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RESUMO

Em regiBes quentes € importante a utilizagdo diévargds que sejam
tolerantes a altas temperaturas, principalmente fasss de germinacdo e
emergéncia de plantulas. Assim, a identificacdo geees relacionados a
tolerancia ao calor é fundamental para o desenuelvio de sementes de alta
qualidade tolerantes a essa condicdo de estr&igjetivou-se com a pesquisa
avaliar linhagens de milho e a expressao de ganedvidos a tolerancia a altas
temperaturas durante a germinacdo por meio destéisieldgicos, além de
andlises protedmica e transcriptbmica. Foram atis sementes de seis
linhagens de milho com diferentes niveis de toldem altas temperaturas,
sendo trés classificadas como tolerantes e tr&seamando baixa tolerancia a
altas temperaturas de germinacdo. Na andlise pnatadfoi avaliada a
expressao das proteinas resistentes ao calor, endamas catalase, esterase,
superoéxido dismutase ceamilase. Foi estudada a expressdo dos genes AOX1,
AOX2, ZmAN-13, ZmDBP2,late embryogenesis abundant proteinlate
embryogenesis abundant protddn34. Pode-se concluir que as linhagens 54 e
91 sdo mais tolerantes a condicao de altas temp@sabcorre maior expressao
da enzimaa-amilase em sementes de milho submetidas a detgfior
controlada, para as linhagens 30 e 91; com a ded€&o controlada a maior
expressdo dos genes ndo se relaciona de maneitvgp@®m 0s materiais
tolerantes; ocorre associacdo da menor express@eltes envolvidos nos
sistemas de proteinas resistentes ao calor conhagkkm 44, sendo esta mais
suscetivel as altas temperaturas e que ocorre regessao dos genes Lea
D34, ZmAN13 e AOX 1 na linhagem 64, quando as séeseioram submetidas
a deterioracao controlada.

Palavras-chave:RT-qPCR. Protedmica. Estresse abidtico.



ABSTRACT

In hot regions it is important to use cultivarstthae tolerant to high
temperatures, especially in the stages of gerntinaind seedling emergence.
Thus, the genes identification related to heatramlee is fundamental to the
development of high quality seeds tolerant to sfiisss condition. The objective
of the research was to evaluate maize lineagethangkenes expression involved
to tolerance to high temperatures during germinakip physiological tests, as
well as proteomics and transcriptomics analysi®dSeof six maize lineages
with different levels of tolerance to high temperas were used, three being
classified as tolerant and three had low toleratcénigh temperatures for
germination. In proteomic analysis evaluated thgression of resistant-protein
to heat, and of the enzymes catalase, esteraserosige dismutase and
a-amylase. The genes expression AOX1, AOX2, ZmAN-ZB8\DBP2, late
embryogenesis abundant proteindlate embryogenesis abundant protBifrB4
was studied. It can be concluded that lineagesng4% are more tolerant to
high temperature condition; occurs increased eerzgrpressiom-amylase in
corn seeds subjected to controlled damage to tteadies 30 and 91; with
controlled deterioration the highest expressiongehes does not correlate
positively with the tolerant materials; associatmnlower expression of genes
involved in heat-resistant protein systems withedige 44, this being more
susceptible to high temperatures and occurs inedegsne expression Lea D34,
ZmAN13 and AOX 1 in lineage 64, when the seeds weatgected to controlled
deterioration.

Keywords: RT-gPCR. Proteomics. Abiotic stress.
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1 INTRODUCAO

O milho é um dos cereais mais cultivados no mundo Brasil, ocupa a
segunda posicdo em é&rea plantada, sendo esta 4k rm8hées de hectares
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2013)Essa
cultura pode ser utilizada de diversas formas, vfi® desde o consuma
naturaaté a industria de alta tecnologia.

Devido a importancia econémica dessa cultura écemts a demanda
por sementes de milho com alta qualidade, e coaciisticas genéticas que
confiram adaptacéo as diversas condi¢des climadizasite o seu ciclo.

Uma das fases criticas para o estabelecimento ldaacde milho é a
germinacdo de sementes, sendo que altas temperakurante a germinacao
podem afetar de maneira negativa o desenvolvimdato plantulas. Nessas
condi¢bes tem sido observada menor expressdo dmanzelacionadas a
germinagdo, danos as membranas celulares, mengénefa do uso de
carboidratos armazenados. Assim, em regides quéntescessaria a utilizacéo
de cultivares que sejam tolerantes as altas temopasaprincipalmente nas fases
de germinacdo e emergéncia de plantulas.

A identificagcdo dos genes relacionados a tolerarawa calor é
fundamental para a sele¢édo de cultivares que apaesesementes tolerantes a
essa condigdo de estresse nas fases iniciais elevdésmento da planta.

Em respostas das plantas a estresses causadosdietascas de
temperatura durante a germinag&o ocorre a expredssgenes associados a esta
caracteristica, as quais podem ser utilizadas emramnas de melhoramento.
Tais eventos vém sendo relacionados a alguns geeagemplo daqueles que
controlam a expressdo de proteinas resistenteglang pertencente a familia

LEA, bem como aos genes pertencentes a familia AADK;AN1 e DREBs.
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A determinagdo qualitativa e quantitativa dos mivéé transcritos de
células vegetais permite que genes, diferencialnexpressos possam ser
identificados, e consequentemente, sua funcéo GlEalpossa ser investigada
(KUHN, 2001). Nesse contexto a técnica de PCR atimo em Tempo Real
tem sido utilizada para a andlise da expressac@@&m plantas, facilitando o
entendimento de genes associados a qualidade 6fjigial de sementes
(FERREIRA et al., 2010).

Diante disso, objetivou-se nesta pesquisa avafihagens de milho e a
expressdo de genes envolvidos a tolerdncia a wdtaperaturas durante a
germinagdo por meio de testes fisioldgicos, alémadélises protedmica e

transcriptémica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A importancia da cultura do milho

O milho é o cereal de maior volume de producdo nmdan, com
aproximadamente 960 milhdes de toneladas, sendom dBkasil € o terceiro
maior produtor e 0 segundo maior exportador mundial

O cultivo do milho ocorre em regiées com ampla diade climatica.
No Brasil o milho é cultivado principalmente nagiées Sul e Centro-Oeste
cuja amplitude térmica anual é relativamente dita. estado do Parana, a
amplitude térmica anual varia entre 12°C e 13°QiaJastado do Mato Grosso a
variacdo é entre 24°C e 26°C ao ano.

Na regido Centro-Sul brasileira tem sido obsenad@xpansao da area
cultivada com milho safrinha, cuja semeadura o¢c@réemporaneamente, de
janeiro a abril, quase sempre depois da soja peedtsse sistema de plantio,
feito fora da época normal e em condicdes climatdesfavoraveis, se tornou
componente fundamental das cadeias produtivas &uentn producdo e no
consumo do milho um item importante. Nas regifemsa@ esse cultivo, o
planejamento da safrinha de milho deve ser inicigdmo planejamento da
cultura anterior, de modo a propiciar a semeaduma época de maior
probabilidade de sucesso, considerando as necdssitiédricas e térmicas das
plantas. A escolha correta das cultivares a sertlimadas, principalmente
considerando ciclo e adaptacéo a esse perioddtdecéa também fundamental
para garantir o sucesso do empreendimento.

Um dos entraves para o desenvolvimento da culwimraitho safrinha é
a semeadura sob altas temperaturas, 0 que exigkegis de gendtipos que
apresentam sementes com tolerancia a altas temmzeraturante o processo de

germinacédo. Parece existir importante diversidautie gyendtipos de milho para
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esta caracteristica. Uma etapa importante nos arag de melhoramento é a
selecdo de linhagens que tolerem altas temperaturaate a germinagéo para o
desenvolvimento de hibridos promissores no mercado.

Sabe-se que programas de melhoramento genéticessanciais para a
producéo de sementes de alta qualidade, garardgiadoento da produtividade
da cultura do milho. Tem sido observado tambémaguempresas produtoras de
sementes investem, cada vez mais, em programa®rdemle de qualidade
interno, visando garantir a comercializacdo de séesecom alta qualidade.

Existem poucos estudos relacionados aos genesstiiee associados a
tolerdncia a altas temperaturas, sendo importanderdificacdo de genétipos
relacionados a tolerancia a altas temperaturaaseade germinacao de sementes
por meio de tecnologias disponiveis, a exempldesefisioldgicos, analises

transcriptbmicas e protedmicas.

2.2 Aspectos fisiolégicos relacionados a tolerancia calor

O estresse causado por temperaturas altas getelownre durante um
periodo de tempo suficiente para provocar danesdrsiveis no crescimento e
desenvolvimento da planta. A extensdo em que isso@em zonas climaticas
especificas depende da probabilidade e perioderdperaturas elevadas que
ocorrem durante o dia e/ou noite. A tolerancia alorcé geralmente definida
como a capacidade da planta para crescer e prosoiziraltas temperaturas
(PEET; WILLITS, 1998).

Em climas tropicais, as altas temperaturas e osercge radiagdo solar
sd0 muitas vezes os fatores mais limitantes quarafe crescimento da planta e
producado de sementes. Altas temperaturas poderaraarsideraveis danos pré
e poés-colheita (GUILIONI; WERY; TARDIEU, 1997; ISMB; HALL, 1999;
VOLLENWEIDER; GUNTHARDT-GOERG, 2005). Da mesma famnas
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regibes temperadas, o estresse ao calor tem datade como uma das mais
importantes causas de redugéo da produgéo de ms¢@a e de rendimento em
muitas colheitas, incluindo o milho (GIAVENO; FERRE, 2003).

A desuniformidade da emergéncia de plantulas deéomé uma das
principais limitagdes da cultura em regifes tragicaendo responsavel pelas
altas temperaturas do solo, frequentemente, eratagmo inicio do periodo de
crescimento (BALLAUX, 1975; BUCKLE; GRANT, 1974). femperatura é
considerada um dos fatores mais importantes naigggo de sementes
(NERSON, 2007). Esse fator pode causar mudangpsroantagem, velocidade
e uniformidade da germinacédo (MARCOS FILHO, 2005).

A temperatura apresenta grande influéncia sobre ebocidade,
porcentagem de germinacdo e emergéncia, afetandagdes bioguimicas que
determinam o processo germinativo. Em cada tipsetieentes de espécie e/ou
cultivar existe uma faixa de temperatura, na quabrrem germinacao e
emergéncia ideal. Isso, se o suprimento de umidadedequado e outros
estresses forem minimos. Na maioria das espécigsnperatura 6tima de
germinacgdo, na qual a maior germinabilidade é abld®m em menor tempo,
encontra-se entre 15 e 30°C; a maxima varia ebte4°C, podendo a minima
chegar ao ponto de congelamento (MAYER; POLJAKORAYBER, 1989).
Acima da temperatura maxima as sementes geralmertem em poucos dias
e abaixo da temperatura minima, as sementes ndoingen em periodo
razoavel de tempo. A temperatura 6tima recomendadeste de germinacédo de
sementes de milho é 25°C (BRASIL, 2009).

