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RESUMO

MENEZES, Mariney. Identificacio de cultivares de milho, feijao,
algodao e soja por meio de enzimas e de proteinas resistentes ao
calor. 2005. 92 p. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG"

A necessidade de identificac@o de cultivares tem crescido, principalmente
ap6s a aprovacdo da Lei de Protecdo de Cultivares e da Nova Lei de
Sementes, tornando-se necessdria a utilizagdo de marcadores estaveis e
polimérficos. Nessa pesquisa foram avaliados o polimorfismo e a
estabilidade de isoenzimas e de proteinas resistentes ao calor em sementes
de cultivares de milho, feijao, algodao e soja, com diferentes niveis de
qualidades fisiol6gicas. Para a andlise de isoenzimas foram usadas
sementes de milho e de algodao e epicétilos de soja e feijao com 5 dias de
germinacdo. Ja as proteinas resistentes ao calor foram extraidas de eixos
embriondrios das sementes, em tampao Tris-HCI 0,05 M. As isoenzimas
alcool desidrogenase, catalase, esterase, malato desidrogenase e
super6xido dismutase foram eficientes na separacdo de cultivares de
milho, com diferentes qualidade fisioldgica. Para as cultivares de feijao,
verificou-se que os padrdes eletroforéticos das isoenzimas esterase e
glutamato oxalacetato transaminase foram monomorficos, mesmo em
sementes com diferentes niveis de qualidade fisioldgica. J4 pela enzima
peroxidase foi possivel diferenciar a cultivar Carioca das demais, no
entanto, este padrdo mostrou-se varidvel em sementes com baixa
germinacdo. Dentre as cultivares de soja, a cultivar Conquista foi
diferenciada das demais pelos sistemas enzimdticos superéxido dismutase
e diaforase e a ‘BRS-154 pela esterase, em sementes com diferentes
niveis de qualidade fisiologica. Para a cultivar Lideranga, foi observada
alteracdo dos padrdes eletroforéticos da enzima diaforase em sementes
deterioradas. Foi possivel a identificagdo de cultivares de algoddo por
meio das isoenzimas diaforase e malato desidrogenase, independente

*Comité Orientador: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho - UFLA
(Orientadora), Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira —
UFLA e Dr. Jodo Almir Oliveira - UFLA.



da qualidade fisiolégica das sementes. Padrdes de proteinas resistentes ao
calor apresentaram-se polimorficos e estaveis em sementes de milho com
diferentes niveis de qualidade. J4 as cultivares de soja, feijdo e algodao
apresentaram-se monomorficas, independentemente do nivel de
deterioracdo das sementes.
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ABSTRACT

MENEZES, Mariney. Identification of cultivar of corn, bean,cotton
and soybean by using both enzymes and heat-resistent proteins. 2005.
92 p. Dissertation (Master Degree) — Federal University of Lavras,
Lavras, MG

After the approval of the cultivars protection law and the new seed law
there was an increase in cultivars identification using polymorphic
markers. In this work both polymorphism and stability of isoenzymes and
heat-resistant proteins in corn, bean, cotton, and soybean seeds with
different levels of physiological quality were evaluated. Five—days
germinated corn, cotton, soybean and bean epicotyls were used for
enzymes analysis. The heat-resistant proteins were extracted from embryo
axes in Tris- HCI 0,05 M buffer. The alcohol dehydrogenase, catalase,
esterase, malate dehydrogenase and superoxide dismutase enzymes were
effective in identifying corn cultivars with different levels of
physiological quality. For bean -cultivars was observed that the
electrophoretical pattern for esterase and glutamate oxaloacetic
transaminase were monomorphic even in seeds with different
physiological quality levels. The peroxidase enzyme allowed the
differentiation of the bean cultivar Carioca from the others. However, the

peroxidase enzyme pattern varied in seeds with low-germination
percentage. The soybean Conquista cultivar was separated from the others
by superoxide dismutase and diaphorase enzyme systems, and BRS-154
was separated by esterase in seeds with different levels of physiological
quality. Changes in the eletrophoretical patters of diaphorase enzyme in
deteriorated seeds were observed in the soybean Lideranca cultivar.
Cotton cultivars were identified by using both diaphorase and malate
dehydrogenase enzymes, regardless the seeds physiological quality.
Patterns of heat resistant protein showed to be polymorphic and stable in
corn seeds with different levels of physiological quality. The soybean,
bean and cotton showed monomorphic pattern regardless the deterioration

