Clp, HSP90, HSP70, HSP60 (chaperoninas), HSP40, e as small HSP’s, que
possuem baixo peso molecular. Deste modo, dentre as HSP’s citadas pela literatura, aquelas
consideradas como principais e mais relevantes para o presente estudo serdo abordadas na
sequéncia:

A HSP 101 se acumula, em milho, durante a maturacdo e a dessecacdo de embrides,
persistindo em niveis elevados nas primeiras 24 horas seguintes a embebicdo, ainda que na
auséncia de estresse por calor. Esta proteina possui uma funcéo conhecida na desagregacéo de
complexos de elevado peso molecular e, muito provavelmente, age como reguladora da
tradugdo de mRNA’s especificos, além de induzir a termotolerancia.

Em andlises comparativas entre plantas mutantes de milho, no que diz respeito a
expressao do gene que codifica para a HSP101, foram observadas, via espectrometria de

massa, expressdes diferenciais de diversas chaperonas, de proteinas relacionadas com a
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traducdo, de actina, cujos filamentos compdem parte da epiderme do milho, e de enzimas que
participam do metabolismo da citocinina, fatores tais que modificaram, parcialmente, o
crescimento de raiz e a arquitetura nas mudas do material mutante. Além disso, houve
alteracGes na sintese especifica de proteinas de novo. Isto, somado ao fato da HSP101 ter sido
encontrada como parte de complexos de iniciacdo da tradugédo, vinculados ao “capacete”, logo
no inicio da embebicdo, confirma a hipdtese de sua fungdo como reguladora da traducéo
durante a germinacdo, expondo a relevancia da HSP101 para os mecanismos de sintese de
proteinas durante a germinagdo de sementes de milho (LAZARO-MIXTECO et al., 2012).

Sabendo-se que hé estimulacdo da formacdo precoce de raizes adventicias, originadas
do no coleoptilar, pela luz e pelo choque térmico, fator este que é afetado pela heranca
genética e pelo estagio de desenvolvimento das plantulas, verificou-se aumento nos niveis da
proteina HSP101 no nd coleoptilar de plantas de milho induzidas por tais estresses, em
especial na regifo procambial, onde ocorre a formacgdo destas raizes nodais (LOPEZ-FRIAS
etal., 2011).

Vale salientar que a HSP101 abriga, na regido 5’UTR do seu mRNA, um elemento
IRES (internal ribosome entry site), que significa “local de entrada de ribossomo interno” e
que permite a iniciacdo da tradugdo de um modo independente da extremidade, como parte de
um processo otimizado da sintese proteica, de modo que o inicio desta traducdo se dé
indiferentemente da presenga do “capacete”, haja vista que o reconhecimento do 5’ cap seria,
normalmente, necessario para a montagem do complexo de iniciacdo. Neste IRES, ocorre
uma associacdo com a proteina HSP90, que medeia a traducdo do mRNA da HSP101 em
milho (JIMENEZ-GONZALEZ et al., 2014).

Em relacdo a HSP90, que participa da transducdo de sinais de estresses abidticos e da
resisténcia a doencas em plantas, progressos significativos foram feitos na compreensdo dos
seus mecanismos de atuacdo em plantas, incluindo interacdes com proteinas co-chaperonas e
mudangas conformacionais quando acopladas a ATPase’s.

As HSP90’s constituem-se de trés dominios: um de ligacdo a ATP, localizado no N-
terminal (N); um dominio medial (M); e um de dimerizacdo, localizado no C-terminal (C),
onde se encontra a sequéncia aminoacidica MEEVD. Os trés dominios da HSP 90 interagem
com diferentes substratos e, além disto, existe uma regido carregada entre os dominios N e M.
Classificou-se, inclusive, a familia HSP90 em trés grupos distintos, com base em relagdes
filogenéticas, estrutura genética e fungdes bioldgicas (XU et al., 2012).
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2.4.2 Pequenas proteinas de choque térmico do milho

As pequenas proteinas de choque térmico (sHSP’s), HSP’s de peso molecular inferior
a 40 kDa, sdo chaperonas moleculares que protegem as células do efeito do calor e contra
outras tensdes, sendo que algumas de suas formas sdo expressas em fases especificas do
desenvolvimento e, especialmente em plantas, diferentes classes s@o expressas nos diversos
compartimentos celulares (KLEIN et al., 2014). Todos 0s organismos possuem estas pequenas
heat-shock proteins (sHSP’s), indicando que estas proteinas evoluiram muito cedo, antes da
divergéncia dos trés dominios da vida (Archaea, Bacteria, e Eukarya) e, apesar da
consideravel divergéncia de aminoacidos, muitas caracteristicas estruturais sdo conservadas,
incluindo uma forma oligomérica com um B-sanduiche (WATERS, 2013).

Diferentes sHSP’s podem compartilhar a capacidade de prevenir a agregacdo de
proteinas (associacdo, esta, induzida pelo calor), além de manterem tais proteinas num estado
redobravel. Porém, fazem isso com diferentes niveis de eficiéncia. Assim, as razoes
funcionais para distinguirem seus padrdes especificos de expressdo podem refletir a existéncia
de substratos definidos para cada sHSP dentro dos diferentes compartimentos intracelulares
(MORROW; HEIKKILA; TANGUAY, 2006).

Algumas plantas tém mais de 30 sHSP’s individuais, sendo que as plantas terrestres,
ao contrario de outros grupos, possuem subfamilias distintas de sHSP’s, a maioria delas
altamente regulada positivamente em resposta ao calor e outros fatores de estresse (WATERS,
2013). Além disso, foi observado que sHSP’s acumulam-se em maior grau nos genotipos de
trigo tolerantes a seca e ao estresse por calor (SALEKDEH; KOMATSU, 2007).

De modo parecido, estudando-se a resposta a de Arabidopsis thaliana frente a fatores
abioticos diversos, percebeu-se um incremento significativo de varias sHSP’s, as quais
protegem outras proteinas contra a desnaturacdo, do mesmo modo que facilitam a
desnaturacdo de proteinas deformadas (TAYLOR et al., 2009).

Uma pequena proteina heat-shock (sSHSP26) foi identificada em milho. Neste estudo,
verificou-se um aumento significativo desta proteina, além de chaperonas, chaperoninas e
algumas outras deidrinas, fato induzido pela seca (BENESOVA et al., 2012). Posteriormente,
ficou comprovada que um total de 45 proteinas de protoplastos de milho interagiram com a
sHSP26, sendo que 33 delas sdo cloroplastidicas e diminuiram significativamente em
abundancia sob situacdo de estresse por calor em plantas com a SHSP26 “silenciada”.

Além disso, a acumulacao de H,O, nos cloroplastos aumentou a expressao da SHSP26,
enguanto a supressao dessa sua expressao reduziu a taxa de evolugdo de O, do fotossistema Il
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ainda sob tal estresse térmico, resultados estes que demonstram a relevancia da sHSP26 em
proteger os cloroplastos de milho sob condicdo demasiada de calor (HU et al., 2015a).

E sobre o efeito chaperonico de duas sHSP’s de milho, possuindo sequéncias quase
idénticas, foram notadas diferencas significativas entre elas durante choque térmico a 43° C: a
sHSP17,8 se dissocia em oligdmeros menores do que sHSP17,0 sendo, essa primeira, uma
chaperona mais eficiente quando o alvo é a enzima citrato sintase (KLEIN et al., 2014).

A partir do isolamento da sHSP16,9 do milho, uma sHSP citosolica classe |,
descobriu-se que esta é expressa na raiz, na folha e no caule sob tratamento a 40° C, sendo
regulada por estresse térmico e por H,O, (perdxido de hidrogénio) exdgeno. A superexpressao
de Zmhsp16,9 em plantas transgénicas de tabaco conferiram tolerancia ao calor a aos estresses
oxidativos (SUN et al., 2012). Ap6s um choque térmico, verificou-se maior expressao deste
gene em plantulas de milho. Além disso, observou-se que seu cDNA é similar aos de
sHSP's17-18 de outras espécies (ALEXANDROV et al., 2009).

2.4.3 Outras proteinas relacionadas com as HSP’s e sHSP’s do milho

O gene ZMERD2, apds ser clonado e ter sua proteina deduzida, mostrou conter uma
estrutura de dominio conservado semelhante aquela presente na HSP70, trés sequéncias
tipicas da familia HSP70, além de um especifico motif Hsp70 citosolico. De acordo com 0s
resultados consultados, percebeu-se que a expressdo do gene ZmEDR2 é controlada pelo
estresse térmico, e que a proteina codificada também desempenha um papel na resposta das
plantas ao frio, a desidratacéo, ao PEG e a alta salinidade (SONG et al., 2016).

Também foi observado que células expressando a proteina MLG3, uma LEA do grupo
3, evidenciaram reducéo dos efeitos de retracdo celular durante a desidratacdo, e que RAB17,
uma LEA do grupo 2 (e, portanto, uma deidrina) foi localizada em compartimentos lipidicos
nas folhas apds o choque térmico, fatos tais que evidenciaram diferengas entre 0s grupos de
proteinas LEA em milho, sugerindo diversidade funcional entre eles (AMARA et al., 2012).

O gene ZmDHNZ2b, codificante para outra deidrina do milho, foi isolado para ser
caracterizado e, ap0s, a geracdo de plantas transgénicas de tabaco com superexpressao
constitutiva do mesmo, ficou comprovado que tal proteina estava envolvida na resposta das
plantas a baixa temperatura, sendo que niveis mais baixos de malondialdeido, induzido pelo
frio, foram observados, assim como um menor vazamento de eletrdlitos, em compara¢do com
o tipo “selvagem” de tabaco (XING et al., 2011).
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Genes raros induziveis pelo frio (ZmRCI’s), estruturalmente conservados, codificam
pequenas proteinas, altamente hidrofobicas e envolvidas em resposta a varios estresses
abioticos, sugerindo terem um importante papel na resposta a seca (ZHAO et al., 2014).
Ainda no que diz respeito a tolerancia para este fator abidtico, a ZmCPK1, uma proteina
quinase dependente de calcio, atua como reguladora negativa da sinalizagdo do estresse por
frio em milho (WECKWERTH; EHLERT; ROMEIS, 2015).

Interessante citar que o milho DroughtGard® foi desenvolvido por meio de expressdo
constitutiva da proteina cold shock B (CSPB), oriunda do Bacillus subtilis, visando melhorar
seu desempenho em condigdes limitadas de dgua e tornando-se, segunda a empresa produtora,
0 primeiro gen6tipo de milho, oriundo da biotecnologia, tolerante a seca (WANG et al.,
2015). Ficou comprovado, inclusive, que a forragem e os grdos destes materiais sdo, em

termos de composicao, equivalentes a do milho convencional (HARRIGAN et al., 2009).