O processo de germinacdo pode ser conceituaddaterdes maneiras.
Sob aspecto fisiolégico ele se encerra com a m@druda raiz primaria,
enquanto, sob o ponto de vista tecnologico, a geglio inclui o
desenvolvimento da estrutura embrionéria e a foimage uma plantula em que

sejam evidentes as suas partes constituintes (MARKIOHO, 2005).
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O processo, do ponto de vista fisiolégico pode dieidido em trés
fases: embebicdo, alongamento celular e divis@ulazelHavendo condi¢bes
favoraveis, o processo de embebicdo, para a maitasa sementes, ocorre
segundo um padrdo trifasico. Na primeira fase, sogdo de agua pelas
sementes é rapida devido a diferenca de potenc#iaml encontrada nos
tecidos da semente. Nessa fase as sementes napntaént absorvem agua. Ha
também nessa fase a retomada do crescimento d@&emdim consequéncia do
inicio da germinacéo de reservas. Na segundatasiedicacbes de que esteja
ocorrendo um transporte ativo de substancias desdiab na fase anterior, do
tecido de reserva para o tecido meristeméatico.d\fase, os potenciais hidricos
do substrato e das sementes sdo semelhantes, daz@mdque a absor¢cédo de
agua seja quase nula. Nesse momento, o teor de dgslasementes
endoesperméticas chega a valores entre 25% e Pada @s cotiledonares entre
35% a 40%. No final da segunda fase ha o acrés@pentino do teor de agua
das sementes. A Ultima fase é caracterizada pafasirgegdo visivel e pelo inicio
do crescimento do eixo embrionario. Porém, pargahe protrusdo radicular,
mudancas no nivel bioquimico acontecem, ou sejaubstancias desdobradas
na fase | e transportadas na fase Il sdo reorgiaszam substancias mais
complexas que formam o citoplasma, o protoplasnes garedes celulares
(BEWLEY; BLACK, 1994).

Na fase de germinacdo das sementes de milho, dmida@tos
armazenados no endosperma constituem a principa fde energia para o
processo germinativo e crescimento inicial dastplaa (BRUCKERIDGE et
al., 2004). Quando essas plantulas sdo submetwlaatas temperaturas, a
eficiéncia do uso dos carboidratos armazenadosgduda tolerancia ao calor
de cada genétipo, eficiéncia traduzida pelo meoosemo de carboidratos no
processo respiratorio, proporcionando maior actrdalmassa seca na plantula
(BLUM; SINMENA, 1994).
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Em trabalho realizado por Alka e Khanna-Chopra $).98 resposta de
cultivares de trigo as altas temperaturas foi aadh em relagéo a atividade da
amilase e taxa de respiracdo das sementes nadfag@rdinacdo. Esses autores
relatam que o crescimento inicial das plantulaggeddente da atividade da
amilase que degrada o amido em maltose e glicos#jrmam que esses
aclcares servem como substratos para respirac@domece energia para o
rapido crescimento do eixo embrionério, sendo gsétese e secrecdo de
amilase séo influenciadas pela temperatura. Nem#exto existem evidéncias
de que a tolerancia ao calor da planta adultasesisjociada a tolerdncia no
estadio de plantula (BLUM; SINMENA, 1994).

Cargnin et al(2006) trabalharam com sementes de 0ito genito@
populacdes segregantes (geracdo F3) de trigo elufmms que a alta
temperatura na fase de germinagéo ocasiona redagéiassa seca de plantula e
da eficiéncia de uso do endosperma. Observarana,aque ha tolerancia ao
estresse de calor entre as populacdes e entreibarge na fase de germinacgéo.

Em sementes de milho, o embri&o é o local de ns&osibilidade as
altas temperaturas. Esse estresse € responsaaebgirh taxa de sintese de
proteinas em embrides. Existem algumas possiveiesapara essa baixa taxa
de sintese de proteinas, como: a menor taxa dessigie RNA; maior taxa
rotativa de RNA,; inibicdo do processamento de mb#cde RNA ou da sua
liberacdo a partir do nucleo; deficiéncia de algsiraazimas e outros fatores
envolvidos na sintese de polipeptideos e/ou aindtabilidade de algumas
dessas enzimas ao calor (RILEY, 1981).

Altas temperaturas podem alterar ainda a composicaofuncdo da
bicamada lipidica, o que causa um aumento na fluidemembrana, podendo
levar a desintegracéo dessa bicamada (ALLAKHVERD#E¥Y!., 2008).

A alteracdo no funcionamento das membranas, pas &mperaturas,

compromete as rotas metabdlicas das plantas, ctapdeea respiracdo e a
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fotossintese. Na fotossintese resultam alterac@es propriedades fisico-
quimicas dos tilacoides, além de induzir um aumarofluidez da matriz
lipidica (RAISON; ROBERTS; BERRY, 1982), fazendartgue a membrana
celular se desestruture e reduza sua atividade.

Também compromete o transporte de elétrons paraadeia
transportadora na respiracdo, gerando um deseatuilibnico. Esse
desequilibrio resulta em radicais livres e consetumente producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS).

Em condicdes de altas temperaturas, a producédo RIBSEE alta,
gerando danos ao DNA, proteinas e lipidios (MILLERIULAEV; MITTLER,
2008). Diante disso, como defesa, as mitocond@aspthntas tém um sistema
pré-ativo de dissipacdo de energia que diminuiniggtivamente, a taxa de
producdo de EROS mitocondrial pela cadeia tranagora de elétrons, a partir
da manutenc¢é@o de um baixo nivel de reducéo de inbiga (KEUNEN et al.,
2013), nesse sistema atua a oxidase alternativXAO

A alta expressdo de AOX na planta de milho ocomecendicbes de
deficiéncia respiratoria ou despolarizacdo da mandyrsendo respostas das
plantas aos estresses causados por temperaturd@AR et al., 2002).

Segundo Allakhverdiev et al. (2008), a toleraraiacalor nas células
vegetais pode ser proporcionada pelos seguintesefataumento na expressao
das proteinas de tolerancia ao calor, aumentavidaate antioxidante, aumento
na insaturacdo da membrana lipidica, expressdo adugdio de genes
relacionados a tolerancia e estabilidade térmigaraieinas.

Imediatamente apdés a exposicdo as altas tempevatocarrem
alteracdes em nivel molecular, com a alteracdoxgaessdo de genes e do
acumulo de transcritos, o que leva a sintese d&eipes relacionadas ao
estresse, como estratégia de tolerancia (IBA, 2082)proteinasheat chock

(HSPs) estdo envolvidas na transducdo de sinah@uma estresse ao calor
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(SCHOFFL; PRANDL; REINDL, 1999). Existe grande \amdo da expressio
dessas proteinas dentro e entre espécies, o que gard explorado nos
programas de melhoramento genético. Algumas teatatde desenvolver
gendtipos tolerantes ao calor por meio de protecatonvencionais de
melhoramento de plantas tém sido bem sucedidas EJ&Met al., 2005;
EHLERS; HALL, 1998).

Na obtencdo da tolerAncia a altas temperaturasteexisvarios
mecanismos envolvidos, tendo destaque a induc&urateinas resistentes ao
calor. As altas temperaturas induzem o acumulo deteimas LEA
“embryogenesis accumulate@®s mRNA dessas proteinas aparecem em tecidos
embrionarios declinando progressivamente apds aelgigio da semente
(BAKER; STEELE; DURE, 1988; GALAU; JAKOBSEN; HUGHE%991).

Proteinas do tipo LEA sé&o ricas em glicina e outansinoacidos
hidrofilicos e apresentam poucos residuos hidrof&hi sendo extraidas em
condicBes de alta temperatura. Essas proteinastergsis ao calor tém sido
associadas a tolerancia a altas temperaturas (BIM¥&¥ et al., 1991; KIGEL,;
GALILI, 1995).

As proteinas resistentes ao calor foram descobe#tagiatro décadas e
tém sido consistentemente associadas com a tolerardessecacdo devido ao
seu perfil de expressao e sua hidrofilicidade (CN®I| 1999). Essas proteinas
além de hidrofilicas séo abundantes, extraidas emdigdes de altas
temperaturas, e sdo armazenadas nos Ultimos estiglidesenvolvimento das
sementes.

Tem sido relatada importante diversidade de cafatiteis estruturais e
bioguimicas para as proteinas resistentes ao cakgundo Boucher et al.
(2010) uma caracteristica importante da sobrevigémo estado seco é a

capacidade de proteger as membranas em fase ded@nmpedindo a perda
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de integridade. Esse papel tem sido atribuido @sidas, proteinakeat shocks
e proteinas LEA.

Essas proteinas sé@o capazes de proteger estresglukzses ou amenizar
o efeito do estresse causado pela dessecacdo. ofeinps LEA possuem
motivos repetidos que podem ser classificados emsvgrupos, de acordo com
as caracteristicas de sua estrutura primaria engpesdiam um papel importante
na tolerdncia a dessecacdo, sendo que a sua épgesalmente coincide com
a tolerancia a dessecacédo (MACHEREL et al., 2007).

Um dos mecanismos mais estudados na adaptacdorgissmos a
condicdo de estresse é a inducdo de proteinasergss ao calomeat shock
proteins(HSP), o qual inclui varias familias de proteinasservadas. Segundo
Vertucci e Farrant (1995), a funcdo das HSP tem withcionada a preservacéo
e o0 reparo das estruturas macromoleculares durantdesidratagdo ou
reidratacdo, respectivamente. Embora todos os isrgas sintetizem HSP em
resposta ao calor, o balanco de proteinas sirdeiza a relativa importancia das
familias individuais de HSP na tolerancia ao esgesriam enormemente entre
organismos (QUEITSCH et al., 2000).

Conforme Manfre et al. (2009), a reducdo da expresie LEAS,
proteinas quando da embebicdo de sementes, podenseevidéncia de que
algumas dessas proteinas tenham duplo papel dwasitdo da vida vegetal,
funcionando como uma proteina de armazenamentantéuea germinacao e
como uma proteina de protecdo a dessecacdo dwamésenvolvimento da
semente.

A enzimao-amilase, ao promover a hidrélise do amido, didpitna os
carboidratos necessarios ao desenvolvimento doi&mlpossibilitando assim o
processo germinativo (FRANCO et al., 2002). No stataOliveira et al. (2013)

ressaltam que além dos genes das amilases, varias @enes podem estar
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envolvidos no controle do carater: qualidade ftgiada de sementes, como
exemplo, os genes relacionados diretamente cospaagao.