"Guidance Committee: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho (Major
Professor), Dra. Maria das Gragas Guimaraes Carvalho Vieira e Dr. Jodo
Almir Oliveira.
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level of the seeds. For the same cotton seeds monomorphic bands were
found when esterase and superoxide dismutase isoenzymes were used.
Heat-resistant protein patterns showed polymorphism and stable in corn
seeds with different quality levels. However, those proteins showed to be
monomorphic in bean, soybean, and cotton cultivars, regardless the level
of deterioration.

v



1.INTRODUCAO

O interesse pela identificacdo de cultivares tem aumentado
significativamente no mundo, principalmente devido a crescente necessidade de
protecdo de cultivares. Com a aprovagdo da Lei de Protecdo de Cultivares, n°
9.456, sancionada no Brasil em 25 de abril de 1997, tornou-se possivel proteger
as variedades vegetais desenvolvidas nos programas de melhoramento genético.

Apds a aprovagdo dessa Lei, no Brasil, foi observado aumento em
investimentos nos programas de melhoramento, assim como no langamento de
novas cultivares protegidas. Sabe-se, no entanto, que, para a protecdo de uma
nova cultivar, a mesma deverd ser registrada e submetida ao teste de DHE
(distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade).

No Brasil, a identificacio de cultivares visando a protecdo, assim como a
certificacdo da pureza genética, tem sido realizada principalmente por meio de
marcadores morfologicos de sementes, plantulas e plantas nas fases de
florescimento e maturagdo.

No entanto, o emprego desses marcadores apresenta algumas limitacdes,
como influéncia do ambiente, das condi¢des nutricionais da planta e presenca de
microrganismos, além de requererem tempo e espago para serem avaliados e
apresentarem certo grau de subjetividade nas avaliagdes

Apesar de ndo serem utilizados como descritores na Lei de Protecdo de
Cultivares (LPC), no Brasil, os marcadores bioquimicos de proteinas e enzimas,
tem sido recomendados como auxiliares ao uso de marcadores morfoldgicos. A
International Seed Testing Association (ISTA) (1996) e Associacdo of Seed
Analysis (AOSA), (1991) tém indicado vdérios tipos de proteinas de
armazenamento para a caracterizacdo de cultivares, dentre elas as hordeinas em

cevada, as secalinas em centeio, glutelinas em trigo, aveninas em aveia, zeifnas



em milho, lectinas e vicilinas em Phaseolus, legumininas em Pisum sativum e
glicina em soja (Kigel & Galili, 1995).

Apesar dos padrdes de proteinas de armazenamento apresentarem-se
estdveis em sementes associadas com microrganismos (Silva, 1997) e em
sementes produzidas sob diferentes doses de nitrogénio (Imolesi et al., 2001),
com freqiiéncia nio tem sido observado polimorfismo entre as cultivares, o que
dificulta a caracteriza¢do das mesmas.

De acordo com a Association of Official Seed Analysts (AOSA) (1991)
e com a International Union for the Protection of New Varieties of Plants
(UPOV) (1998), os marcadores enzimdticos podem ser utilizados para a
caracterizacdo de cultivares. O termo isoenzima define um grupo de mdltiplas
formas moleculares da mesma enzima, que ocorrem em uma espécie como
resultado da presenca de mais de um gene codificando cada uma das enzimas
(Moss, 1982). As isoenzimas desempenham a mesma atividade catalitica, mas
podem ter diferentes propriedades cinéticas, podendo ser separadas por
processos bioquimicos. Sdo encontradas em células de todos os organismos e
podem exercer seus efeitos em muitos niveis de organizacdo bioldgica.