2.4.4 Localizacdo das HSP’s e sHSP’s, e importiancia em outras culturas

Neste contexto, vale ressaltar que deidirinas vegetais (DHN’s) pertencentes a grande
familia RAB/DHN/LEA vém sendo reconhecidas por desempenhar um papel protetor durante
0 processo de desidratacdo. Destaca-se que a maior parte das sequéncias de deidrinas de
plantas tem, em média, 50% de identidade.

Com base na homologia com deidrinas do milho (RAB17) e da cevada (DHN-4 e
DHN-5), foi isolada e caracterizada uma nova deidrina no trigo duro, denominada DHN-5.
Nesta, ha evidéncias de uma série de dominios conservados e, assim como a propria RAB17,
a DHN-5 é rica em glicina e também contém uma regido central, formada por 30 aminoacidos
e contendo varios locais putativos de se ocorrer fosforilagcbes (BRINI et al., 2007).

Técnicas de imunolocalizacdo e resultados obtidos a partir de fracionamento
subcelular demonstraram que membros das deidrinas estdo presentes no nucleo, citoplasma, e
membrana plasmatica (DANY LUK et al., 1998). Confirmando esta informacdo, a RABL17 foi
encontrada acumulando-se no citoplasma e no nucleo. Em varios alinhamentos entre DHN-5,
RABL7 e proteinas de ligacdo a NLS’s (sinalizadores de localizacdo nuclear), observaram-se
dominios conservados, além do cluster de serina acida seguido pela regido consenso de
fosforilagdo da proteina quinase CK2, de modo que esta CK2 mostra-se essencial como “alvo
nuclear” para a RAB17 do milho, no chamado mecanismo de localizagdo via fosforilacao
(RIERA et al., 2004). Curiosamente, a forma ndo fosforilada de RAB17 é altamente

acumulada no nucléolo, onde também desempenha fungéo especifica (BRINI et al., 2007).
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Ademais, embora ja tivesse sido noticiada a presenca de DHN’s no citoplasma e no
nucleo, as mesmas também foram encontradas em outras organelas, como as mitocondrias e
os cloroplastos (RORAT, 2006). Também se verificou que duas proteinas similares as
deidrinas (dehydrin-like proteins, DLP’s) foram acumuladas nas mitocondrias de trigo de
inverno (Triticum aestivum), centeio de inverno (Secale cereale), e do prério milho, sempre
em resposta ao frio (BOROVSKII et al., 2000).

A mesma correlacdo positiva, entre a acumulagdo de duas DLP’s mitocondriais ¢ a
tolerancia ao frio, foi encontrada em outro trabalho envolvendo plantulas de milho, centeio e
trigo (BOROVSKII et al., 2002). Os niveis de expressio de cinco sHSP’s (sHSP26,7;
SHSP23,2; sHSP17,9A; sHSP17;4; e sHSP16,9A) podem ser considerados como
biomarcadores para o rastreio de cultivares de arroz com diferentes capacidades de tolerar o
estresse térmico.

No mesmo estudo verificou-se, por meio de interacfes proteina-proteina, que a
HSP101 regula a biossintese de tiamina, que a HSP82 afeta 0 metabolismo do nitrogénio, e
que a HSP81 esta envolvida na manutencdo de aguUcar e/ou na sintese de amido em plantas de
arroz submetidas a este estresse por calor (CHEN et al., 2014). Enquanto isso, 0 gene
OsClpB-C, cuja proteina é expressa em tecidos vegetativos e, constitutivamente, em sementes
de arroz, sempre quando estes sdo submetidos a estresse térmico, independe da funcdo da
5’UTR para ser expresso em sementes (MISHRA et al., 2016).

Deste modo, considera-se que proteinas CLPB-C tém um papel critico na resposta de
calor, sendo altamente conservadas em varias espécies de plantas. Coerentemente com este
conceito, plantas mutantes que tiveram tais proteinas silenciadas mostraram-se altamente
sensiveis ao calor (MISHRA; GROVER, 2016). Analises filogenéticas do gene PgHsp10 de
milheto revelaram que este compartilha de 70 a 98% de identidade com homdlogos de outras
plantas, estando evolutivamente perto do homodlogo ZmHspl0, do milho. Em analise
quantitativa, via RT-qPCR, o gene PgHspl0 foi expresso diferencialmente em resposta a
diversos estresses abidticos, com o mais alto nivel de expressdo encontrado sob condi¢Ges de
estresse por calor (NITNAVARE et al., 2016).

Quanto a familia de proteinas HSP100, caracterizadas primeiramente em espécies
bioldgicas mais simples, como Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae (yeast-HSP104),
sabe-se que estas s@o cruciais para a aquisicdo de termotolerancia (FREIDIN et al., 2009).
Neste sentido, a yeast-HSP104 est4 implicada na desagregacdo de proteinas inativadas por
calor e, de acordo com estudos de complementacdo, notou-se que as proteinas vegetais

HSP100, que contém varios dominios conservados, sdo funcionalmente analogas a esta, de
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modo que interagem entre si e recrutam componentes do maquinario de traducdo de mRNA’s
especificos, a fim de melhorar sua traducdo. Em arroz e milho, tais proteinas HSP100 também
sdo reguladas pelo estresse térmico, assim como pelo estadio fenoldgico (AGARWAL,;
KATIYAR-AGARWAL; GROVER, 2002)

2.4.5 Fatores de transcricdo das proteinas heat-shock

Admitindo-se que os diversos tipos de estresses abidticos afetam drasticamente a
sobrevivéncia, o crescimento e a reproducédo das plantas, e que estas plantas respondem a tais
mudancas desfavoraveis por meio de mecanismos fisiol6gicos, bioquimicos e de
desenvolvimento, 0s quais requerem a expressao de genes responsivos ao estresse, regulados
por uma rede de fatores de transcrigdo, os HSF’s (fatores de transcrigdo relacionados ao
estresse por altas temperaturas) desempenham um papel crucial na regulacdo da expressdo de
determinados genes, como aqueles codificantes para proteinas de choque térmico (GUO et al.,
2016).

Em condicOes de alta temperatura, os fatores de transcri¢cdo heat-shock (HSF’s) ativam
proteinas de choque térmico (HSP’s), combinando-se com elementos de estresse térmico
(HSE’s) em seus promotores, levando a defesa contra o estresse por calor. Desde que o
primeiro gene HSF foi identificado, em tomate, muitos outros genes da familia HSF foram
completamente caracterizados em outras plantas. Determinado trabalho estabeleceu a
correlacdo entre 123 genes HSF’s de gramineas, e destacou que novas funcionalizagdes,
oriundas de mudancas nos padrBes de expressdo e de funcdo, e derivadas da duplicacdo dos
genes, sd@o importantes para a manutencdo e divergéncia destes genes naquelas gramineas.
(YANG et al., 2014).

Durante a ultima década, muitos estudos tém sido conduzidos no intuito de se entender
a diversificagdo e interacdo funcional dos HSF’s, bem como a sua integragdo nos complexos
de sinalizacdo e resposta das plantas aos estresses abioticos. A primeira revisdo completa de
uma familia HSF foi apresentada para Arabidopsis thaliana (NOVER et al., 2001). Mais
tarde, foram compilados dados para 252 HSF’s de nove espécies de plantas, as quais ja tinham
seus genomas completos, ou quase, fornecendo insights relevantes sobre as relacdes
filogenéticas dentro desta familia HSF em plantas, e permitindo, assim, uma classificacéo
destas proteinas em grupos distintos (SCHARF et al., 2012).

Foi observado, também, que o genoma do milho continha mais genes HSF’s do que os

de outras gramineas: 30 no total, com pelo menos seis eventos de duplicacdo e um de perda
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(YANG et al., 2014). Devido a disponibilidade de sequéncias completas do genoma desta
espécie, 25 genes HSF’s ndo redundantes foram identificados, sendo posteriormente
nomeados ZmHSF’s. Deste modo, a localizagdo cromossdmica, os dominios conservados das
proteinas codificadas, e a organizacdo dos motifs destes ZmHSF’s puderam ser, enfim,
analisados. Em analises de RT-qPCR foi detectado que os 25 respectivos transcritos exibiram
diferentes niveis de expressdo quando as folhas sofriam estresse por calor (LIN et al., 2011).

Uma arvore filogenética, produzida por meio do software MEGA 5.0%, com base na
comparacgdo de sequéncias de aminoacidos dos dominios de ligacdo ao DNA nos HSF’s de
trés espécies (soja, milho e Arabidopsis thaliana), também foi proposta (LI et al., 2014b).
Usando o método de clonagem de homologia, demonstrou-se que um gene semelhante ao
fator de transcricdo de choque térmico (Zmhsf-like), clonado a partir do milho e contendo
1404 pb’s, os quais codificam 467 aminoacidos, onde existe o dominio de ligacdo ao DNA
tipicamente mais conservado da familia HSF, provavelmente regula as reacGes sensiveis a
estresses abidticos, especialmente aqueles relacionados ao choque térmico e a seca, através de
diferentes vias de transducéo de sinais (LI et al., 2014a).

Niveis mais elevados de expressdo da proteina HSFO6 em gréos de polen e em 6rgéos
em desenvolvimento de milho aumentaram a tolerancia destes as altas temperaturas, bem
como a tolerancia a seca de plantas transgénicas de Arabidopsis sob condi¢es de estresse
envolvendo calor moderado, o qué sugere que o gene ZmhsfO6 pode ser um representante
central dos fatores heat-shock, e Gtil como candidato no melhoramento molecular de milho
visando novos mecanismos de tolerancia a tal condicdo abiotica adversa (LI et al., 2015).
Ainda no que diz respeito a ortologia genética, por meio de andlises transcriptdmicas
comparativas e em resposta ao estresse térmico em quatro monocotiledéneas (arroz, trigo,
milho e switchgrass), foram identificados 16 genes comuns, a maioria dos quais associados a
processos de renaturacdo/redobramento de proteinas. Estes genes seriam biomarcadores
valiosos para a identificacdo, dentro de um banco de germoplasma, de plantas tolerantes a
altas temperaturas, uma vez que respondem tanto na curta duragdo quanto nos tratamentos de
estresse por calor cronico, sendo expressos em diferentes fases e tecidos daquelas plantas (LI
etal., 2013).