Durante a germinacdo das sementes, as reserviisvgisale alto peso
molecular sdo degradadas e convertidas em formésvessy que sdo
rapidamente transportadas aos tecidos em crescraeriilizadas em reacdes de
sintese ou de producédo de energia. As modificag@abdlicas que ocorrem
nesses estagios sado resultados da atividade ds\@mzimas de hidrélise e
transferéncia (BEWLEY; BLACK, 1985). Sdo variosfatres que influenciam
na sintese e atividade deamilase durante a germinacéo das sementes e grande
numero de estudos de caracterizagdo e expresséo-adelase tém sido
conduzidos em cevada, trigo e arroz (FINCHER, 198®) milho, no entanto,
existem poucos trabalhos sobre os processos defigio, traducdo e ativacdo
dessa enzima durante a germinagao sob altas teomasta

A utilizacdo de técnicas de identificacdo de RNAngageiro (MRNA)
durante o processo de germinacdo pode definir éicinde producdo de
amilase, bem como a influéncia de fatores abigticosio a alta temperatura na
atividade dessa enzima e, consequentemente, ningeém das sementes.

2.3 Expresséo Génica

A expressao génica pode ser estudada devido aoscmvaa area da
biotecnologia. O estudo desses genes s6 é possivealivel proteico ou de
transcritos das células.

A maximizacdo da sensibilidade dos métodos de dicaigéio tem
levado ao desenvolvimento de técnicas cada vez coaiplexas, entre elas a
PCR Quantitativo em Tempo Real (QPCR), que ja dauba bastante tempo na

area médica, e ha algum tempo vem sendo utilizaao cferramenta nos
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estudos de expressdo génica e quantificacdo defrsggs especificas em
plantas (GACHON et al., 2004).

A RT gPCR difere do PCR classico pela mensuracagrdduto da
PCR, amplificado em cada ciclo da reacdo da PCRnpamado as outras
técnicas de avaliacdo existentes, esta permitedetecdo de um dado acido
nucleico alvo de maneira rapida, especifica e maetsivel (GACHON et al.,
2004).

A quantificacdo é a caracteristica mais importadée RT qPCR.
Comparada ao PCR classico, uma das principais g@méada RT gPCR é a
rapidez em fornecer dados confiaveis.

Na ciéncia basica, a gPCR tem sido amplamente gaxqse na
guantificagdo de transcritos especificos (RT-q PAR) analise de familias
multigénicas. A técnica da PCR em tempo real pedeitiizada em estudos de
expressao génica de proteinas resistentes ao e@alomilho as quais estado
relacionadas a tolerancia ao calor durante a gagam

Assim, através da técnica da PCR em tempo realossiyel a
identificacdo de genes que possam estar envolvidosnecanismo para a
obtencédo de tolerancia a altas temperaturas.

Segundo Zhao (2004), dois genes da familia GOLSnilleo, foram
detectados durante o desenvolvimento ou germindg&ementes sob estresse.
A expressado desses genes esta sob controle tenthoeaite o desenvolvimento
da semente o gene ZmGOLS3 é predominantementeritang as sementes
embebidas expressam ZmGOLS2 principalmente quastdo sob estresse por
desidratacéo.

Em estudos com sementes de linhagem de milho &sipel detectar
uma curta transcricdo do gene ZmGOLS3 podendo geserar algum papel na
tolerancia ao calor. Os resultados de ensaiosategéio de ribonuclease (RPA)

mostraram que 0 ZmGOLS3 expresso durante o deseamernito da semente é
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rapidamente degradado na embebicdo. Aplds o estdessgesidratacdo, as
sementes de milho embebidas acumulam transcricdgdndeOLS2 (ZHAO,;
MEELEY; DOWNIE, 2003).

Xuan (2011), descreveu a caracterizacdo funciooajethe ZmAN13,
membro da familia ZnF-AN1 no milho, que mostra pressao induzida por um
ou varios estresses abidticos. A expressao de ZBANI mais elevada nas
folhas do que em outros 6rgaos, e é induzida pel@fpor tratamento de ABA
e também sob estresse a seca. J4 a superexpresddAN13 em Arabidopsis
apresenta tolerancia conferida ao frio, mas ca@souinhagens transgénicas
uma maior sensibilidade a seca.

Genes adicionais de ZnF-AN1 foram identificadosadipde Populus
trichocarpa, Zea mays, e Chlamydomonas reinhadltinaioria desses genes
esta envolvida em respostas a estresses abiGlibg2007).

Proteinas de elemento de ligacdo que respondem sa@ratacéo
(DREBs) desempenham funcdes reguladoras vitais egposta ao estresse
abidtico em plantas. A transcricdo do gene ZmDRBRF2lfamente induzida pela
seca e moderadamente induzida por sal e &cido sauscéxégeno. A
superexpressdo de ZmDBP2 melhora a toleranciatesss hidrico em plantas
transgénicas de Arabidopsis. O ZmDBP2 pode serawva membro da familia
DREB envolvido na ativagdo de genes em respostatrasees ambientais
(WANG; YANG; WANG, 2011).

A AR2/ERF é uma grande familia de fatores de tmig&a na planta,
que codifica os reguladores da transcricdo com uargedade de funcbes
envolvidas nos processos de desenvolvimento eldigoms. A analise
bioinformatica sugere que as proteinas AP2/ERF dihom podem,
potencialmente, participar em uma variedade de ostap ao estresse,
conferindo-lhes a capacidade para regular um graddesro de programas de
transcricdo (ZHUO; TANG; WU, 2012).



23

Com isso a caracterizagdo de genes que se exprdasamte 0 processo
de germinacao sob altas temperaturas é importaméegselecdo de cultivares
de milho em programas de melhoramento, para atén@epansdo da cultura
em regides cujas temperaturas durante a fase ohingedio sdo criticas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

A pesquisa foi conduzida na area experimental eaboratério Central
de Sementes do Departamento de Agricultura da thidaele Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras, MG.

3.2 Selecéo de linhagens quanto a tolerancia a ateemperaturas durante a

germinacdo

As sementes de seis linhagens de milho (30, 4463464 e 91) foram
submetidas aos testes de envelhecimento aceleradbedoracdo controlada
para a selecdo de linhagens discrepantes em redat@lerancia ao calor. As
linhagens utilizadas sdo provenientes dos progralmaselhoramento de milho
da empresa Genesseds Recursos Genéticos Ltda. [Edsmens tém sido
utilizadas em outras pesquisas demonstrando patempgra estudos de
expressao génica em condicfes desfavoraveis deocult

Apés a selecdo de linhagens de milho com diferemiggis de

toleréncia a altas temperaturas, as sementestiagédins foram multiplicadas.

3.3 Multiplicacdo das sementes de seis linhagensitastantes em relacdo a

tolerancia a altas temperaturas de germinagéo

Foram multiplicadas sementes das linhagens de ni@bp44, 54, 63,
64, 91). Foram instaladas 8 linhas de 10 metros@@spa¢amento entre linhas
de 0,8 m e 5 plantas por metro. O solo foi prega@hvencionalmente e as

correcBes de acidez realizadas de acordo com esemgiimica do mesmo. A
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adubacéo de cobertura e os demais tratos cultiorais realizados de acordo
com os recomendados para a cultura.

Para prevenir cruzamentos indesejados as espigan footegidas com
sacos plasticos, antes da emisséo dos estilo-estigduando os estilo-estigmas
se apresentaram receptivos foram realizadas maentdras autofecundacdes.

Durante o desenvolvimento das sementes foi feil@wampanhamento
da solidificacdo do endosperma por meio da linhkeitie, sendo que a colheita
foi realizada em espigas no estadio de desenvameméL5 (100% do
endosperma duro).

Apoés a colheita, as espigas foram despalhadas inaemnte e secadas
com auxilio de secador regulado a 30 °C. A secaffgmealizada até as
sementes atingirem 13% de teor de agua. Em segailagspigas foram
debulhadas manualmente.

Para as analises fisiologicas e moleculares rel@izaesta pesquisa, as
sementes foram classificadas em peneiras, com miondo n° 19/64" e n°
20/64".

3.4 Avaliacéo da qualidade fisica e fisiolégica dagmentes de milho

3.4.1 Avaliacdo da qualidade fisiol6gica das semestde milho em relacdo a

diferentes temperaturas durante a germinagao

A avaliacdo fisiol6gica das sementes de linhagensndho foi feita

pelos seguintes testes:

3.4.1.1 Teor de agua
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O teor de 4gua das sementes foi determinado pelodméle estufa a
105 °C durante 24 horas, utilizando-se duas suliemsode cada tratamento
conforme as Regras para Andlise de Sementes — RR3SIL, 2009). Os
resultados foram expressos em percentagem média (bzida).

3.4.1.2 Teste de germinacédo em diferentes tempereds

A germinacdo das sementes das seis linhagensdimada em cinco
temperaturas (25°C, 30°C, 35°C, 40°C e 45°C), sende para cada
temperatura o teste foi conduzido com quatro repes de 50 sementes. A
semeadura foi realizada entre papel umedecido gom destilada na proporcéo
de 2,5 vezes o peso do papel seco. Os rolos focamdizionados em sacos
plasticos e mantidos em camara tipo B.O.D. regutedatemperaturas de 25°C,
30°C, 35°C, 40°C e 45°C (+ou — 1 °C). As avaliagfas plantulas normais
foram realizadas aos 4, 7 e 14 ap0s a instalacdedtes. Adotou-se como
padrdo de plantulas normais, aquelas que apresemtgglo menos 0,5 cm de
raiz primaria. Os resultados foram expressos emeptagem média.

3.4.1.3 indice de velocidade de germinagao

Juntamente com o teste de germinacdo foi realizadteste de
velocidade de germinacao, por meio de avaliac@sadie no mesmo horario,
computando-se 0 nimero de sementes com protruadiesilares até 14 dias
apds a semeadura. Os dados foram submetidos aldédauMaguire (1962).
Adotou-se como padrdo para considerar plantulasnaisr aquelas que

apresentavam pelo menos 0,5cm de raiz primaria.
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3.4.2 Avaliacdo da qualidade fisioldgica de semestde milho submetidas ao

teste de deterioracdo controlada

Apés a avaliacdo do teste de germinacdo em difsseéamperaturas, foi
verificado que a temperatura de 35°C, na primeinatagem de germinacao,
permitiu diferenciar as seis linhagens entre sintpaa tolerdncia a alta
temperatura. A partir desses resultados utilizoa-snperatura de 35°C para 0s

demais testes e analises.

3.4.2.1 Deterioracdo Controlada

Elevou-se o teor de 4gua das sementes para 25&wsdétaatingido o teor
de 4gua previamente estabelecido adicionou as sesnerquantidade de agua

calculada pela férmula:

W2 = 100 — A/ 100 - B x W1 1)

onde: A - teor de agua inicial das sementes (basgeso Umido); B — teor de
agua requerido; W1 — peso inicial das sementes if); — peso final das
sementes (g); W2 — W1 — agua a ser adicionada N8/AHAMPTON, 1991
citado por HAMPTON; JOHNSTONE; EUA-UMPON, 1992). Bsmguida, as
sementes acondicionadas em embalagens de aluasnipais foram seladas a
guente e mantidas por 24 horas a 10 °C, para unfacao do teor de agua das
sementes. As sementes foram envelhecidas a 4f@gghoras, em camara de
germinagéo (BOD-Marconi).