O uso de isoenzimas como marcadores moleculares apresenta algumas
vantagens, tais como estar presentes em diferentes materiais, como semente,
plantula, raiz, folha, pdélen ou outros tecidos vegetais, e em diferentes fases de
desenvolvimento da planta (Marcon, 1986) obtencao de resultados num prazo de
24-48 horas, um custo relativamente baixo e a simplicidade de operacao (Cooke,
1998).

Porém, esses marcadores podem se apresentar varidveis, dependendo do
tecido analisado, da ocorréncia de microrganismo em associagdo com esses
tecidos, da adubagdo, das condi¢des ambientais e, ainda, do nivel de qualidade
fisiol6gica das sementes (Silva, 1997; Pierce & Brewbaker, 1973; Imolesi,

1999).



Mediante tal situacdo, torna-se necessario estudar o polimorfismo, assim
como a estabilidade de enzimas para a identificacdo de cultivares em vdrias
espécies.

Um outro grupo de proteinas que tem apresentado potencial para a
identificacdo de cultivares € o de proteinas resistentes ao calor. Essas proteinas
sdo robustas, hidrofilicas, abundantes, extraidas em condicdes de altas
temperaturas e sdo armazenadas nos ultimos estddios de desenvolvimento das
sementes.

Porém, essas proteinas tém sido pouco estudadas com relagdo a
estabilidade e ao polimorfismo. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o polimorfismo e a estabilidade das enzimas e proteinas resistentes ao
calor para a identificacdo de cultivares de milho, feijdo, algoddo e soja em

sementes com diferentes niveis de qualidade fisioldgica.



2.REFERENCIAL TEORICO

2.1.1dentificacao de cultivares

A identificacdo de cultivares é de fundamental importincia para o
melhorista e para o produtor de sementes. Pela Lei de Prote¢do de Cultivares,
uma cultivar pode ser protegida, garantindo ao melhorista o direito sobre o
material desenvolvido e ao agricultor a obtencdo da semente com as
caracteristicas desejadas. A Nova Lei de Sementes, sancionada em agosto de
2003, tem como principal objetivo auxiliar a LPC, por meio da fiscalizacao do
comércio, impedindo a circulagdo de sementes piratas. Com a falta de uma
metodologia segura para a identificag@o dessas cultivares, corre-se o risco de que
o produto, resultante do melhoramento genético, seja utilizado por terceiros sem
que a institui¢do criadora tenha controle sobre esse material (Grattapaglia &
Ferreira, 1996).

Ap6s a promulgacdo da Lei de Protecdo de Cultivares (LPC) houve um
grande interesse na producdo e no lancamento de materiais genéticos (Brasil,
1997). Foi observado um grande aumento nos investimentos e desenvolvimento
em pesquisa, principalmente no setor privado, resultando em novas cultivares
mais adaptadas as necessidades dos agricultores.

Para legitimar a LPC, foi criado o Servico Nacional de Protecdo de
Cultivares (SNPC), que tem como principais atividades, a inclusdo de novas
espécies no sistema de producdo de cultivares, elaboragdo e revisdo de
descritores e implantagdo e acompanhamento dos ensaios para a caracterizagao
de cultivares.

Nos programas de controle de qualidade do Brasil, a identificacdo de
cultivares tem sido realizada, principalmente, por meio de marcadores

morfolégicos de sementes, plantulas e plantas nas fases de florescimento e



maturacdo (Silva, 1997). Porém, o uso desses marcadores apresenta limitacdes
como tempo espaco € mao-de-obra requeridos para as avaliacdoes (Smith &
Register III, 1998), podendo apresentar baixa precisdo dos resultados devido a
influéncia dos fatores ambientais (Cooke, 1984). Sabe-se, que para a protegcao de
uma nova cultivar, a mesma deverd ser aprovada por meio do teste de D.H.E., ou
seja, deverd der distinta das demais e os descritores utilizados na distingao
deverdo ser homogéneos e estdveis.