2.4.6 Rela¢ao das HSP’s e sHSP’s com enzimas e fito-horménios

Deve-se destacar que o aumento das atividades enzimaticas, incluindo da superdxido
dismutase (SOD), da ascorbato peroxidase (APX), da glutationa redutase (GR) e da catalase
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(CAT), é induzido pelo calor e, em menor grau, pela seca. De maneira analoga, a sintese de
HSP70 e a producdo de H,O, aumentam de maneira significativa sob estes dois tipos de
estresses, sendo que pré-tratamentos com ABA incrementaram significativamente as
atividades de enzimas antioxidantes, 0s niveis de expressdo da HSP70, e a prépria producédo
de H,0, sob condi¢bes de estresse térmico e/ou hidrico, em comparacdo com plantas
mutantes deficientes em ABA e sem pré-tratamento. Tais fatos sugerem que a HSP70 pode
desempenhar um papel importante na defesa antioxidante induzida pela ABA do milho em
situacdes de seca e/ou calor excessivo (HU et al., 2010). Outros dados sugerem que a
superexpressdo de ZmgolS2 (gene da galactinol sintase, primeira enzima comprometida na via
de biossintese de rafinose), ja citado como indutor de tolerancia a estresses abidticos e alvo
do fator de transcricio ZmDREB2A, resultou em hiper-acumulacdo de galactinol e de
rafinose, tornando-se um objeto pratico para a geracdo de lavouras tolerantes a estresses como
seca, choque térmico, e salinidade (GU et al., 2016).

Numa pesquisa anterior, ja havia sido identificado um elemento heat-shock (HSE),
cuja delecéo ou triplicacdo deste motif HSE aboliu ou melhorou, respectivamente, a resposta
ao choque térmico do promotor (fragmento de 1.5 kb na regido regulatéria 5”) do ZmGOLS2,
analisado através de expressdo do gene reporter da luciferase em cultura de protoplastos de
milho (GU et al., 2013).

Também foi proposto que a frutose-6-fosfato-1-fosfotransferase (PFP), dependente de
pirofosfato (PPi), pode alterar (induzindo ou atenuando, sempre com gasto de ATP) a
expressao dos genes HSP’s durante a modificagdo do endosperma em Quality Protein Maize
(variedade de milho que contém valores elevados de lisina e triptofano, e sdo usados em
dietas ricas em proteina) (GUO et al., 2012).

Sobre o ABA, embora alguns estudos anteriores tenham mostrado que este regula a
expressao de varias pequenas proteinas heat-shock (sHSP’s) em folhas de milho submetidas a
combinacéo de estresse por seca e calor, ndo foram identificadas sHSP’s entre as proteinas de
raiz reguladas por este mesmo fito-horménio (LIU et al., 2013a). Ainda assim, sementes de
milho mutante, deficiente em ABA, mostraram expressdo diferencial de 46 proteinas, a
maioria delas relativas ao embrido e relacionadas com estresse, sendo principalmente LEA’s e
sHSP’s, além de proteinas de armazenamento (WU et al., 2015).

Genes BSK’s (brassinosteroid sinalizing kinases, quinases citoplasmaticas do tipo
receptor especifico de plantas), envolvidos na via de transducdo de sinal dos

brassinosterdides, codificam proteinas com motifs tipicos (PKc e TPR) e um complexo N-
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terminal (composto por extensas cadeias e hélices), hidrofilicas, acidas, e presentes nos
cloroplastos, onde provavelmente interagem com as HSP’s (HU et al., 2015b).

Em plantas de milho previamente estressadas com calor, houve aumento na expressao
de HSP60 e sHSP’s. Por conseguinte, observou-se que este tipo de tratamento (pre-heat-
stressed), bem como os efeitos que diferentes niveis de CO, e de nitrogénio exercem na
termotolerdncia fotossintética, podem contribuir para mudancas na produtividade, na
distribuicdo, e na diversidade das plantas (WANG; FAN; HECKATHORN, 2014).

Sabe-se que situacfes de encharcamento também induzem a expressdao das HSP’s, que
sdo consideradas elementos-chave no inicio das respostas ao estresse por inundagdes. O
interessante € que o tratamento de pré-imersdao com esperimidinas, composto de poliamina
encontrado em ribossomos e em diversos tecidos vivos, e que tem as mais variadas funcoes
metabdlicas, atenuou os danos celulares induzidos por encharcamento, em milho, por meio de
trés mecanismos, sendo que um deles é justamente 0 aumento da expressao e da abundancia
de proteinas HSP70 e HSP90 (LIU et al., 2014).

Ainda no que diz respeito a HSP90, descobriu-se, durante estudo destinado a
identificar proteinas alvo da CK2 (caseina quinase 11) na resposta da planta ao acido salicilico,
que a P23, a menor proteina no complexo HSP90 e considerada uma co-chaperona, € alvo
desta CK2, sendo prontamente fosforilada in vitro pela CK2 do milho, e estando envolvida
em vias de transducdo de sinal onde reagdes de fosforilagdo podem representar um
mecanismo para a regulacao fina de respostas celulares a diversos fatores (TOSONI et al.,
2011).

Uma pequena proteina heat-shock do milho (SHSP 18,2), composta por 159 aa’s e cuja
massa molecular é de 18,17 kDa, contém um dominio CS semelhante ao dominio da P23,
compartilhando certa semelhangca com esta co-chaperona da HSP90. Os niveis de expressao
desta proteina, maiores nas folhas, foram significativamente super-regulados pela
desidratacdo. Além disso, plantas transgénicas de Arabidopsis com superexpressao de Zmshsp
tinham menor teor de citocinina enddgena, ficando mais sensiveis a citocinina durante a fase
de germinacdo, sugerindo que a sHSP 18,2 exerca certa funcdo na resposta a este fito-
hormdénio também no milho (CAO et al., 2010).

Nanoparticulas de CeO, (6xido de cério), matéria-prima utilizada na nanotecnologia e
inevitavelmente lancada ao meio ambiente, com consequéncias ainda desconhecidas frente a
sua toxicidade potencial quando transferida para a cadeia alimentar, provocaram aumento da

regulacdo do HSP70 em raizes, indicando uma resposta de estresse sistémico. Tais resultados
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sugerem que esta HSP70 pode ajudar as plantas a se defenderem contra uma eventual injdria
oxidativa induzida por esta nanoparticula (ZHAO et al., 2012).

Também é conhecido o fato de que aldeidos sdo gerados em resposta a um conjunto de
pressdes ambientais que perturbam o metabolismo, tais como desidratacdo, dessecacéo,
salinidade e choques térmicos, seja envolvendo frio ou calor. Neste sentido, trés genes do
milho (ZmALDH9, ZmALDH13 e ZmALDH17) sdo potencialmente Uteis no melhoramento
genético da cultura, visando aquisi¢do deste tipo de tolerancia.

Deste modo, ficou evidenciada, nesta revisdo, a grande complexidade dos fatores
envolvidos no processo de tolerancia aos fatores abidticos, a exemplo da secagem sob altas

temperaturas, fato que justifica plenamente a pesquisa proposta.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Escolha dos materiais genéticos e producgédo das sementes

Os experimentos foram conduzidos na 4area experimental do Centro de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, de propriedade da Universidade Federal de
Lavras (UFLA) e localizado no municipio de Lavras-MG, entre as coordenadas UTM/SAD 69
23 K 500.609 mE; 7.656.485 mN e 502.467 mE; 7.655.079 mN. Esta area encontra-se na
regido dos Campos das Vertentes, com clima do tipo Cwa (temperado chuvoso: mesotérmico,
com inverno frio e seco, e verdo quente e umido), de acordo com a classificagdo climética
proposta por Képpen-Geiger.

Foram utilizadas, a principio, dez linhagens de milho, pertencentes ao programa de
melhoramento da empresa Geneseeds Recursos Genéticos Ltda® e que foram pré-
selecionadas com base na literatura (TABELA 2), haja vista que se destacaram em estudos
prévios relacionados ao tipo de estresse que estd sendo estudado (altas temperaturas de
secagem), bem como em outros trabalhos envolvendo outros tipos de estresse abiotico
(incluindo seca e frio) que, teoricamente, compartilham fatores (vias de transducéo de sinais)
na cascata de eventos em resposta da planta a tais situagdes de estresse (ABREU et al., 2016;
ANDRADE et al., 2013; DUTRA, 2014; SALGADO et al., 2008; SILVA NETA, 2014).

Tabela 2 - Linhagens que se destacaram em série de estudos sobre resposta a estresses
abidticos diversos, selecionadas em funcdo dos resultados obtidos por diversos
autores. (Continua)

L.| CICLO | FENOTIPO APRESENTADO | AUTOR
1 expressdo do gene ZmAN-13 (estresses térmicos) Dutra et al (2014)
1 expresséo do gene AOX-1 (tolerancia a estresses abi6ticos) Dutra et al (2014)
apos aplica¢do de ABA exdgeno: ADH Andrade et al (2015)
64 Super precoce apos aplicagdo de ABA exdgeno: 1PGI Andrade et al (2015)
tolerante a baixas temperaturas Silva Neta et al (2014)
responsiva a deterioracdo controlada: 1 LEA Dutra et al (2014)
apos aplicacdo de ABA exogeno: = MDH Andrade et al (2015)
apoés aplicagdo de ABA exogeno: | protusdo radicular Andrade et al (2015)
apos aplicagdo de ABA exdgeno: 1 LEA acumulada Andrade et al (2015)
tolerante a baixas temperaturas Silva Neta et al (2014)
tolerante a altas temperaturas Dutra et al (2014)
91 Normal responsiva a deterioracdo controlada: 1 expressdo ZmAN-13 Dutra et al (2014)
1 expressdo do gene ZmDBP2 (tolerancia a estresse salino) Dutra et al (2014)
tolerante ao estresse hidrico Abreu et al (2016)
1 expressdo do gene AOX-2 (tolerncia a estresses abidticos) Dutra et al (2014)
1 qualidade fisiologica de sementes Abreu et al (2016)

75 Super precoce genotipo promissor quanto a tolerancia ao estresse hidrico Abreu et al (2016)
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Tabela 2 - Linhagens que se destacaram em série de estudos sobre resposta a estresses
abidticos diversos, selecionadas em funcdo dos resultados obtidos por diversos
autores. (Conclusao)

L.| CICLO | FENOTIPO APRESENTADO | AUTOR
tolerante a baixas temperaturas Silva Neta et al (2014)
1 qualidade fisiologica de sementes Oliveira et al (2013)
63 Precoce responsiva a deteriora¢do controlada: 1 LEA Dutra et al (2014)
responsiva a deterioracdo controlada: 1 expressdo ZmAN-13 Dutra et al (2014)
1 expressdo do gene AOX-2 (tolerdncia a estresses abioticos) Dutra et al (2014)
tolerante ao estresse hidrico Abreu et al (2016)
tolerante a altas temperaturas Dutra et al (2014)
54 Super precoce | vigor de sementes Oliveira et al (2015)
ndo tolerante a baixas temperaturas Silva Neta et al (2014)
ndo tolerante ao estresse hidrico Abreu et al (2016)
ndo tolerante a baixas temperaturas Silva Neta et al (2014)
57 Precoce | qualidade fisiologica de sementes Gomes et al (2000)
apos aplicacdo de ABA exdgeno: = a-amilase Andrade et al (2015)
apos aplicagdo de ABA exdgeno: 1PGI Andrade et al (2015)
apos aplicagdo de ABA exdgeno: | protrusdo radicular Andrade et al (2015)
apos aplicagdo de ABA exdgeno: = a-amilase Andrade et al (2015)
30 Precoce responsiva a deteriora¢do controlada: 1 LEA Dutra et al (2014)
apos aplica¢do de ABA exdgeno: 1 LEA acumulada Andrade et al (2015)
1 expressdo do gene AOX-1 (tolerancia a estresses abidticos) Dutra et al (2014)
apos aplicacdo de ABA exogeno: = MDH Andrade et al (2015)
24 Super precoce ndo tolerante ao estresse hidrico durante a germinagao Abreu et al (2016)
melhoria na resposta (indice Z) em sob estresse hidrico Abreu et al (2016)
| vigor apds testes de envelhecimento acelerado Abreu et al (2016)
37 Precoce tolerante ao estresse hidrico durante a germinacéo Abreu et al (2016)
melhoria na resposta (indice Z) sob estresse hidrico Abreu et al (2016)
31 Precoce ndo-tolerante ao estresse hidrico durante a germinagao Abreu et al (2016)
| vigor apds testes de envelhecimento acelerado Abreu et al (2016)

Fonte: Do autor (2018).