Apds esse periodo as sementes foram mantidas eousgepem
temperatura ambiente até atingirem um teor de dgdéaimo a 13% para

posteriormente serem submetidas ao teste de ge@oira35°C. As avaliacdes
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das plantulas normais foram realizadas aos 4 as7afiés a instalacéo do teste.
Adotou-se como padrdo de plantulas normais, aquglasapresentavam pelo
menos 0,5 cm de raiz primaria para as avaliac@igadas aos 4 e 7 dias apés a
instalacdo do teste.

Além do teste de germinacdo, as sementes que feulmetidas ao
teste de deterioracdo controlada foram avaliadastquao comprimento e

matéria seca da parte aérea e do sistema radicular.

3.4.2.2 Comprimento e matéria seca da parte aéreaistema radicular

Foram utilizadas sementes submetidas e ndo sulametideterioracdo
controlada. Nesse teste foi utilizada a temperatega35 °C por permitir
diferenciar as linhagens entre si. O teste foi aaitth com quatro repeticfes de
15 sementes, e a semeadura foi realizada entrd pammecido com agua
destilada na propor¢cdo de 2,5 vezes o peso do pagel Os rolos foram
acondicionados em sacos plasticos e mantidos erara&ipo B.O.D. regulada
na temperatura de 35 °C (+ou — 1 °C) por 7 diasavatiacbes do comprimento
de parte aérea e o sistema radicular foram realkizath uma Unica avaliacdo no
sétimo dia, apés a semeadura. A massa de matédadseparte aérea, assim
como do sistema radicular foram determinadas séaarente. Os tecidos foram
separados das sementes e acondicionados em sapapalee submetidos a
estufa regulada a 60 °C até a estabilizacdo do pess esse periodo o material
foi pesado em balanca de preciséo utilizando-secagas decimais.

3.5 Andlise protedmica por meio da técnica de el@tiorese

Para a andlise protedmica foram utilizadas sementiesietidas e ndo

submetidas a deterioracdo controlada.
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3.5.1 Proteinas resistentes ao calor

Para a andlise eletroforética de proteinas resisteso calor utilizou-se
embrides de sementes. Esses foram moidos por uma@nquinze segundos
em mortar sobre gelo, em seguida, em microtubos capacidade de 150D
foi acrescentada solugédo tampdo (50mM tris-HCL-B@mM NaCL; 5mM
MgCI2; 1mM PMSF) na proporcdo de 1:10 (peso do risterolume tampédo
de extracdo. Os homogeneizados foram centrifugaddg000 rpm por 30
minutos, a 4 °C, e o sobrenadante incubado em baahia a 85 °C por 15
minutos e novamente centrifugado. O sobrenadanteftido em microtubos e
o pellet descartado. Antes da aplicacdo no gel os tubcanestras contendo
70uL de extrato + 40L de solucdo tampdo da amostra foram colocados em
banho-maria com agua em ebulicdo por 5 minutos BKMAN et al., 1991).
Foram aplicados %L do extrato com proteinas + tampdo da amostra por
canaleta, em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12(§éb separador) e 6%
(gel concentrador). A corrida eletroforética faalizada a 150 v por 8 horas e o0s
géis corados em Coomassie Blue a 0,05%, duranteotds e descorados em
solucéo de acido acético 10% (ALFENAS, 2006).

3.5.2 Enzima alfa amilase

Para a extracdo da enzimaamilase, as sementes submetidas e néo
submetidas a deterioracdo controlada foram colacpdaa germinar em rolo de
papel por um periodo de 72 horas a temperatura5deC2 Decorrido esse

periodo, os eixos embrionarios e escutelos de herses foram descartados e
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os endospermas restantes foram triturados a fmoeinho refrigerado, na
presenca de nitrogénio liquido. Para a extracad@m@i0do p6é do endosperma
foram ressuspendidos em 300 pl do tampéo de est(ac&-HCI 0,2M, pH 8,0
+ 0,4% PVP). Em seguida foi feita aplicacdo de #@quextrato proteico em
cada canaleta, nos géis de poliacrilamida a 7,58b gparador — contendo
amido soluvel 1%) e 4,5% (gel concentrador). A layéo foi feita de acordo
Alfenas (2006).

3.5.3 Enzimas catalase, esterase e superoxido disase

Para a andlise eletroforética das enzimas cataatrase e superdxido
dismutase, foram utilizadas sementes inteiras stitbeasee ndo submetidas a
deterioragdo controlada. As sementes foram triagath presenca de PVP e
nitrogénio liquido em moinho refrigerado.

Para a extracdo das enzimas foi utilizado o tanip&oHCL 0,2M pH
8,0 + (0,1% de mercaptoetanol), na propor¢cdo deul2500r 100mg de
sementes. O material foi homogeneizado em vortexastido overnight em
geladeira, seguido de centrifugacéo a 14.000 rpn3@oninutos, a 4 °C.

A corrida eletroforética foi realizada em sistema& déis de
poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gehcentrador). Foram
aplicados 6QuL do sobrenadante das amostras no gel e a cotattaferética
foi efetuada a 120 V por 5 horas.

Terminada a corrida os géis foram revelados cordokifenas (2006).

3.6 Analise de transcritos de genes relacionadosta@lerancia ao calor por
meio da técnica de gRT-PCR
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A andlise de transcritos de genes relacionadotegtia ao calor por
meio da técnica de gRT-PCR foi dividida em quattapas: extragdo e
purificacdo do RNA, transcricéo reversa para stntescDNA, PCR em tempo
real, e andlise dos resultados.

Para a extracdo do RNA foram utilizadas sementsssdi linhagens
(30, 44, 54, 63, 64 e 91) submetidas e ndo subasedidieterioragéo controlada.

3.6.1 Extracao e Purificacdo do RNA

Para a extragdo do RNA as sementes de milho foracemadas na
presenca de nitrogénio liquido e com a adicdo dgemtePure Link RNA
Plant® (Invitrogen), seguindo as especificacdes do manual do falbeican

A integridade do RNA foi verificada em gel de agard % e visualizada
apoés a coloracdo com brometo de etidio. A quaagfio do RNA foi feita em
espectrofotbmetro, utilizando-se comprimentos diaate 260 e 280 nm.

Apbs as extracBes dos acidos nucleicos as amdsteas tratadas com
DNAs e para evitar qualquer contaminacdo com DNe&kaHRsso foi utilizado o
DNas e DNA Free (Applied Biosystemse protocolo realizado conforme
recomendacdes do fabricante. Para comprovar &mfiai da descontaminacao
foi feita uma reacdo de PCR convencional com tadaamostras, comprovando
a ndo amplificacdo do DNA. Nessa reacdo como denpasitivo foi utilizada
uma amostra de DNA de sementes de milho eprmers dos controles
enddgenos Ubiquitina e Desidrogenase Alcoolié®H). As amplificacGes
foram avaliadas em gel de agarose 1,5% corado comelo de etideo.

3.6.2 Transcricdo reversa para sintese do cDNA
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Apébs o processo de extracdo e purificacdo de RNArdalizada a
sintese de cDNA. Para isso foi utiliza#tta High Capacity cDNAReverse
Transcription cDNA® da Applied Biosystems seguindo o0 protocolo

recomendado pelo fabricante.

3.6.3 Desenho doprimers

Para a analise da expressao génica pela técnigRTHCR, os genes
foram selecionados com base na reviséo de literakevido a importancia nos
estudos de tolerancia das plantas as altas temperatOsprimers utilizados
foram desenhados com o auxilio doftware Primer Expres8.0 @pplied
Biosystems apds a busca das sequéncias dos genes site
http://www.ncbi.nim.nih.gov(Tabela 1) Como controles enddégenos foram

utilizados os genes da Ubiquitina e ADH.

Tabela 1 Sequéncias dos Primers utilizados nasanddi gRT-PCR

Gene* Identificacdo Sequéncia 5'---------- 3
Zm-AN13 Funcao regg!qdora em respost FAGCTGTTGCCCAAGTCGAGTT
estresse abidtico RGCTGGGTCCGGCAACAT
AOX-1 Rota alternativa da respiragéio /F GCGAGGAGCAAACAGCAAA
antioxidante RGGCCACTAGTGCGGTCAACT
AOX-2 Rota alternativa da respiragéo /F CCAAGACGCTGATGGATAAGG
antioxidante RAGCCATACCGCCTCTGGAA

Proteinas de elemento de ligacgGkdCAATACCAGCGCACACCAGAT
que respondem a desidratacdoR TCGTTATAAAAGGCTCGAGTGCTT
F CCGGCTCCACGCAGAAC
RTATAGGCGTAGCCCTGCATGA
LEAP Proteinas resistentes ao calor FTGCAGCTCCTAGTGCTTGTAC
RTGGAAGAGGACCTGGGATTG
UBlI Controle enddgeno AAGGCCAAGATCCAGGACAA
RTTGCTTTCCAGCGAAGATGA

FAGGACGCTGAGTTAAGACC

Zm DBP2

LEAP [D-34) Proteinas resistentes ao calor

ADH-DA Controle enddgeno
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*LEAP (D-34): Late embryogenesis abundant protBif84; LEAP:Late embryogenesis
abundant protein UBI: Ubiquitina; ADH-DA ADH-Desidrogenase Alcodh;
F: sequéncia do priméoward R: sequéncia do primegverse

Para a andlise da expressdo génica quantitativaqRarPCR foi
utilizado o equipamentABl PRISM7500Real-TimePCR (Applied Biosystems
e o sistema de detecc&BR Greee ocDNA obtido a partir de RNA&xtraido
das sementes. As condi¢des térmicas da reacao ftmd@mminutos a 50 °C, 10
minutos a 95 °C, seguidos por 40 ciclos de 15 s#mpia 95 °C e 1 minuto a 60
°C, e finalizando com 15 segundos a 95 °C. Os dddmsnm coletados e
armazenados no programa 758@ftware(Versdo 2.0.1). Para cada reacéo foi
utilizado 1,0uL de cDNAdiluido 1:5, 0,2iL de cadgrimer e 5,0uL de Master
Mix SYBR greelJDG com ROX (Invitrogen) para um volume final 10,0
uL/amostra. Os controles negativos e as curvameéng foram incluidos em
todas as andlises.

Foram utilizadas duas repeticdes biol6gicas emraplicatas técnicas,
para cada gene em estudo, sendo os resultadoslizadoa usando o Ciclo
Threshold(CT), obtidos pela expressdo dos genes de refaréiiquitina e
ADH.