Para a multiplicacdo das sementes, o solo foi preparado convencionalmente e as
adubacbes de plantio feitas de acordo com a andlise quimica do mesmo. Foi utilizado o
espacamento de 0,6 m entre linhas, e de 0,2 m entre as plantas na linha, resultando em cinco
plantas por metro linear e em uma populacdo de cerca de 83.000 plantas’/ha. Uma éarea
adicional (split) foi plantada com intervalo de 10 dias, a fim de se garantir coincidéncia do
florescimento, visando contornar eventuais casos de protandria e/ou protoginia nas linhagens
trabalhadas.

A adubacao de cobertura e os demais tratos culturais foram realizados de acordo com a
recomendacdo para a cultura. Para prevenir cruzamentos indesejados, as espigas foram
protegidas com sacos plasticos, antes da emissdo dos estilo-estigmas. Quando os estilo-
estigmas se apresentaram receptivos, foram realizadas, manualmente, as autofecundagdes. As
sementes foram constantemente amostradas para a determinacéo do teor de agua, e a colheita

foi realizada quando estas apresentavam cerca de 30% de umidade.
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Entdo, as espigas foram despalhadas manualmente e, logo em seguida, submetidas a
secagem artificial a 35°C e 50°C até que tais sementes atingissem o teor de agua de
aproximadamente 13%. As duas temperaturas diferentes de secagem caracterizaram-se como
os dois tratamentos aplicados, sendo esta variavel a base para o presente estudo.

O sistema de secagem foi composto por quatro secadores estacionarios experimentais,
de camada fixa e pequena escala, os quais permitiam o controle preciso do fluxo e da
temperatura do ar de secagem, por meio de um painel eletrénico. Cada secador foi composto
de quatro bandejas removiveis, de fundo perfurado e secdo quadrada, com lados de 60 cm e
profundidade de 20 cm. As bandejas ficaram dispostas uma sobre as outras em cada secador,
sendo que a ordem entre elas era alterada a cada 90 minutos, de modo que ndo houvesse
variacéo significativa na temperatura e no fluxo de ar entre as amostras.

Os termOmetros foram colocados no meio da massa de espigas, a fim de fazer este
controle de temperatura de modo independente do equipamento, garantindo maior precisdo ao

controle desta variavel. O fluxo de ar utilizado foi de 34 m*min™ton™.
3.2  AvaliagOes da qualidade das sementes

3.2.1 Teor de 4gua

O teor de agua foi determinado pelo método de estufa a 105° C durante 24 horas,
utilizando-se duas subamostras de cada material, conforme as Regras para Analise de
Sementes - RAS (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em percentagem media

(base umida).
3.2.2 Testes de germinacdo e de primeira contagem de plantulas

O teste de germinacdo foi realizado com 200 sementes. Estas foram divididas em
quatro repeticdes de 50 sementes. A semeadura foi realizada em papel do tipo Germitest®,
umedecidas com agua em quantidade igual a 2,5 vezes o peso do papel seco. Em seguida, as
sementes foram mantidas em germinador, regulado a temperatura de 25°C.

As avaliacfes foram realizadas no quarto e no sétimo dia. O nimero de plantulas
normais foi computado de acordo com as prescricdes contidas nas Regras para Andlise de

Sementes (Brasil, 2009). O teste de primeira contagem de germinacdo foi realizado
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concomitantemente com este primeiro, sendo avaliado no quarto dia ap6s a semeadura
(BRASIL, 2009).

3.2.3 Envelhecimento acelerado

O teste de envelhecimento acelerado foi realizado mantendo as sementes por 96 horas
a temperatura de 42°C. As sementes foram distribuidas de modo uniforme, sobre uma tela
suspensa, no interior de uma caixa do tipo "gerbox” contendo 40 mL de agua. Em seguida, foi
efetuado o teste de germinacgdo, a temperatura de 25°C. A avaliacdo foi realizada no quarto
dia apos a instalacdo do teste, contabilizando-se o porcentual de plantulas normais, sendo
aquelas que apresentassem no minimo 2,5 cm de parte aérea e, pelo menos, duas raizes
seminais, além da raiz principal. (MARCOS FILHO, 1994).

3.2.4 Teste de Frio

Realizado com o uso do papel Germitest®, assim como os demais, consistiu-se de
quatro repeti¢Ges de 50 sementes por tratamento, em papel umedecido com 2,5 vezes seu peso
seco em agua, colocados em sacos de pléastico e mantidos em camara fria a 10° C, onde
permaneceram por sete dias (BARROS et al., 1999).

ApoOs este periodo, os rolos foram retirados dos sacos e colocados em germinadores
programados a 25° C e, decorridos quatro dias a partir de entdo, foram computadas as

porcentagens de plantulas normais.

3.2.5 Analise estatistica dos dados fisiologicos

Para os testes de germinacdo, primeira contagem da germinacdo, envelhecimento
acelerado e teste de frio, nas sementes secadas a 35°C e 50°C, realizados para avaliacdo da
qualidade fisiologica, foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado,
com quatro repetices. Os dados foram interpretados estatisticamente por meio da analise de
variancia, enquanto que as médias foram comparadas e agrupadas utilizando-se a metodologia
proposta por Scott e Knott (1974). As analises foram realizadas no programa estatistico

Sisvar®.
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3.3  Analise da expressao de transcritos
3.3.1 Escolha dos genes

Foi realizada uma revisdo bibliografica a fim de selecionar os genes que se
expressavam diferencialmente sob condigdes de estresse abidtico em milho. Nesta selecéo,
considerou-se que 0s genes deveriam, a priori, demonstrar uma significativa mudanca de
expressdo apo6s a aplicacdo do estresse por altas temperaturas de secagem. Buscou-se por
genes gque poderiam funcionar como marcadores moleculares para a caracteristica estudada.

Foi elaborado, entdo, um “ranking”, a fim de se classificar a importancia dos genes
para o desenvolvimento do trabalho, sempre com base em resultados relacionados aos niveis

de expressao génica apos aplicacdo de estresse.

3.3.2 Desenho dos primers

As sequéncias de cDNA dos genes-alvo escolhidos foram obtidas por meio de
rastreamento realizado nos bancos de dados da NCBI (National Center for Biotechnology
Information) e do MaizeGDB (Maize Genetics and Genome Database). Na sequéncia, 0s
primers foram desenhados utilizando-se os softwares Primer Express 3.0%, da Applied
Biosystems, e Custom Primers OligoPerfect Design®, da ThermoFischer Scientific.

Apos a etapa de desenho dos primers, fez-se necesséria a avaliacdo da qualidade dos
mesmos, numa busca por eventuais hairpins, formagao de “grampos” que ocorrem quando o
primer se liga de maneira bastante estavel nele mesmo, e/ou dimeros de primers, podendo ser
self-dimer, quando um primer forward se liga a outro, ou um primer reverse se liga a outro;
ou hetero-dimer, quando os primers forward e reverse se acoplam de maneira estavel,
impedindo que estes se liguem ao fragmento de DNA (template) e desempenhem, portanto,
sua funcdo crucial de iniciar a reacdo de polimeragdo em cadeia.

Esta analise da efetiva qualidade dos primers foi realizada no software IDT Oligo
Analizer®, da Integrated DNA Technologies. Importante salientar que, para uma correta
averiguacdo, o primer reverse (apenas ele; o forward ndo) deve ter, a partir do modelo
proposto, sua sequéncia previamente “invertida” (de 3’—5’ para 5°—3’), algo que foi feito

mediante o uso do software Reverse Complement Tool®, da Bioinformatics.
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Apos todas essas checagens, os primers puderam ser encomendados com seguranga.

Apos as etapas descritas acima foram selecionados, entdo, 42 pares de primers sendo, destes,

cinco referentes a genes candidatos a atuarem como referéncia (TABELA 3).