O CT foi determinado pelo ndmero de ciclos no qudluorescéncia
gerada dentro de uma reacdo cruza a linha de thasshold. Foi utilizado o
método do CT comparativo. Para isso, previamente, réalizado um
experimento de validagdo para comprovar que ai€efias de amplificacdo dos
genes-alvo e de referéncias sdo similares e berin@é de 100% (TYAGI;
BRATU; KRAMER, 1998). As curvas padrbes para osegeem estudo foram
geradas a partir das seguintes diluigbes: 1:5, 1:225, 1:625 e 1:3125. Esse
procedimento também permitiu a definicho da meldiwicdo de cDNA

utilizada em cada reacao, a qual foi de 1:5.
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As amostras de menor expressao, para cada geam, fitizadas como
amostras calibradoras e o método utilizado pararmaezkpresséo relativa foi o
Método da Curva Padrdo Relativa que descrito naualado aparelhoApplied
Biosystems Para a quantificacdo da expressédo génica paticéédePCR em
tempo real, os valores obtidos correspondentesnaais de mRNA's das
amostras foram comparados relativamente aos vallmesiveis de mRNA's
de controle. Apés a obtenc¢éo dos dados brutoss &asen analisados por meio
do programa 750@oftware SDS (Versédo 2.0.1). Para calcular o nivel de
expressao dos genes de interesse foram considefzd@imento exponencial
do produto de PCR) do gene-alvo e controle endggedb= Ct (amostra) — Ct
(controle enddgeno) e Ct = ACt (amostra) ACt (calibrador). Em seguida o
nivel de expresséo foi calculado pela férmula: RQ*™. Para plotagem dos

graficos utilizou-se o programa SigmaPlot.

3.7 Andlise estatistica

Para a analise dos resultados dos testes utilizaalesa avaliagdo da
gualidade fisiolégica foi realizada em delineameénteiramente casualizado em
esquema fatorial 6x5, sendo seis genétipos e dewgeraturas, com quatro
repeticbes; e 6x2, sendo seis gendtipos e duascéesd sementes submetidas
ou ndo a deterioracdo controlada. Os dados foramigmente submetidos aos
testes de normalidade dos residuos e homocedastcidas variancias, sendo
submetidos a andlise de variancia e as médias cadgsaentre si pelo Scott &
Knott, a 5% de probabilidade. As analises foramlizadas no programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).

A analise dos dados do teste de PCR em tempoaegtdlizada por
meio do programa 7500 Software SDS (Versdo 2.0.APPLIED
BIOSYSTEMS).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de agua médio das sementes foi de 12% coat&a maxima de
1%.

4.1 Analise fisiolégica de sementes de milho ematiéntes temperaturas de

germinacao

Segundo o resumo da analise de variancia dosadesl{Tabela 1A) do
teste de germinacdo houve interacdo significativteeas linhagens e as
diferentes temperaturas em todas as épocas dagia@lio teste.

Com relacdo aos dados de germinacdo em difereatapetaturas
(Tabela 2) referente a primeira leitura de gernénago 4° dia apds a instalacdo
dos testes, a 25°C maiores valores de germinagoreforam observados para
as linhagens 30 e 91, enquanto que menor valoemeigacao foi observado em
sementes da linhagem 44. A 30°C nado houve difersigg#ficativa entre as seis
linhagens avaliadas. Ja a 35°C menores valoreerdgrgacdo foram observados
em sementes da linhagem 44, seguida das linhagers6d. Maior valor de
germinagéo foi observado em sementes da linhagemséido seguido da

linhagem 54.
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Tabela 2 Porcentagem de germinacéo de seis linbatemilho submetidas a

diferentes temperaturas de germinacdo aos 4 dis ajinstalacdo do

teste
Linhagens Temperatura — 4 dias

25°C 30°C 35°C 40 °C 45°C
30 97 Aa 99 Aa 76 Cb 0 Ac 0 Ac
44 83 Db 99 Aa 64 Ec 0 Ad 0 Ad
54 88 Cb 100 Aa 82 Bc 0 Ad 0 Ad
63 90 Cb 97 Aa 70 Dc 0 Ad 0 Ad
64 93 Bb 97 Aa 68 Dc 0Ad 0Ad
91 98 Aa 100 Aa 99 Aa 0 Ab 0 Ab

Resultados seguidos pela mesma letra mindsculaina ¢ letra maidscula na coluna
nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelke s Scott Knott.

Nas temperaturas de 40°C e 45°C, durante o proakEsggrminacao,
ndo houve a germinacéo das sementes das seisditthag

De uma maneira geral os maiores valores de geraondgoram
observados a temperatura de 30°C. Essa tempegtareecomendada para a
realizacdo do teste de germinacdo de sementeslide, mina vez que a essa
temperatura espera-se a maior expressao de enzjwasfavorecem a
germinagdo de sementes, a exemplo da alfa-amiesentanto, em condi¢des
de campo, em algumas regides de cultivo dessargulutemperatura do solo,
durante o processo de germinagcdo pode exceder @ 80fnprometendo o
estabelecimento de plantas no campo.

Em relacdo ao comportamento das sementes dasdimhag diferentes
temperaturas de germinagéo, as sementes da lint2@epresentaram maiores
valores de germinacdo quando submetidas as temperade 25°C e 30°C,
seguida da temperatura de 35°C. Ja as sementdiatdegens 44, 54, 63 e 64,
apresentaram maiores valores de germinacao a 86¢Qida de 25°C. A 35°C,
as sementes dessas linhagens apresentaram valeresediarios. A linhagem
91 destacou-se por apresentar maior valor de gagdinnuma maior faixa de
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temperatura, a 25°C, 30°C e 35°C. Foi verificade qu 40°C e 45°C as
sementes das seis linhagens ndo germinaram.

O sucesso da producdo dependera, entre outros t@spedo
estabelecimento de plantulas no campo, fator essamente relacionado com
a germinacgédo e vigor de sementes. O alto vigorsdagentes é uma condicao
necessaria para tolerar estresses ambientais coonmolicBes de altas
temperaturas.

A temperatura é considerada o fator de maior infligé sobre a
velocidade e porcentagem de germinacdo de sementesnergéncia de
plantulas. Para cada espécie existe uma faixantjgetatura, na qual ocorrem os
maiores valores de germinacdo e emergéncia, serongunto de umidade for
adequado e outros fatores adversos forem minimes@QQ CHE, 2004).

Pereira, Nascimento e Vieira (2007), trabalhandm gementes de
cenoura sob condi¢cdes de altas temperaturas, albaervque houve um
decréscimo na germinacédo a medida que a tempefataamentada, sendo que
a 36°C apenas 27% das sementes germinaram. Ent@esdie alta temperatura
(35°C) a germinacdo foi bastante reduzida para &ri@madas cultivares
trabalhadas.

Com relagédo aos resultados de germinacédo nas tetuzey de 25°C,
30°C e 35°C (Tabela 3) referente a avaliacdo ndid@°apés a instalacdo do
teste, ndo houve diferenca significativa entrardgbens avaliadas e nem entre
as diferentes temperaturas. A 40°C menor valoredaigacao foi observado em
sementes da linhagem 44. As demais linhagens fératin entre si. Ja a 45°C
nao houve germinacdo das sementes das linhagdimiagsa



38

Tabela 3 Porcentagem de germinacdo de sementessdiinkagens de milho
submetidas a diferentes temperaturas de germireqsid dias apods a

instalacdo do teste

Temperatura — 7 dias

Linhagens 25°C 30°C 35°C 40 °C 45°C
30 99 Aa 99 Aa 99 Aa 90 Ab 0 AC
44 100 Aa 100 Aa 100 Aa 81 Bb 0 Ac
54 100 Aa 100 Aa 99 Aa 94 Ab 0 Ac
63 99 Aa 98 Aa 98 Aa 92 Ab 0 Ac
64 99 Aa 98 Aa 98 Aa 92 Ab 0 Ac
91 100 Aa 100 Aa 100 Aa 96 Aa 0 Ab

Resultados seguidos pela mesma letra minasculaina & letra maidscula na coluna
nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelke s Scott Knott.

Verificando o comportamento das sementes dasgertsem relacdo as
diferentes temperaturas de germinagéo, as sengagdmhagens 30, 44, 54, 63
e 64, apresentaram maiores valores de germinacdndqusubmetidas as
temperaturas de 25°C, 30°C e 35°C, seguida da tetope de 40°C. Ja a
linhagem 91 apresentou maiores valores de gernina¢@b°C, 30°C, 35°C e
40°C. Foi verificado que a 45°C as sementes dadiskagens ndo germinaram.

Para a obtencdo de melhor estande no campo, p@imgpte em
condi¢cdes adversas de altas temperaturas, a setegddesenvolvimento de
cultivares mais tolerantes sédo recomendados.

A habilidade de uma semente germinar sob ampladid® condicGes é
definida como a manifestacdo do seu vigor, depeafujeentre outros fatores,
das condi¢cdes ambientais encontradas no local fmideemeada (SIMONI et
al., 2011). Ressalta-se ainda, que o vigor de semémmbém seja influenciado
pelo gendtipo.

Silva Neta (2014), a partir da avaliacdo fisiol@gaassificou sementes
de seis linhagens de milho em relacdo a tolerdackmixa temperatura de

germinacédo. As linhagens 44, 54 e 57 foram maisesiv®is, enquanto que as
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linhagens 63, 64 e 91 foram mais tolerantes asababemperaturas de
germinagéo.

De acordo com os resultados observados no 14°pdist @ semeadura
ndo houve diferenca estatistica entre os valorgedrinacédo das sementes das
linhagens germinadas a 25°C, 30°C, 35°C e 45°C gfda¥d). Ja a 40°C,
menores valores de germinacdo foram observados g@raementes das
linhagens 30, 44, 63 e 64. Nesta temperatura adiein 91 destacou-se por
apresentar o maior valor de germinacdo. Ressalida que na temperatura de

45°C, de modo geral, ndo houve germinacéo das $esaen

Tabela 4 Porcentagem de germinacdo de sementessdénbagens de milho
submetidas a diferentes temperaturas de germireggid4 dias apos a

instalacéo do teste

Temperatura — 14 dias

Linhagens

25°C 30°C 35°C 40 °C 45°C
30 99 Aa 99 Aa 99 Aa 94 Cb 0 Ac
44 100 Aa 100 Aa 100 Aa 93 Ch 0Ac
54 100 Aa 100 Aa 99 Aa 97 Bb 0 Ac
63 99 Aa 98 Aa 98 Aa 95 Cb 1Ac
64 99 Aa 98 Aa 98 Aa 93 Cb 1Ac
91 100 Aa 100 Aa 100 Aa 99 Aa 0 Ab

Resultados seguidos pela mesma letra minasculaina ¢ letra maidscula na coluna
ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelke s Scott Knott.

Em relagdo ao comportamento das sementes das dimhagob
diferentes temperaturas de germinacéo, as sendagdmhagens 30, 44, 54, 63
e 64 apresentaram maiores valores de germinacdndgusubmetidas as
temperaturas de 25°C, 30°C e 35°C, seguida da tetope de 40°C. Ja a
linhagem 91 apresentou maiores valores de gernina¢@b°C, 30°C, 35°C e
40°C. Foi verificado que a 45°C as sementes dadisbagens ndo germinaram.
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Em sementes de milho, o embrido é o local de nssnsibilidade as
altas temperaturas. Este estresse é responsaecbaigh taxa de sintese de
proteinas em embrifes. Existem algumas possivetesapara essa baixa taxa
de sintese de proteinas como: a menor taxa desesidie RNA; maior taxa
rotativa de RNA,; inibicdo do processamento de mo#scde RNA ou da sua
liberacdo a partir do nucleo; deficiéncia de algsiraazimas e outros fatores
envolvidos na sintese de polipeptideos e/ou aindtabilidade de algumas
dessas enzimas ao calor (RILEY, 1981).

Altas temperaturas podem alterar ainda a composcaofuncdo da
bicamada lipidica, o que causa um aumento na fluidemembrana, podendo
levar a desintegracdo dessa bicamada (ALLAKHVERDIEV al., 2008).
Observa-se ainda, que as altas temperaturas pogenahdear a desnaturagéo

de enzimas, podendo ter reducdo na expressao @éezsass nessas condicdes.

4.2 Analise fisiologica de sementes de milho subnuzts ao teste de

deterioracéo controlada

O resumo da analise de variancia dos dados de nggéaa de sementes
das linhagens submetidas ou ndo a deterioracamlzaid esta representado na
tabela 2A. Houve interacdo significativa entre imbhdgens e as condicgdes,
sementes submetidas ou ndo a deterioracéo comtrolad

No quarto dia de avaliacdo menores valores de gag@o foram
observados em sementes submetidas a deterioragdsa Mondicdo maiores
valores de germinacao foram verificados em sematdsslinhagens 44 e 63,
seguido da linhagem 91 e menores valores obsereamaementes da linhagem
64, seguidos dos observados nas linhagens 30¥abélé 5).

Ja nas sementes ndo submetidas ao envelhecimestmr malor de

germinacgdo foi observado em sementes da linhagensebtio que para as
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demais linhagens néo foi observada diferenca #igtifa entre os resultados
(Tabela 5).

Tabela 5 Porcentagem de germinacdo de sementesisdénbagens de milho
submetidas (SDC) e ndo submetidas (NSDC) ao teswetérioracao

controlada, aos 4 dias apéds a instalacéo do teste

Temperatura 35°C - 4 dias

Linhagens NSDC SDC
30 98 Aa 29 Db
44 64 Ba 52 Ab
54 100 Aa 36 Cb
63 99 Aa 54 Ab
64 96 Aa 15 Eb
91 99 Aa 48 Bb

Resultados seguidos pela mesma letra minasculaina ¢ letra maidscula na coluna
nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelke s Scott Knott.

No 7° dia de avaliagdo em sementes ndo submetidietedioracdo
controlada ndo houve diferenca significativa engevalores de germinagéo de
sementes das linhagens avaliadas. Em sementes t&ldsma deterioracdo
controlada menores valores de germinacéo forammames nas linhagens 63 e
64 e maiores na linhagem 91 (Tabela 6).

Tabela 6 Porcentagem de germinacdo de sementexisdénbagens de milho
submetidas (SDC) e ndo submetidas (NSDC) ao testgetbrioracdo
controlada, aos 7 dias apds a instalacdo do teste

Temperatura 35°C - 7 dias

Linhagens NSDC e
30 99 Aa 83 Bb
44 100 Aa 86 Bb
54 99 Aa 83 Bb
63 98 Aa 72 Cb
64 98 Aa 23 Db
91 100 Aa 95 Aa

Resultados seguidos pela mesma letra minasculaina ¢ letra maidscula na coluna
nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelke s Scott Knott.
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Em relag&o aos resultados de matéria seca e coengarde parte aérea
e sistema radicular (Tabela 3A), houve interacgoifitativa entre as linhagens
e as condicbes, sementes submetidas ou ndo subasnaiiddeterioracao
controlada.

Com relagdo a matéria seca da parte aérea maiateses foram
observados em plantulas de sementes ndo submétid@serioracdo. Nessa
condi¢do, maior valor de matéria seca de parteadéreverificado em plantulas
de sementes da linhagem 91, seguido da linhagene Bdenores valores
observados em sementes das linhagens 30, 44, 68 dabnas sementes
submetidas a deterioracdo, maiores valores de imata foram verificados em
plantulas de sementes das linhagens 44 e 91 e esevalores nas demais que

nao diferenciaram entre si (Tabela 7).

Tabela 7 Matéria seca de parte aérea (MSPA) déutddnde seis linhagens de
milho provenientes de sementes submetidas (SDCGoesanbmetidas
(NSDC) ao teste de deterioracdo controlada

Linhagens MSPA
NSDC SDC
30 0,89 Ca 0,04 Bb
44 1,07 Ca 0,29 Ab
54 1,76 Ba 0,08 Bb
63 1,22 Ca 0,04 Bb
64 1,11 Ca 0,01 Bb
91 2,67 Aa 0,36 Ab

Resultados seguidos pela mesma letra minasculaina ¢ letra maidscula na coluna
ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelke s Scott Knott.

N

Em relacdo a matéria seca do sistema radiculare(@a®), para as
sementes ndo submetidas a deterioracdo controtadar valor foi observado
para a linhagem 91 e menores valores foram obsesvaara as plantulas das
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linhagens 30, 44, 54 e 64. Para sementes submatideterioracdo controlada,
maiores valores de matéria seca foram verificadssptntulas das linhagens

44,54 e 91, as demais linhagens nao diferirane eitr

Tabela 8 Matéria seca do sistema radicular (MSSR)pntulas de seis
linhagens de milho provenientes de sementes sutesetSDC) e ndo

submetidas (NSDC) ao teste de deterioracao codtola

Linhagens MSSR
NSDC SDC
30 0,23 Ca 0,06 Bb
44 0,29 Ca 0,39 Aa
54 0,38 Ca 0,26 Aa
63 0,68 Ba 0,14 Bb
64 0,26 Ca 0,01 Bb
91 0,97 Aa 0,34 Ab

Resultados seguidos pela mesma letra minasculaina ¢ letra maidscula na coluna
ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelke s Scott Knott.

Em relacdo ao comprimento de parte aérea (TabelaeSyltados
superiores foram verificados para a linhagem 9ttptam plantulas de sementes
submetidas quanto em plantulas de sementes ndoesdasa deterioracdo
controlada. Para a linhagem 44 foi observado vatermediario quando foram
utilizadas sementes ndo submetidas a deterioraQétrolada. Ja para as
sementes submetidas a deterioracéo foi observadornaalor de comprimento

de parte aérea em plantulas da linhagem 64.
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Tabela 9 Comprimento da parte aérea (CPA) de péntle seis linhagens de
milho provenientes de sementes submetidas (SDCGjoesnbmetidas

(NSDC) ao teste de deterioracao controlada

Linhagens CPA
NSDC SDC
30 10,41 Ca 1,30 Cb
44 17,08 Ba 4,12 Bb
54 11,55 Ca 3,10 Bb
63 12,53 Ca 0,78 Cb
64 13,48 Ca 0,14 Db
91 20,59 Aa 7,25 Ab

Resultados seguidos pela mesma letra minasculaina & letra maidscula na coluna
nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelke s Scott Knott.

Em sementes ndo submetidas a deterioragédo cormrédadbservado
maior valor de comprimento do sistema radicularpiastulas da linhagem 91 e
menor valor nas plantulas da linhagem 44 (tabela 18 nas sementes
submetidas a deteriorag&o controlada foi obserwzalor valor de comprimento
do sistema radicular nas plantulas da linhagensdguido das linhagens 54 e
91.

Tabela 10 Comprimento do sistema radicular (CSR)ptatulas de seis
linhagens de milho provenientes de sementes sutesetSDC) e ndo

submetidas (NSDC) ao teste de deterioracéo cod#rola

CSR
Linhagens NSDC SDC
30 7,50 Ba 0,83 Cb
44 5,30 Ca 4,50 Aa
54 8,94 Ba 1,50 Bb
63 8,55 Ba 0,61 Cb
64 9,35 Ba 0,45 Cb
91 20,59 Aa 1,89 Bb

Resultados seguidos pela mesma letra minasculaina ¢ letra maidscula na coluna
nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelke s Scott Knott.
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Foram observados menores valores de comprimenpartie aérea e do
sistema radicular quando foram utilizadas semesubsnetidas & deterioracédo
controlada.

Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991) verificargoe o
envelhecimento acelerado em sementes de milhal@eada de integridade das
membranas. Os radicais livres, 0s quais sdo prddsizcomo resultado da
peroxidacdo de lipideos no envelhecimento reagem os lipideos das
membranas celulares, destruindo a estrutura dessambém as reservas das
sementes, resultando na reducdo da qualidade iastes.

Neste trabalho ficou caracterizado o efeito da watpra no
desenvolvimento das plantulas. Assim, a avaliagdodésenvolvimento da
plantula é importante, pois é uma caracteristieappde auxiliar na selecdo de
materiais em programas de melhoramento. Importegsaltar os resultados
observados em sementes submetidas a deterioracdimlada ou ndo em
relacdo aos genotipos avaliados.

Para a maioria dos parametros avaliados foram vdd®s os maiores
valores de germinacdo e vigor em sementes e pd&ntld linhagem 91. No
entanto, em alguns genétipos, a exemplo das limsagel e 64, houve
comportamento  diferenciado, em relacdo aos parédmetavaliados,
principalmente quando as sementes foram submetidaterioracéo controlada.
Maiores valores de germinacdo aos 4 dias (Tabeldebinatéria seca da parte
aérea (Tabela 7), de matéria seca do sistema lad{@abela 8), comprimento
do sistema radicular (Tabela 10) foram observadosementes e plantulas da
linhagem 44, quando as sementes foram submetidasetioracdo controlada.
J& para as sementes e plantulas da linhagem 64yeseralores de germinagéo
aos 4 dias (Tabela 5), aos 7 dias (Tabela 6), dérimsseca de parte aérea

(Tabela 7), de matéria seca do sistema radiculabgl& 8), comprimento de
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parte aérea (Tabela 9) e comprimento do sistemautad (Tabela 10) foram
observados quando as sementes foram deterioradas.