Tabela 3 - Lista de primers utilizados nas analises de PCR. (Continua)

Gene

Amplificacdo do cDNA para quantificacdo (RT-gPCR)

(F) Primer Forward (5'—3")

(R) Primer Reverse (5'—3")

HSF 08 do Milho GAGCAGGTGCTGTCGTCAAG  TGTTGCACAGCTTCTTCATCTG
HSF 12 do Milho AGCGACACCTCCTCGTGAAC CGTTTCGAGCTCGCTGTCA
HSF 13 do Milho GAGAACCTGGCGCTCAACAT CGCCCTTCATCCCTTCGT

ACTTCGCAGTTGGCAGACTC  GAAGAGGTCCACGGAGAATG
CATGTTCCGCTCCATCGT ATCGACTGGAAGGAGACGC
HSP116,9-17.2 TGCTGTATGCTTCCACGTTC TGATCTCCTTCTCGGTGGTC
HSF 20 do Milho GAGGACAACGACGAGGAACAA  AGCGTCAGCACGTCCAGATC
HSP 101 TGAGGATCATGGAGGAGGAC  CCACATTCACGGGCTTATCT
HSF 24 do Milho  AGCAGCAAGACAAGAGGAAGGA  TGTTCGCTTTCCCCATCACT
HSP 26 GTCTCCAACCAGGAAAGCAA  CTGGGGCTATGTGAATCTGG
HSF 25 do Milho GGCGAGCAGCTCCAGACA  AAGTTGCGGTGCTTGAAGAAG
HSF 05 do Milho GGCAAGATGGTGGCCTAGAC  TGGCTGCTTCGTTGATCAGA
ACCACTTCGTCCAGGAGTTCAA  GCCCTCATACAGCGAGTCAATC
HSP 70- 74 GCAGGGTGTTCTCTGTTTCC CGTGCATAGCGAGAAAAACA
HSF 07 do Milho CGAGGAGCAGGTGCTGTCA  GATGTTGTTGCAGAGCTTCTTC
HSP 90 TGTCGTGGAATCCTGTGAAA TTTTCTCCCACCTTTTGTGG
HSF 09 do Milho TGGGACTCGCACGTTTTTG  GTAGGTGTTGAGCTGGCGTATG
DHN 1 (RAB 17) GCGTCAAAGCCGTACTCTTC CGTACAAATTCACCCCACAA
FDL 1 AATCCCTTCAAGCGAGGAGT ATCAAGCGACCGATCTGAAT
HSF 02 do Milho CCTTCGGGAAGCGAGTGAA  TGAGACAGGTGATGGCACATG
HSP 22 CGCTTCAGTTTTCGTGTCAA GGAAACCAAACACGGCATAG
HSF 14 do Milho  ATGGTTATGATCATCCACGGTTA  GGACATCAGATGCATGGCTTT
TIFSA TTGAGCTGGCTTTTGCTATG  CAGGGTCCAGAATGTAACCAC
HSF 04 do Milho  CAGCAGAACACAAAGGCAAATC  GCATGACACGTGCCAAGAAC
LEA 14-A CTCGCTCGATCCGTAACTG CAAGCAGCACAACAACAACA
RAB 30 (LEA D-34) GCGGAGAACCTGGTGTTCG GACGAACTCGGTGACGATG
HSF 06 do Milho CCTCATGGCAGCGTAGAGTCA  TCGTCATGCACGCTTGTAGTT
HSF 10 do Milho AGCTCGGGCAGATGAAGAAG GCGCTGCAGAGGCGTCTA
TUA 4 ATCCTGTGATCTGCCCTGAG AGGTGGTGAAAGCAAAGCAT
KIN 1 CGTCTCTGTTTGCGTTTCTG CGTTGGGCATCATATCACAG
DREB 2A-S GGACAGCCCTGGTATCTTGA AATTCAGTTTAGCCGCTCCA
HSF 03 do Milho GCGTCCAAGCCTCAGGTAGA  TGCCTTAGCGTGATGACTTCA
HSF 29 do Milho AGAGCGCTGGGAATTTGCTA  CTGATGGCTATGGCTGTGGAT
SHSP 18 CCCAATACAAGGGCAAGG GGGTCAGGGCAGGTTCCA
LEA EMB 564 CACGTCGTCAAGTCGTCAAT TAACAAGGAACCGCCAAACT
Prot. EmbrionicaDC-8  AGCTCGTTGATCCAAATCCA AGCCATCAGCCTGGACATAG
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Tabela 3 - Lista de primers utilizados nas analises de PCR. (Concluséo)

HSF A-4d ACAGCTGCTGGAGTCGATATGA TGAGAAACCGCTCCCAGAAT

Actina TGAAGCCACGTACAACTCCA GCAACCACCTTCACCTTCAT
B-Actina TGTCCATCACTTGTGAAGCCTCC ACGACCTTAGCCAATATCGCAC
Tubulina a-3 GCTATCCTGTGATCTGCCCTGA CGCCAAACTTAATAACCCAGTA

ADH AGGACGCTGAGTTAAGACC CACATTTGGCAGATCAGTGC

Ubiquitina 60-S Ribos. AAGGCCAAGATCCAGGACAA TTGCTTTCCAGCGAAGATGA

*(F) sequéncia do primer foward e (R) sequéncia do primer reverse.
Fonte: Do autor (2018).

3.3.3 Analise prévia do polimorfismo

Apos a selecdo destes primers, os mesmos foram testados em PCR convencional,
utilizando-se o cDNA de cada tratamento para uma prévia selecdo dos pares de primers que se
demonstrassem polimorficos apds 35 ciclos. Depois desta amplificagdo exponencial, que
mantém a propor¢do da expressdo génica naqueles materiais, cada amostra foi submetida a
eletroforese em gel de agarose a 2%, durante 50 minutos, a 120 Volts de tenséo elétrica, numa
corrente elétrica de 200 miliAmperes. Utilizou-se um marcador de peso molecular de 100
pb’s (pares de bases), para que se pudesse ter certeza de que a banda a ser visualizada no gel
fosse, definitivamente, proveniente do amplicon desejado.

Desta forma, pdde ser avaliado o nivel de intensidade das bandas neste gel. Foram
identificados quatro niveis de expressdo: 0 (auséncia de banda), 1 (banda de intensidade
fraca), 2 (banda de intensidade média), 3 (banda de intensidade alta). Os resultados
observados nos geis de agarose foram confrontados com os indices obtidos através de analise
de imagem, realizada pelo software ImageJ®, capaz de mensurar o nimero e a intensidade dos
pixels das imagens.

De posse desta informacdo, estes quatro niveis, ja traduzidos numa escala de nimero
de pixels por meio do software para processamento de imagens, possibilitaram a elaboracéo
de um heat-map, que tornou mais facil a visualizacdo do polimorfismo presente entre as
amostras. Sendo assim, ap0s estas analises, reduziu-se a dez o nimero de primers para 0s
genes alvo selecionados para a proxima etapa, e mantiveram-se 0s cinco primers referentes

aos genes candidatos a atuarem como referéncia durante a RT-qPCR.
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3.3.4 Analise transcriptdmica por meio da técnica de RT-qPCR

Para a analise dos transcritos via técnica de RT-qPCR, foram utilizadas sementes das
linhagens 64, 63, 30 e 57, submetidas a secagem a 35 e 50°C.

A técnica para a determinacao da expressdo dos transcritos envolvidos no processo de
tolerancia a alta temperatura de secagem foi dividida em quatro etapas: extracdo e purificacdo
do RNA, transcrigdo reversa para sintese do cDNA, PCR em tempo real, e analise dos
resultados.

Para a extracdo do RNA, as sementes foram maceradas na presenca de nitrogénio
liquido e com a adicdo do reagente Pure Link RNA Plant®, da Invitrogen, seguindo as
especificacbes do manual do fabricante. A integridade e a pureza do RNA foram avaliadas em
todas as etapas da técnica, por meio da técnica de eletroforese em gel de agarose 2% (corados
com GelRed® Nucleic Acid Stain, 10,000 in water) e analise em espectrofotdmetro, modelo
BioTek Eon Microplate Spectrophotometer®. Apés as extracdes dos acidos nucleicos, as
amostras foram tratadas com DNAse | (RNAse-Free) para evitar qualquer contaminagdo com
0 DNA gendmico das amostras. Para isso, foi utilizado o KitDNAse Turbo Free®, da
Ambiom, sempre de acordo com protocolo recomendado pelo fabricante.

Para comprovar a eficiéncia do tratamento com DNAse, foi realizada uma reacéo de
PCR convencional. Como controle positivo, foi utilizada uma amostra de DNA gendmico de
milho. O primer utilizado foi o correspondente ao gene constitutivo da Ubiquitina. Entdo,
preparou-se um gel de agarose a 2%, corado com GelRed® para a visualizacdo das possiveis
amplificacdes.

Apbs o processo de extracdo e purificagdo, os mRNA’s foram utilizados como molde
para a sintese do cDNA. Para tanto, foi utilizado kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription cDNA®, da Applied Biosystems, segundo protocolo recomendado pelo
fabricante.

Na proxima etapa, foram analisadas a eficiéncia dos dez primers para genes-alvo
previamente selecionados na PCR convencional, durante a avaliacdo do polimorfismo prévio,
bem como os cinco primers relativos aos genes de referéncia, baseando-se na inclinagdo da
reta tracada a partir da média de Ct’s de cada diluigao de cDNA (1:5, 1:25, 1:125, 1:625, e
1:3125, todas estas obtidas a partir de diluicBes seriadas), a qual deve apresentar seu R® o
mais proximo possivel de 1,00, indicando 100% de eficiéncia de um determinado par de
primers em amplificar o cDNA-alvo exponencialmente a cada ciclo. Apo6s andlise de
eficiéncia, foram selecionados os primers apresentados na Tabela 4.



42

Tabela 4 - Primers utilizados nas anélises de RT-qPCR.

Gene Identificacdo Sequéncia 5'—3'

Ubiquitina Gene de referéncia FAAGGCCAAGATCCAGGACAA
(GRMZM2G116292_TO01) RTTGCTTTCCAGCGAAGATGA
ADH Gene de referéncia FAGGACGCTGAGTTAAGACC
(GRMZM2G442658) RCACATTTGGCAGATCAGTGC
HSP 26 Protefna de Choque Térmico FGTCTCCAACCAGGAAAGCAA
(GRMZM2G149647_TO01) RCTGGGGCTATGTGAATCTGG
HSP 70-74 A Protefna de Chogue Térmico FACCACTTCGTCCAGGAGTTCAA
(GRMZM2G340251_T01) RGCCCTCATACAGCGAGTCAATCT
HSP 70-74 B FGCAGGGTGTTCTCTGTTTCC

(GRMZM2G366532 To1) ' 'oteinade Chogque Termico o -t o ATAGCGAGAAAAACA

*(F) sequéncia do primer foward e (R) sequéncia do primer reverse.

Fonte: Do autor (2018).

Em seguida, os pares de primers que “passaram no teste da eficiéncia” tiveram suas
expressdes relativas (aquelas comparadas a uma amostra calibradora) quantificadas. As
reacdes de RT-qPCR foram realizadas no equipamento 7500 Real-Time PCR System®, da
Applied Biosystems, em um volume total de 6uL, contendo: 1 uL de cDNA na dilui¢do 1:5;
2,5 uL de SYBR® Green Real-Time PCR Master Mixes; 0,2 uL de primer forward; 0,2 uL de
primer reverse; e 2,1 uL de agua Milli-Q.

As amplificagdes ocorreram durante 5 minutos a 95°C (desnaturacéo inicial), seguida
de 40 ciclos de 5 segundos a 95°C (desnaturacdo) e 30 segundos a 60°C (anelamento e
extensdo). Utilizaram-se triplicatas técnicas e bioldgicas, e um controle sem cDNA (NTC) foi
incluido para cada par de primers. Os resultados foram normalizados usando Ct’s (ciclo de
threshold) obtidos pela expressdo dos genes de referéncia Ubiquitina (UBI) e ADH. O CT foi
determinado pelo nimero de ciclos no qual a fluorescéncia gerada dentro de uma reacao cruza
a linha de base (threshold cycle, Ct). A expressdo relativa foi analisada pelo método Pfaffl
(2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A linhagem 75 demonstrou alta segregacdo de individuos no campo, fato que
comprova que estd ndo se encontrava, ainda, em completa homozigose, e/ou que houve
contaminacdo varietal do lote utilizado durante sua semeadura. Ja para a linhagem 37, foram
produzidas poucas sementes. Considerando tais fatores, estas duas linhagens tiveram de ser
excluidas das fases subsequentes do trabalho. Portanto, restaram oito materiais para serem
analisados nas etapas laboratoriais: as linhagens 91, 63, 64, 31, 30, 24, 57, e 54, conforme
descritas na Tabela 5. O tempo médio gasto com a secagem das sementes foi de 28 horas
quando se utilizou a temperatura de 35° C, e de 21 horas para a temperatura de 50° C.

Ressalta-se que as temperaturas aplicadas para a secagem das sementes foram
escolhidas pelas seguintes razdes: o tratamento a 35° C simularia uma secagem natural e,
segundo a bibliografia consultada, ndo traria nenhum tipo de risco a quaisquer genotipos de
milho estudados; e o tratamento 50° C seria capaz de separar as linhagens em dois grupos
distintos (tolerantes e ndo tolerantes a alta temperatura de secagem), promovendo uma
expressdo diferenciada das proteinas heat-shock (HSP’s) sem inviabilizar os materiais, ou
seja, sem o risco de destruir as sementes.

O teor de agua médio das sementes no momento da realizacdo dos testes fisioldgicos

foi de 11,8%, com variagdo maxima de 1% entre as amostras e os tratamentos avaliados.

Tabela 5 - Valores médios percentuais para os resultados obtidos nos testes de germinacéo,
primeira contagem da germinagdo, teste de frio e envelhecimento acelerado em
sementes de linhagens de milho, secadas a temperatura de 35°C e 50°C

Germinacao Primeira Contagem  Teste de Frio Env. Acelerado
Linhagem  — e 5C  3°C 50°C  35°C 50°C  35°C  50°C
64 98 Aa 98 Aa 94 Aa 94 Aa 97Aa 91Aa 96Aa 86Ba
63 92 Aa 92 Ab 83 Ab 89 Aa 96 Aa 90Aa 94Aa 79Bb
31 96 Aa 81Bc 76 Ab 51 Bb 93Aa 81Bb 95Aa 69Bc
24 96 Aa 87Bb 96 Aa 73 Bb 79Ab 73Bb 99Aa 61Bd
54 96 Aa 69 Bd 95 Aa 46 Bc 90Aa 59Bc 89Ab 23Be
91 100 Aa 21Bf 100 Aa 14 Bd 100Aa 11Be 99Aa 5Bf
30 98 Aa 31Be 94 Aa 14 Bd 97Aa 23Bd 90Ab 7Bf
57 97 Aa 22 Bf 97 Aa 16 Bd 95Aa 6Bf 84Ac 1Bf
CV(%) 5,07 7,95 5,60 5,87

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mintsculas na coluna ndo diferem entre si a
5% de probabilidade pelo Teste de Scott Knott.

Fonte: do autor (2018).
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Para o teste de germinacédo, quando a secagem das sementes foi realizada a 35°C, nédo
houve diferenca significativa entre os materiais avaliados. Assim, pode-se inferir que todos 0s
materiais analisados apresentaram resultados semelhantes quando secados a esta temperatura,
a qual ndo afetou a germinacdo das sementes das linhagens estudadas. Esta informacéo
confirma o fato de as sementes terem sido colhidas em estddios de desenvolvimento
semelhantes, condicdo importante para a o trabalho em questdo, sobretudo para a correta
interpretacdo dos dados a seguir, comprovando que a tolerancia apresentada a alta temperatura
de secagem (50° C) foi decorrente apenas de fatores intrinsecos ao genétipo, e ndo ocasionada
por uma eventual variavel, que estaria correlacionada, neste caso hipotético, a diferentes graus
de desenvolvimento de sementes.

Para as sementes secadas a 50°C, observaram-se os maiores valores de germinacao na
linhagem 64, enquanto nas linhagens 91 e 57 foram observados os menos valores, quando
comparados aos das demais linhagens analisadas. Com relacdo a germinacdo em funcédo das
temperaturas, ndo houve diferenca significativa dos valores observados para as linhagens 63 e
64. No entanto, para as demais linhagens, pdde-se observar significativa reducdo dos valores
de germinacdo quando estas foram secadas a temperatura de 50°C. Deste modo, infere-se que
a temperatura de 50° C afetou a germinacgdo das sementes de linhagens de milho, exceto para
as linhagens 63 e 64, previamente classificadas como tolerantes aos estresses abioticos
(ABREU et al., 2016; DUTRA, 2014; SILVA NETA, 2014).

Quanto ao teste de primeira contagem, para as linhagens 91, 57, 24, 54, 64 e 30, foram
observados 0s maiores valores quando a secagem ocorreu a 35° C, evidenciando maior vigor
em relagdo as sementes das linhagens 31 e 63. J4 aos 50° C, foram verificados maiores valores
de vigor em sementes das linhagens 64 e 63, de modo semelhante ao qué foi evidenciado no
teste de germinacdo. Os menores valores quanto ao vigor avaliado por meio do teste de
primeira contagem, quando a secagem foi realizada a 50° C, foram observados em sementes
das linhagens 57, 91 e 30. Neste teste, também ndo houve diferenca significativa dos valores
observados em sementes das linhagens 64 e 63 quando estas foram secadas a 35° C e 50° C,
resultado também observado no teste de frio. Maiores valores de vigor, pelo teste de frio e no
que diz respeito a secagem a 50° C, foram observados em sementes das linhagens 64 e 63,
enguanto que os menores valores foram observados em sementes das linhagens 57 e 91. Em
relacdo ao teste de envelhecimento acelerado, intimamente ligado a longevidade da semente,
os resultados foram semelhantes aos observados nos demais testes: na secagem a 50° C,
maiores valores de vigor para as linhagens 64 e 63, e menores em sementes das linhagens 57,
30e91.
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Neste teste, para as sementes de todas as oito linhagens, houve redugéo do vigor
guando as sementes foram secadas a 50° C. Baseando-se nos resultados observados nos testes
utilizados para a avaliacdo da qualidade fisioldgica, dentre as oito linhagens avaliadas,
aquelas seis nas quais se observaram os dados mais discrepantes (64, 63, 31, 91, 30 e 57)
foram avaliadas na proxima etapa: analise de polimorfismo em gel de agarose 2%, apés PCR
convencional.

As outras duas linhagens (24 e 54), cujos dados fisiolégicos demonstraram-se
medianos e, portanto, ndo discrepantes, foram excluidas das etapas subsequentes do trabalho.
Assim, baseando-se nos resultados dos testes fisiologicos, foram selecionados seis materiais
genéticos, classificados em dois grupos: tolerantes (linhagens 64, 63 e 31) e ndo-tolerantes
(91, 30 e 57) a alta temperatura de secagem.

Na avaliacdo de polimorfismo, procurava-se por diferencas nos niveis de expressdo
dos 37 genes-alvo previamente selecionados. Cinco situagdes, em particular, foram buscadas
quanto ao polimorfismo apresentado entre os tratamentos e entre os grupos de linhagens

(tolerantes e ndo tolerantes), e encontram-se ilustradas no Quadro 1.

Quadro 1 - Polimorfismo procurado no perfil de expressdo dos genes-alvos.

_Jﬁ IMAGE]

Banda |Legenda utilizada no Heat Map
Auséncia de Expressdo (0 pixels)
Baixa Expressao (1a 2.000 pixels)
Média Expressao (2.001 a 4.000 pixels)
Alta Expressdo (> 4.000 pixels)

Linhagens Linhagens
Tolerantes |Ndo Tolerantes

Situagdo
- Situagdo 01
- Situagdo 02
- Situagdo 03
- Situagdo 04
- Situagdo 05

Fonte: Do autor (2018).

Na primeira situacdo hipotética tratada no Quadro 1, percebe-se que a aplicacdo da alta
temperatura de secagem (50° C) resultaria no aumento da expressao daquele determinado
gene nas linhagens de ambos os grupos (tolerantes e ndo tolerantes), fato que evidenciaria que
aquele gene é superexpressado pela condicdo de estresse térmico, mas que, a principio, ndo
estaria correlacionado a aquisicdo da termotolerancia. Contudo, na segunda situacao, nota-se

gue a superexpressao se daria apenas nas linhagens do grupo das tolerantes, reforgando a ideia
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de que aquele determinado gene desempenharia papel fundamental na condicdo de
termotolerancia.

Na terceira situacdo, a diferenca provavelmente aconteceria a nivel genémico, e ndo
mais transcriptdmico: ou seja, inferir-se-ia que as linhagens tolerantes possuiriam aquele
determinado gene, que efetivamente foi expressado em ambas os tratamentos (temperaturas
de secagem), enquanto que as linhagens nédo tolerantes ndo possuiriam aquele gene ativo e,
por isso, ele ndo foi expressado sob nenhuma das duas condicdes.

J& na quarta situacdo, perceber-se-ia que as linhagens ndo tolerantes até possuiriam
aquele determinado gene ativo, mas que ele ndo seria capaz de se expressar sob situacGes de
estresse térmico, fato que ndo ocorreria nas linhagens tolerantes e, por isso, associar-se-ia tal
gene a caracteristica de tolerar altas temperaturas de secagem. E, finalmente, na quinta e
Gltima situacéo, ocorreria o inverso do qué foi exposto na quarta: as linhagens nao tolerantes
manteriam a expressdo daquele determinado gene sob condicdo de estresse térmico, mas as
linhagens tolerantes ndo o fariam; neste tipo de comportamento, deduzir-se-ia que o0 gene em
questdo teria efetiva participacdo na aquisicdo de termotolerancia, provavelmente como um
“repressor de outro repressor” para tal caracteristica, agindo, portanto, de maneira ativa para

tal capacidade de suportar o estresse térmico.