Ao comparar os resultados observados para essesosiparametros da
linhagem 44, em sementes ndo submetidas a det@rocantrolada, verifica-se
menor tolerancia a condi¢cdes impostas. JA ao campzs resultados de
germinagdo observados em sementes ndo submetierioracdo controlada
da linhagem 64, verifica-se maior tolerancia. Atipalesses resultados infere-se
gue as condicfes de estresse nas quais as ses@Entegostas podem induzir a
expressao de genes que ndo sdo expressos sobdesndigis favoraveis para a
germinacgédo e crescimento de plantulas, em relafiibagem 44. Os resultados
em referéncia foram obtidos a partir de sementésstidas a deterioracao
controlada e & subsequente germinagéo a 35°C. tdntepquando as sementes
da linhagem 44 foram submetidas a germinacdo a,4®®Dores valores de
germinacgéo aos 7 dias (Tabela 3), 14 dias (Tahdtzr@m observados para esta
linhagem. Nesta mesma linhagem, em sementes naeetdhs a deterioracdo
controlada e germinadas a 35°C, menor toleranciastas condicdes foi
observada para a linhagem 44, principalmente queohparada aos resultados
observados para a linhagem 91, tabelas 5, 7, 809 e

Para os estudos de tolerancia ao calor é importargssociacdo dos
resultados fisioldgicos com os observados a padetanalises de transcritos e de

proteinas associados a essa caracteristica.

4.3 Andlise protedmica

Nas figuras 1, 2, 3 e 4, encontram-se 0s zimograrafsentes a
expressao das enzimas superéxido dismutase (S@RJase (CAT), esterase
(EST) ea- amilase ¢-A), em sementes das seis linhagens avaliadas sidase

ou ndo ao teste de deterioracdo controlada.
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Houve aumento da expressdo da SOD em sementesddes &s
linhagens avaliadas, submetidas a deterioracdootaté (Figura 1). A maior
expressdo pode ser observada pela intensidade mia bde menor peso
molecular ou maior mobilidade indicada pelo nimé&roEm sementes das
linhagens 30 e 44 houve maior expressado dessa@erimsementes submetidas
a deterioracdo controlada, a qual pode ser obseip@ld maior intensidade das
bandas como 1 e 2.

A enzima superéxido dismutase (SOD) é considerad#ca primeira
no processo de defesa antioxidante e atua anularaigfio dos superdxidos,

catalisando sua conversao a peréxido de hidrogénio.

30 44 54 63 64 091 30 44 54 63 64 91
Nio submetidas a Submetidas a deterioracdo
deteriora¢do controlada controlada

Figura 1 Atividade da enzima SOD em sementes deretifes linhagens de

milho submetidas ou néo a deterioracdo controlada

Em outros estudos também tem sido observada a mgioessao dessa
enzima, quando as sementes sao submetidas a asdig@stresse. Silva Neta

(2014), estudando a tolerancia a baixa temperaturante a germinacdo de
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sementes em seis linhagens de milho, verificoupque a linhagem 63, tolerante
as baixas temperaturas, houve mudanca na exprdas&DD em sementes
embebidas por 24h a 25 °C e na maioria das linlsagexpressdo da SOD foi
maior em sementes embebidas por 48h a 25 °C.

Abreu et al. (2014), estudando tolerancia a secaamentes de cinco
linhagens de milho observaram alta atividade damenzOD no potencial
hidrico controle (OMPa). A medida que foi reduzinesse potencial hidrico,
uma reducdo na intensidade das bandas foi obsepaxdas linhagens 63, 54 e
64, 0 que ndo ocorreu nas linhagens 91 e 44. Mégmr das sementes das
linhagens 91 e 44 foi observado sob condicdes seig@& hidrica. Nessas
sementes ocorreu maior expressdo de enzimas agnaisantioxidante. Em
plantas sob estresse hidrico observou-se um aumardtividade dessa enzima
relacionada ao aumento na tolerancia a seca (ZbR2)2

Houve variacdo da expressdo da enzima catalaseeerantges das
linhagens quando as mesmas foram submetidas aiods¢éo controlada.
Houve aumento da expressdo desta em sementesdagelns 30, 44 e 91 e
reducdo em sementes das linhagens 54 e 63. Agfesiala expressao podem
ser observadas pela intensidade e expansdo dassbaodzimograma. Em
sementes das linhagens 30 e 44 0 aumento da épesde ser explicado em
funcdo da maior expressdo da enzima SOD, nas mesomdicOes de

tratamento (Figura 2).
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30 44 54 63 64 91 30 44 54 63 64 91
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deterioracéo controlada controlada

Figura 2 Atividade da enzima CAT em sementes derafites linhagens de

milho submetidas ou ndo a deterioracao controlada

Apbs a expressédo da SOD ocorre a formacao de perdgi hidrogénio,

e uma segunda enzima, a CAT se expressa paranatypaotecdo das sementes,
uma vez que transforma o peréxido em oxigénio ea&RBIUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2004).

A catalase € uma enzima antioxidante que catalismraersao de
perdxido de hidrogénio em agua, protegendo asasetld oxidacdo causada por
radicais livres. Sendo assim, a reducdo na atieiddglssa enzima, podera
resultar na diminuicdo da prevencgdo de danos oxadat

Na figura 3 encontra-se 0 zimograma da enzimaasstesbservado em
sementes das linhagens de milho estudadas, submetidndo & deterioracé@o
controlada. Pelo zimograma infere-se a expressaoéiocos. Houve variacao
da expressdo nos dois locos em sementes submetidago a deterioracdo
controlada. Em relacdo ao primeiro loco houve aumeata expressdo em
sementes das linhagens 30, 44, 54, 64 e 91 sulametideterioracao controlada.
Ja no segundo loco, em sementes submetidas aoda¢éo houve menor
expressdo da enzima esterase. Observa-se que mestag deterioradas nao
foram observadas algumas isoformas presentes eensssmao deterioradas.
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Com excecdo da linhagem 54, nas sementes das déntgigens a menor
expressao da enzima no segundo loco é visivel.

A esterase € uma enzima degradativa que esta aew@m reacdes de
hidrélise de ésteres e esta diretamente ligadaet@bolismo dos lipidios, como
os fosfolipidios de membrana. Sendo a peroxidag@dipddeos um evento
associado a danos de membrana das sementes (BASRAMRA; SHETTY;
PRAKASH, 1991), alteracBes nos padrdes dessa empooham estar associadas
a ocorréncia de eventos deteriorativos, e da cqaagidisiolégica de sementes.
Assim, a expressao da enzima ndo parece estaassaisiada a deterioracdo de
sementes e reducdo da qualidade fisioldgica.

Em sementes ndo submetidas a deterioracao coratratadsiderando
ambos os locos, maior expressao da enzima esferadeservada em sementes

da linhagem 64 e menor nas da linhagem 91.

30 44 54 63 64 91 30 44 54 63 064 91
Nio submetidas a Submetidas a deterioragéo
deterioragdo controlada controlada

Figura 3 Atividade da enzima EST em sementes deretiifes linhagens de
milho submetidas ou ndo a deterioracao controlada
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A EST atua em ésteres de membrana, e a menor siprdsssa enzima
em sementes da linhagem 91 ndo submetidas a dat¢éidocontrolada pode
estar associada a alta qualidade fisiolégica dases, quando submetidas a
condicdo de estresse.

Padilha et al. (2001) avaliaram a expressao darenEiST em sementes
de milho hibrido submetidas ao teste de deterioragétrolada por diferentes
tempos de embebigcéo e teor de dgua das sementdgav@m alteracdes nos
padrdes dessa enzima com o desaparecimento demssfo

Quanto & expressdo da enzimamilase em sementes das linhagens
avaliadas observa-se variacbes nos padrdes em tesmeeterioradas para
alguns gendétipos (Figura 4). Houve reducdo da egame em sementes
deterioradas das linhagens 63 e 64 e aumento dassfp dessa em sementes
da linhagem 91, quando comparada com a observadaesnentes né&o
deterioradas. Em sementes deterioradas da linha@knobserva-se duas
isoformas adicionais (a e b) com menores pesoscuialkes. Embora tenha
ocorrido a expressao dessas isoformas, menor sforela enzima-amilase
em sementes deterioradas ocorreu em sementes fiEgdin 91 e maior
expressdo em sementes da linhagem 30.

Segundo Franco et al. (2002), a enzimamilase ao promover a
hidrélise do amido disponibiliza os carboidratosessarios ao desenvolvimento
do embrido, possibilitando assim o processo getimmnaa semente de milho.
Porém, Oliveira et al. (2013) ressaltam que alémgimes das amilases, varios
outros genes podem estar envolvidos no controle cai@ter: qualidade
fisiolégica de sementes, como exemplo, os genasioelados diretamente com
a respiracdo. Nesta pesquisa também nao foi oluiseretacao entre a expresséo
da a-amilase e a qualidade fisioldgica das sementeslidiaggens de milho

avaliadas.
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Figura 4 Atividade da enzimaA em sementes de diferentes linhagens de milho

submetidas ou ndo a deterioracdo controlada

Na Figura 5 esta representado o zimograma da egurate proteinas
resistentes ao calor.

Em geral, menor expressdo de proteinas resisteategalor foi
observada em sementes de linhagens submetidaarévi@etao controlada.
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deterioracdo controlada controlada

Figura 5 Atividade da proteina resistente ao calarsementes de diferentes

linhagens de milho submetidas ou ndo a deterioragéimolada.

Independentemente das sementes serem submetidasidou a
deterioracdo controlada, nas sementes da linhagkrfoidobservada menor
expressao de proteinas resistentes ao calor. Nsss@ntes ndo deterioradas
foram observados os menores valores de germinagi@me Em sementes nao
deterioradas maior expressdo dessas proteinabdernv@mda em sementes das
linhagens 30 e 54.

Andrade et al. (2013), trabalhando com diferentggmfjens de sementes
de milho, verificaram que a expressdo de proteimssstentes ao calor,
detectada por meio da técnica de eletroforese aisiei em estadios de
desenvolvimento iniciais (LL 3) em linhagens tolees as altas temperaturas de
secagem, quando comparadas a linhagens nao teleémnaltas temperaturas de

secagem.
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4.4 Andlise transcriptémica

A andlise da expresséao de transcritos foi realizmd@ementes das seis
linhagens submetidas e ndo submetidas a deterocagdrolada.