Quadro 2 - Fotografia dos géis e correlagdo com a analise da mesma imagem efetuada pelo
software Imagel®, evidenciando a expressio diferenciada de dois genes
codificantes para proteinas de choque térmico do milho (HSP 26 e HSP 70-74 A)
em 6 linhagens (64, 63, 31, 91, 30 e 57) submetidas a duas temperaturas de
secagem (35° C e 50° C), informacOes que serviram de base para a elaboragéo de
um heat-map. (Continuacao)

Perfil de Expressio da HSP 26

119 pb’s
HSP 26 (Ranking: 10) D ]
Linhagens = 64 63 31 91 30 57
Secagem > 35°c | so°c | 3s°c | se°c | 3s°c | so°c | 3s°c | sec | ss°c [ se°c | 3s°c | so°c
Grupos > TOLERANTES NAO TOLERANTES
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Quadro 2 - Fotografia dos géis e correlacdo com a analise da mesma imagem efetuada pelo
software Imagel®, evidenciando a expressio diferenciada de dois genes
codificantes para proteinas de choque térmico do milho (HSP 26 e HSP 70-74 A)
em 6 linhagens (64, 63, 31, 91, 30 e 57) submetidas a duas temperaturas de
secagem (35° C e 50° C), informacgGes que serviram de base para a elaboragédo de
um heat-map. (Concluséo)

2.000 4 1.577
1.389 050 1.208
748 688

1.500 H
1.000
329
o nll.
o] | "

64/35°C64/50°C63/35°C63/50°C31/35°C31/50°C91/35°C91/50°C30/35°C30/50°C57/35°C57/50°C

Perfil de Expressio da HSP 70-74 A

155 pb’s

e 7073 A a1y [ I T =

Linhagens 2 64 63 31 91 30 57
Secagem = 35°C ] 50°C 35°C ] 50°C 35°C ] 50°C 35°C [ 50° C 35°C I 50° C 35°C ] 50° C

Grupos > TOLERANTES NAO TOLERANTES

Fonte: Do autor (2018).

Para a elaboracdo do heat-map, considerou-se a avalia¢do visual dos géis (intensidade
da banda analisada por meio de transiluminador UV), e também os resultados obtidos na
analise pelo software ImageJ®, que contabilizou os pixels (nimero e intensidade) de cada
imagem.

Conforme ilustrado no Quadro 2, que exemplifica os resultados oriundos da expressao
de dois genes apenas (HSP 26 e HSP 70-74 A), procedeu-se a andlise visual da fotografia dos
géis de cada primer (num total de 42, sendo 37 relativos aos genes-alvo e cinco dos genes
candidatos a referéncia), e a posterior correlacdo com a analise da mesma imagem efetuada
pelo software ImageJ®. A partir deste conjunto de dados, construiu-se um heat-map
(QUADRO 3).

A cor vermelha refere-se a auséncia total de expressdo do referido gene naquele
tratamento, enquanto a cor verde-clara representa uma baixa expressao génica, verificada pela
baixa intensidade da banda no gel contendo 2% de agarose. Enquanto isto, o verde representa
nivel médio de expressdo, e o verde-escuro refere-se ao alto nivel de expressdo daquele gene

no tratamento correspondente.
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Quadro 3 - Heat-map da etapa de avaliacdo prévia do polimorfismo, elaborado a partir da
avaliacdo da expressdo génica de 42 genes em sementes de seis linhagens de
milho, por meio das técnicas de PCR convencional e eletroforese em gel de
agarose a 2%.

Grupos -> TOLERANTES NAO TOLERANTES
Nome do 64 63 31 91 30 57
Gene 35°C 50°C 35°C 50°C 35°C 50°C 35°C 50°C 35°C 50°C 35°C 50°C

HSF 08
HSF 12
HSF 13
HsP16,9-1772A | |
HSP 16,9-17,2 B
HSP 16,9-17,2 C
HSF 20
HSP 101
HSF 24
HSP 26
HSF 25
HSF 05
HSP 70-74 A
HSP 70-74 B
HSF 07
HSP 90
HSF 09
DHN 1 (RAB 17)
FDL1
HSF 02
HSP 22
HSF 14
TIF5A
HSF 04
LEA 14-A
RAB 30 (LEA D-34)
HSF 06
HSF
TUA 4 (Tub a-4)
KIN 1
DREB 2A-S
HSF 03
HSF 29
sHSP 18 (=P23)
LEA EMB 564
Prot. Embr. DC-8
HSF A-4d
Actina
B-Act.
Tub.a-3
ADH
Ubig.

Fonte: Do autor (2018).

Diante disto, analisando-se o Quadro 3 mais detalhadamente, percebe-se que, dentre os
37 pares de primers avaliados, um par para cada acesso dos genes-alvos, 10 deles
demonstraram polimorfismo interessante nas seis linhagens selecionadas para esta etapa,
sendo os seguintes: sSHSP 16,9-17,2 A; sHSP 16,9-17,2 B; HSP 101; sHSP 26; HSF 05; HSP
70-74 A; HSP 70-74 B; HSF 07; HSF 09; e RAB 30 (LEA D-34). Na avaliacdo dos genes

SHSP 16,9-17,2 B e HSF 05, observaram-se niveis maiores de expressao no grupo das
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linhagens ndo tolerantes a alta temperatura de secagem, enquanto que, no grupo daquelas
tolerantes, tal expressdo foi nula na maior parte dos tratamentos.

Este comportamento faz com que se levante a possibilidade destes genes serem
indicadores da intolerancia para aqueles genotipos que ndo suportem a aplicacdo destas altas
temperaturas. Em outras palavras, as proteinas codificadas por estes genes poderiam agir
como repressoras de algum mecanismo envolvido na cascata de eventos ocorrente no
metabolismo de resposta a este tipo de estresse. A auséncia de um padrdo de mudanca de
expressdo entre os tratamentos (35° C vs 50° C) ja havia sido notada por outros autores, que
encontraram, apds a aplicacdo de temperaturas elevadas, perfis contrastantes, tais como:
aumento da expressdo da sHSP 16,9-17,2 B em plantulas (ALEXANDROQV et al., 2009), na
raiz, na folha e no caule (SUN et al., 2012), aumento significativo da expressao do HSF 05
nas folhas e raizes (LI et al., 2014a) e, contrariamente, diminuicdo da expressao deste mesmo
gene em folhas (LIN et al., 2011).

Inversamente ao padrdo verificado nestes ultimos dois genes, a RAB 30, também
conhecida como LEA D-34, evidenciou os maiores niveis de expressao justamente nos
gendtipos tolerantes as altas temperaturas de secagem, fazendo com que se possa inferir sobre
a possibilidade daquela proteina, codificada por este gene, agir ativamente na aquisicdo da
termotolerancia nos referidos materiais. Este dado corrobora, em parte, com o trabalho que
comprovou 0 acumulo desta proteina em embribes retirados de sementes secas de milho,
demonstrando, inclusive, uma enorme afinidade desta proteina com a HSP 101, sabidamente
envolvida na aquisicdo desta termotolerancia, donde se deduz que ambas participariam,
juntas, do mecanismo de resposta ao estresse por altas temperaturas (LAZARO-MIXTECO et
al., 2012).

E, especificamente sobre a HSP 101, observou-se aumento na sua expressdo apos a
aplicacdo da alta temperatura de secagem (50° C) em quatro dos genotipos testados, inclusive
nas duas linhagens consideradas “mais tolerantes” a este tipo de estresse, a 64 e a 63. Este
resultado coere com aqueles trabalhos que também notaram este aumento de expressao no
embrido (KOLLIPARA et al., 2002; LAZARO-MIXTECO et al., 2012), e no n6 coleoptilar
(LOPEZ-FRIAS et al., 2011) apds aplicacdo do choque térmico, bem como identificaram um
QTL proximo a este gene, com efeito dominante e aditivo para a tolerancia as altas
temperaturas de secagem (SALGADO et al., 2008). De modo anéalogo a situacdo anterior,
também ficou evidenciado, para os genes SHSP 26 e HSP 70-74 B, aumento da expressdo em
quatro e cinco genotipos, respectivamente, dentre os seis analisados. Assim como a HSP 101,

infere-se que as proteinas codificadas por estes dois genes participem de maneira efetiva no
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mecanismo de resposta contra este tipo de estresse abiético e, por conseguinte, na aquisi¢do
da caracteristica de termotolerancia.

Dados semelhantes foram observados por autores que estudaram, ap0s exposi¢cdo ao
calor e/ou a seca, o perfil de expressdo da sHSP 26 em plantulas (FREY et al., 2015) e em
folhas (BENESOVA et al., 2012; HU et al., 2015a), assim como da HSP 70-74 B em
plantulas (FREY et al., 2015).

De maneira parecida, mas com um padrdo variando entre 0s grupos de gendtipos
(tolerantes vs nédo tolerantes), observou-se que a HSP 70-74-A teve aumento da expressao
naquelas duas linhagens classificadas como “mais tolerantes” (64 ¢ 63), ao passo que, nas
duas principais linhagens ndo tolerantes (30 e 57), esta expressdo diminuiu, sempre apos a
aplicacdo da alta temperatura de secagem (50° C) nestes materiais genéticos. Embora, neste
caso, estas variacdes tenham sido um tanto quanto ténues, elas ratificam os resultados obtidos
em outros trabalhos, os quais identificaram aumento na expressao deste gene em diversos
tratamentos envolvendo calor excessivo (FREY et al., 2015; HU et al., 2010; SONG et al.,
2016; WANG; FAN; HECKATHORN, 2014).

Quanto aos genes HSF 07 e HSF 09, ambos fatores de transcricdo para determinadas
proteinas de choque térmico, identificou-se um pequeno polimorfismo entre os tratamentos
nas duas linhagens “mais tolerantes”. Contudo, neste caso houve uma reducdo na expressao
de tais genes apés o tratamento envolvendo a alta temperatura de secagem, fato que culmina
numa disparidade quando comparado aos resultados de outro trabalho, que constatou aumento
significativo, de 11 e 45 vezes, respectivamente, da expressdo destes genes em folhas apos sua
exposicéo a estresse por calor (LIN et al., 2011).

E, inversamente a este Gltimo caso, observou-se aumento da expressdo da sHSP 16,9-
17,2 A naquelas duas linhagens “mais tolerantes” (64 e 63), bem como em uma das linhagens
ndo-tolerantes (30). Este comportamento ja havia sido noticiado em embrides e endosperma
de sementes de milho (HUANG; M@LLER; SONG, 2012; WANG et al., 2014c). A afinidade
desta proteina com outra importante na aquisicdo de termotolerancia, a HSP 101, também
confirma a possibilidade de sua participacdo efetiva no mecanismo de resposta as altas
temperaturas de secagem (LAZARO-MIXTECO et al., 2012).

Importante ressaltar que, considerando as seis linhagens avaliadas e os dez genes por
meio dos quais se notou maior polimorfismo, observou-se que: a linhagem 64, classificada
como a “mais tolerante” ao estresse por altas temperaturas, teve aumento na expressao de

cinco genes, dentre os dez, ap6s a aplicacdo da alta temperatura de secagem (50° C); em trés
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outros genes (coincidentemente, os trés HSF’s). A expressao diminuiu, ao passo que 0S outros
dois genes evidenciaram o mesmo nivel de expressdo em ambos os tratamentos.

No caso da linhagem 63, o comportamento foi parecido: quatro genes evidenciaram
aumento de suas expressdes apos o tratamento envolvendo a secagem a 50° C, enquanto que
dois genes tiveram queda neste perfil de expressdo e, para 0s outros quatro genes, ndo foi
observada mudanca alguma. Para a linhagem 31, observou-se aumento na expressdo de quatro
genes, queda em outros trés e, para os trés restantes, o perfil de expressdo ndo foi alterado
entre os tratamentos. No caso da linhagem 91, observou-se a maior estabilidade entre os
tratamentos: oito dos dez genes ndo demonstraram alteracdo no perfil de expressdo apds a
aplicacdo da elevada temperatura de secagem (50° C); os outros dois genes tiveram aumento
de suas expressdes. Para a linhagem 30, notou-se aumento da expressao para quatro genes,
diminuicdo para outros quatros genes, e auséncia de mudanca de perfil nos outros dois genes.
Por fim, para a linhagem 57, considerada a “menos tolerante” ao estresse por altas
temperaturas de secagem, o aumento da expressdo foi observado em quatro dos dez genes,
enquanto que um gene teve queda na expressao e 0s outros cinco ndo evidenciaram mudancgas
neste perfil entre os tratamentos.

Ainda no que diz respeito a avaliacdo de polimorfismo, e considerando os dois grupos
de linhagens, houve um ndmero maior de alteracdes no perfil de expressdo entre os
tratamentos no grupo das linhagens tolerantes as altas temperaturas de secagem, corroborando
com a idéia de que estes materiais genéticos respondem mais efetivamente, no que diz
respeito a ocorréncia de mecanismos de resposta dentro de uma provavel cascata de eventos,
apos a aplicacdo deste tipo de estresse térmico.

Deste modo, de acordo com o grau de polimorfismo apresentado, decidiu-se que estes
dez genes mereciam ser avaliados numa proxima etapa (PCR em Tempo Real), que pudesse
mensurar de uma maneira mais criteriosa os seus perfis de expressdo em gendtipos bastante
contrastantes. E, para esta andlise dos transcritos, foram selecionadas as linhagens 64 e a 63
como aquelas altamente tolerantes a alta temperatura de secagem aplicada em suas sementes,
enquanto as linhagens 30 e 57 foram selecionadas no grupo das ndo tolerantes.
Consequentemente, as linhagens 31 e 91, uma vez que demonstraram resultados fisioldgicos e
polimorficos mais medianos, foram excluidas desta proxima etapa.

Importante ressaltar que houve variagdes significativas em relacdo ao vigor das
sementes da linhagem 91, considerada, em outras pesquisas, como tolerante a seca, ao frio e

as altas temperaturas, sendo que a exposicdo a tais fatores de estresse ocorrera durante o
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processo de germinacdo. Este contraste de resultados foi, inclusive, uma razdo adicional para
a linhagem 91 ndo ter sido selecionada para a etapa final desta pesquisa.

Outro ponto que merece destaque é o fato daqueles genes candidatos a atuarem como
referéncia na etapa de RT-qPCR (Actina; B-Actina; Tubulina a-3; ADH; e Ubiquitina) terem
demonstrado, durante a anélise prévia de polimorfismo, niveis de expressdo compativeis com
a sua condi¢do de “genes-estaveis”; OU seja, ndo (ou pouco) varidveis de acordo com as
linhagens e tratamentos, perfil exatamente contrario aquele que era buscado para 0s genes-
alvo.

Em suma, para a selecdo de genes e linhagens que seriam submetidos a etapa final do
trabalho (mensuracdo da expressdo génica relativa, obtida pela andlise transcriptémica
efetuada por meio da técnica de RT-gPCR), foram considerados os resultados observados em
todos os testes anteriores, desde aqueles fisioldgicos até os de avaliacdo prévia do
polimorfismo.

Os quinze pares de primers, pertinentes aos dez genes-alvos selecionados e aos cinco
candidatos a genes referenciais, foram analisados, ja se utilizando a técnica de PCR em
Tempo Real (aparelho 7500° da Applied BioSystems), quanto & curva de eficiéncia na série
de diluigBes (1:5, 1:25, 1:125, 1:625, 1:3125) do pool de cDNA’s das quatro linhagens
contrastantes (duas tolerantes: 64 e 63; duas ndo tolerantes: 30 e 57) sob os dois diferentes
tratamentos (35° C e 50° C). Dentre estes quinze pares de primers, cinco deles, sendo trés
relacionados a genes-alvos (SHSP 26; HSP 70-74 A e HSP 70-74 B) e dois a genes candidatos
a referéncia (ADH; e Ubiquitina), evidenciaram resultados satisfatorios nos testes de
eficiéncia, atendendo as condi¢Ges minimas exigidas: pico Unico na curva de Melting, e
eficiéncia variando dentro daquela faixa considerada ideal, entre 80% e 100%. Logo, estes
genes puderam ter, enfim, suas expressdes relativas calculadas nos referidos materiais e
tratamentos.

Em relacdo a andlise dos transcritos, realizada por meio da técnica de RT-qPCR,
observou-se, no que diz respeito ao gene sSHSP 26, aumento nos seus niveis de expressao Nos
dois grupos de linhagens (tolerantes: 64 e 63; e ndo tolerantes: 30 e 57), confirmando a
hipdtese de que a expressdo deste gene é aumentada em condigcdes de estresse sob altas
temperaturas (BENESOVA et al., 2012; FREY et al., 2015; HU et al., 2015a). Contudo, 0
aumento da expressdo deste gene na linhagem 64, classificada como tolerante, foi de mais de
dez vezes naquelas sementes secadas a 50° C, quando comparada a expressao em sementes
secadas a 35° C, enquanto que, nos demais materiais (63, 30, e 57), este aumento foi da ordem
de trés a quatro vezes (FIGURA 1).
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Este fato decorre, provavelmente, da protecdo que a SHSP 26 oferece aos cloroplastos
sob condicdo demasiada de calor, otimizando a taxa de evolucdo de oxigénio do fotossistema
Il sob tal estresse térmico (HU et al., 2015a), haja vista que as pequenas proteinas de choque
térmico (sHSP’s) sdo expressas nos diversos compartimentos celulares (KLEIN et al., 2014;
MORROW; HEIKKILA; TANGUAY, 2006).

E acumulam-se em maior grau naqueles gendtipos tolerantes a seca e ao estresse por
calor em diversas outras culturas, como no trigo (SALEKDEH; KOMATSU, 2007) e em
Arabidopsis thaliana (TAYLOR et al., 2009), inclusive por agirem protegendo outras
proteinas funcionais contra a desnaturacdo e/ou facilitando a desnaturacdo de proteinas
deformadas.

Figura 1- Expressdo do gene sHSP 26 em sementes de linhagens de milho secadas a 35°C e a
50°C. UFLA, Lavras, 2018.
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Fonte: Do autor (2018).

Na Figura 2, estd representada a expressdo do gene HSP 70-74 B. Para este gene,
também houve aumento significativo dos niveis de expressdo, quando as sementes foram
secadas a 50° C, em todos os materiais analisados. Neste caso, ressalta-se que 0s niveis de
expressdo ndo apresentaram diferencas significativas entre os quatro genétipos (64, 63, 30, e
57) apos estes terem sido submetidos a secagem a 50° C. Entretanto, quando a secagem foi

realizada a 35° C, os maiores valores de expressdo foram observados em sementes das
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linhagens classificadas como tolerantes (64 e 63), valores estes significativamente maiores
que os observados em sementes das linhagens 30 e 57, ndo tolerantes a alta temperatura de
secagem. Estes resultados corroboram com a tese de que a exposi¢cdo de sementes de milho a
situacdes de estresse térmico induz ao aumento da expressdo do gene HSP 70-74 B. (FREY et
al., 2015; HU et al., 2010; LIU et al., 2014; WANG et al., 2014a; ZHAO et al., 2012).

Assim, 0 gene HSP 70-74 B estaria relacionado ao metabolismo de resposta a diversas
fontes de estresses abidticos, como variacdo de temperatura, salinidade, desidratacdo (FREY
et al., 2015), aumento na concentracdo de CO, atmosférico (WANG et al., 2014a),
encharcamento (LIU et al., 2014) e danos oxidativos induzido por nanoparticulas toxicas
(ZHAO et al.,, 2012), enfatizando a hipdtese de que as plantas exibiriam situacfes de
"crosstalk” em situacGes de exposicdo a diversos tipos de estresses abiodticos, de maneira que
uma via de transducdo de sinal afeta outra dentro de um complexo “sistema de sinalizacdo em
cascata”, havendo a presenca de componentes partilnados interagindo em cada uma destas

vias no mecanismo de resposta a tais estresses (HUANG; SONG, 2013).

Figura 2 - Expressdo do gene HSP 70-74 B em sementes de linhagens de milho secadas a
35°C e a50°C. UFLA, Lavras, 2018.
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Fonte: Do autor (2018).

Para 0 gene 70-74 A, quando as sementes foram secadas a 50° C, houve aumento dos

valores de expressdo nos materiais classificados como tolerantes (64 e 63), comparados
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aqueles observados em sementes secadas a 35° C, sendo este valor significativo para a
linhagem 63. Por outro lado, para as linhagens ndo tolerantes a alta temperatura de secagem
(no caso, 30 e 57), houve reducdo desta expressdo, sendo tal valor significativo para a
linhagem 30. Assim, infere-se que a expressao deste gene esté diretamente ligada a aquisicdo
de termotolerancia em sementes de milho (FREY et al., 2015).

Figura 3 - Expressdo do gene HSP 70-74 A em sementes de linhagens de milho secadas a
35°C e a 50°C. UFLA, Lavras, 2018.
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Fonte: Do autor (2018).

Ressalta-se, aqui, a tese de que 0 aumento ou diminui¢ao na expressao de um gene, em
relacio a outro que também contribua para aquela caracteristica, nao significa,
necessariamente, que aquele gene seja menos ou mais importante para a caracteristica
estudada do que o outro. Afinal, estes genes podem desempenhar fungdes distintas dentro de
uma cascata de eventos de resposta ao estresse.

Diante do que foi estudado e avaliado neste trabalho e, principalmente, levando-se em
consideracdo que tal caracteristica abordada, tolerancia a altas temperaturas de secagem, é

poligénica, faz-se necessaria a avaliacdo da expressédo de um nimero maior de genes.
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5 CONCLUSOES

Houve maior expressao dos genes HSP 26 e HSP 70-74 B em sementes das linhagens
de milho ap6s secagem a 50°C, independente do grau de tolerdncia a alta temperatura de
secagem.

Houve maior expressao do gene HSP 70-74 A, quando as sementes foram secadas a
50°C, nas linhagens tolerantes (64 3 63) a altas temperatura imposta.

Houve menor expressdo do gene HSP 70-74 A, quando as sementes foram secadas a

50°C, para as linhagens néo tolerantes (30 e 57).
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