No grafico 1 esta representada a expressdo reldivagenelate
embryogenesis abundant prote34 (Lea D-34). Pode-se observar que a
expressdo desse gene foi maior em sementes subsaiddeterioracdo
controlada, sendo os maiores valores de expresa&sementes das linhagens
64, 63 e 30 com maior expressdo em sementes dagéinh 64. Observa-se
aumento significativo da expressdo do gene nas rgemesubmetidas a
deterioracdo controlada em sementes de todashagdins avaliadas. Tanto em
sementes ndo deterioradas quanto nas deterioratdes@ expressao do gene
Lea D34 foi observada em sementes da linhagenaRkificada como de baixa

tolerancia a temperatura de 40°C durante o proaEsgerminacao.
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Gréafico 1 Expressdo do gene LEA D-34 em relacdmseamentes das seis
linhagens submetidas (SE) e ndo submetidas (SSktériatacédo
controlada
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Nos resultados da expressdo génica de proteingtendss ao calor,
avaliada pela técnica de eletroforese, foi observamhior expressdo em
sementes ndo submetidas a deterioracdo contrdladentanto, ressalta-se que
pela técnica de gRT-PCRram avaliados e quantificados apenas dois genes e
gue pelas técnicas de eletroforese e espectroftriaraealisa-se a expresséo de
mais genes que codificam para proteinas resistaatealor.

No grafico 2 estd representada a expressdo reldivagenelate
embryogenesis abundant protéirtEA). Observou-se a maior expressao do gene
nas sementes submetidas & deterioracdo contrabaaaxcecao da observada
em sementes da linhagem 44. Nessas sementes asExpio gene LEA foi
baixa independentemente das sementes terem sidodousubmetidas a
deterioracdo controlada. Esse mesmo comportamentd$ervado para o gene
Lea D34 (Gréfico 1). Tanto nas sementes ndo sublasetjuanto nas sementes
submetidas a deterioracdo, observou-se maior esgmedo gene na linhagem
63.

Os maiores aumentos nos valores de expressdo do IgeA em
sementes deterioradas, comparados aos observadosseementes nao
deterioradas foram observados em sementes dasgdimha63 e 64

respectivamente.
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Gréfico 2 Expressdo do gene LEA em relacdo as des@as seis linhagens
submetidas (SE) e ndo submetidas (SS) a determcagdrolada

No grafico 3 esta representada a expressao retddigene ZmAN-13.
Em sementes ndo submetidas a deterioracdo corralbsgervou-se maior
expressao desse gene nas sementes da linhageegidpsda linhagem 91. Em
sementes submetidas a deteriora¢@o a maior exprieésfservada também em
sementes da linhagem 64, seguido das linhagens983 Mo entanto, deve ser
ressaltado que o maior aumento da expressao desseggando as sementes
foram deterioradas ocorreu para a linhagem 63mJaegnentes da linhagem 91
a expressdo foi reduzida em sementes envelheclEssas mudancas de

expressao nao foram significativas em sementelinttagiens 44 e 54.
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Gréafico 3 Expressdo do gene ZmAN13 em relacdo awerses das seis
linhagens submetidas (SE) e ndo submetidas (SSktériatacéo

controlada

O gene Zm-AN13 pertence a familia ZnF-AN1. De aocarom Jin et al.
(2007) e Xuan (2011), os genes dessa familia presem@ genoma do milho
mostraram expressdo para um ou multiplos estregséscos, como o estresse
causado por temperatura.

No gréafico 4 esta representada a expressao reldvivgene ZmDBP2.
Houve variac@o da expressao do gene em funcaattegbm e da condicdo de
deterioracdo. Nas sementes ndo submetidas a da¢éidocontrolada observou-
se uma maior expressao desse gene na linhagemo%dntlinto, quando essas
sementes foram envelhecidas houve reducéo sigiiicda expressao do gene.

Essa reducdo também foi observada em sementdsltzgeins 30 e 54.
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J& nas sementes deterioradas ocorreu uma mai@ss&prna linhagem
44, seqguido das linhagens 63 e 91, sendo que a maieento da expressao do

gene em sementes deterioradas ocorreu em semarlielsaiem 44.
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Gréafico 4 Expressdo do gene ZmDBP2 em relacdo amrges das seis
linhagens submetidas (SE) e ndo submetidas (SSktériatacédo

controlada

A transcricdo do gene ZmDBP2 é ativada pela totéaéérmica de alta
temperatura e pelo estresse salino. A superexpressdZmDBP2 conferiu
tolerancia térmica as altas temperaturas em plargasgénica de Arabidopsis
(WANG; YANG; WANG, 2011). Segundo este mesmo aufmpteinas de
elemento de ligacdo que respondem a desidratacR&ERE) desempenham
funcbes reguladoras vitais em resposta ao esti@si€dico em plantas. A
transcricdo do gene ZmDBP2 ¢ altamente induzidaaftas temperaturas e/ou
pela seca e moderadamente induzida por sal e dbgitidsico exégeno (WANG;
YANG; WANG, 2011).
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No gréfico 5 esta representada a expressdo reldtivgene oxidase
alternativa 1 (AOX1).
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Gréfico 5 Expressdo do gene AOX-1 em relacéo assEs das seis linhagens
submetidas (SE) e ndo submetidas (SS) a determcagdrolada

Pode-se observar que esse gene foi expresso emtssragbmetidas ou
ndo a deterioracdo controlada das linhagens 3Q eofd maior expressdo em
sementes da linhagem 64. Para essa mesma linhagemeglacdo aos dados
fisiolégicos, quando as sementes foram submetiddstérioracdo controlada,
observou-se menores valores de germinacdo. Astiengise que a tolerancia a
altas temperaturas esta inerente ao genétipo.

A AOX tem sido sugerida como importante marcadaocional para a
selecdo de plantas resistentes aos estressesa@hifdso se deve ao fato de que,
guando as plantas sdo submetidas a condi¢descabiG@idversas um gene

especifico da oxidase alternativa é altamente idduz
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Condi¢des que causam estresse oxidativo, comotiessss abibticos,
induzem a atividade da oxidase alternativa (AOXesindo que essa enzima
pode funcionar como um mecanismo para diminuir rnégédo de espécies
reativas de oxigénio (EROS), produzidas como radalt da atividade
respiratoria diminuida ou restrita (MOORE et a02).

No gréfico 6 esta representada a expressdo reldtivgene oxidase
alternativa 2 (AOX2).
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Gréfico 6 Expressado do gene AOX-2 em relagéo assEs das seis linhagens
submetidas (SE) e ndo submetidas (SS) a deteriocagdrolada

Em sementes deterioradas houve aumento da expréssiogene em
sementes das linhagens 30, 44, 54 e 63 e redugdxpdassdo em sementes da
linhagem 91.

A maior expressdo do gene foi observada na linhagg@mtanto de

sementes ndo submetidas quanto em sementes detagoTambém nessas
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sementes houve o0 maior aumento da expressdo emntssndeterioradas
seguido do aumento da expressdo em sementes detagaa linhagem 54.

A confiabilidade dos resultados se deve a utilieac® um gene
enddgeno, o qual apresenta o mesmo nivel de e#iprasslependentemente do
tratamento a que a amostra foi submetida, nedbaltra os genes enddgenos

utilizados foram Ubiquitina e ADH.

4.5 Consideracgfes gerais

As alteracBes observadas nas andlises fisiologieasanscriptdbmica e
protedmica, quando as sementes das seis linhageanidta foram submetidas a
alta temperatura de germinagdo e a condicdo deiatatfio controlada,
reforcam a complexidade da caracteristica de tod&&o calor.

A partir dos resultados desta pesquisa infere-ge agucondicdes de
estresse nas quais as sementes sdo expostas poldzin a expressdo de genes
gue nao sdo expressos em condicdes favoraveis @agerminacdo e
desenvolvimento de plantulas.

Diante disso existe a necessidade de prosseguiroomstudos, no
sentido de elucidar mecanismos que auxiliem emranogs de melhoramento
para producdo de genétipos tolerantes as altas etampas durante a
germinacéo de sementes e emergéncia de plantalas, @ estudo do controle
genético dos genes trabalhados nesta pesquisa.

A expressdo de genes que torna possivel a sepatadathagens com
alta e baixa tolerdncia a altas temperaturas dmigacdo, como 0S genes
estudados neste trabalho, pode auxiliar na obtededtinhagens de milho
tolerantes ao calor, a exemplo dos genes relaaisnasl proteinas tolerantes ao

calor.
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5 CONCLUSOES

As linhagens 54 e 91 sdo mais tolerantes & conddgoaltas
temperaturas.

Ocorre maior expressao da enzimamilase em sementes de milho
submetidas a deterioracdo controlada para as knisag0 e 91.

Com a deterioracdo controlada a maior expressdogdnes ndo se
relaciona de maneira positiva com 0s materiaisdates.

Ocorre associacdo da menor expressdo dos genedvieosonos
sistemas de proteinas resistentes ao calor conhagkm 44, sendo essa mais
suscetivel a altas temperaturas.

Ocorre maior expressdo dos genes Lea D34, ZMANRDX 1 na

linhagem 64, quando as sementes foram submetidiet®doracao controlada.
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ANEXOS

Tabela 1A Resumo da analise de varidncia dos datstaos para porcentagem
de germinacgéo de seis linhagens de milho submedidésco diferentes
temperaturas de germinacgao

oM

Fatore$ GL , , _

4° dia 7° dia 14° dia
Lin. 5 280,63* 19,20* 5,65*
Temp. 4 64095,28* 45650,72* 46256,28*
Lin.*temp. 20 165,28* 24,66* 5,20*
Erro 90 3,17 9,73 2,43
CV (%) 3,15 4,01 1,98
Média 56,57* 77,82* 78,72*

“Temp.: Temperatura; Lin.: Linhagem; Temp.*Lin.: Teenatura*Linhagem; CV:
coeficiente de variacdo; Média: Média Geral.*Sigifivo ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste F.

Tabela 2A Resumo da analise de varidncia dos datstaos para porcentagem
de germinacdo de sementes de seis linhagens sdbmeiu ndo a
deterioracdo controlada

Fatore$ GL _ QM _

4° dia 7° dia
Lin. 5 558,52* 1350,44*
Cond. 1 34243,52* 7777,52*
Lin.*Cond. 5 1150,32* 1302,37*
Erro 36 5,11 24,23
CV (%) 3,44 5,69
Média 65,85* 86,44*

'Cond.: Condicao; Lin.: Linhagem; Lin*Cond.: LinhagtCondic&o; CV: coeficiente de
variacao; Média: Média Geral.*Significativo ao nide 5% de probabilidade pelo teste
F.
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Tabela 3 A Resumo da analise de variancia dos damimos para matéria seca
de sementes de seis linhagens submetidas ou naetesiothgdo

controlada

Fatore$ GL QM

MSPA MSSR CPA CSR
Lin. 5 0,17* 0,08* 2,61* 1,35*
Cond. 1 4,06* 0,24* 54,68* 38,40*
Lin.*Cond. 5 0,07* 0,04* 0,50* 1,78*
Erro 36 0,01 0,00 0,05 0,05
CV (%) 9,5 6,87 7,99 10,21
Média 1,09* 0,90* 2,74* 2,27*

'Cond.: Condig&o; Lin.: Linhagem; Lin*Cond.: LinhagtCondic&o; CV: coeficiente de
variacao; Média: Média Geral.*Significativo ao nide 5% de probabilidade pelo teste

F.