Apesar dos marcadores morfoldgicos serem recomendados na protecio
de cultivares, muito desses ndo atendem aos critérios do teste de D.H.E. Dessa
forma, t€m-se buscado outras alternativas que sejam mais seguras para a
identificacdo de cultivares.

A ISTA recomenda as proteinas de armazenamento para a caracterizagio
de cultivares. Dentre essas, tém sido estudadas as vicilinas e lectinas em
Phaseolus, legumininas em Pisum, secalinas em centeio, glutelinas em trigo,
aveninas em aveia, zeinas em milho e glicina em soja (ISTA, 1996, AOSA,
1991; Kigel & Galili, 1995). Por serem um produto direto da expressdo de
genes, as proteinas exibem um considerdvel polimorfismo, que se baseia no fato
de que esses produtos apresentam diferencas na mobilidade por serem
codificados por diferentes seqiiéncias de nucleotideos no DNA. Assim, os perfis
eletroforéticos das proteinas possuem uma base genética e sdo herdédveis
(Murphy et al., 1990).

Os marcadores enzimdticos também tém sido utilizados na
caracterizacdo de vdrias espécies, como arroz (Bonow et al., 2001), feijao
(Vieira, 2000), milho (Salgado, 2001) e soja (Aguero, 2002; Bloog & Imrie,
1982; Pinto et al., 1995 e Vieira, 2004). Esses marcadores tém sido
recomendados pela AOSA (1991) e UPOV (1998).

Apesar dos marcadores de enzimas apresentarem vantagens como

rapidez, estarem presentes em diferentes 6rgios de plantas, dentre outros podem



se apresentar varidveis, dependendo do tecido analisado, da ocorréncia de
microrganismos associados com esses tecidos, da adubacdo, das condic¢des
ambientais e, ainda, do nivel de qualidade fisioldgica das sementes (Brandao
Junior, 1996; Silva 1997; Imolesi, 1999).

Um grupo de proteinas robustas, hidrofilicas, extraidas em condi¢des de
altas temperaturas, que se armazenam nos ultimos estddios de desenvolvimento
das sementes, conhecidas por LEA proteinas (Late Embryogenesis
Accumutated), tém sido sugeridas como marcadores bioquimicos estaveis para a
caracterizacao de cultivares (Mann, 2002).

As LEA proteinas ndo tém nenhuma atividade catalitica aparente, mas
sua natureza conservada, propriedades fisicas e sua abundancia sustentam um
papel de tolerancia a dessecacdo (Kiegel & Galili, 1995). A natureza
conservadora dessas proteinas as coloca como marcadores promissores na
identificacdo de cultivares.

Mann (2002) e Roveri José (2003), estudando a utilizacdo das proteinas
resistentes ao calor para a caracterizacdo de cultivares de algodado e de linhagens
de milho, observaram alto polimorfismo e a ndo variagdo dos padrdes
eletroforéticos, mesmo havendo extremos de qualidade fisioldgica, sugerindo
tais marcadores para a caracterizacdo de cultivares. No entanto, poucos estudos
tém sido realizados no sentido de avaliar o polimorfismo e a estabilidade desses
marcadores para a identificag@o de cultivares em outras espécies.

Dessa forma, torna-se necessario avaliar o polimorfismo e a estabilidade
de proteinas resistentes ao calor, consideradas marcadores promissores para a
caracterizacdo de cultivares e de enzimas ja utilizadas na identificacdo de véarias
cultivares, para que as mesmas possam ser utilizados como descritores para a
identificacdo de cultivares de milho, feijdo, soja e algoddo com diferentes niveis

de qualidade fisioldgica.



2.2.Marcadores protéicos

A identificacdo de cultivares baseada em marcadores morfoldgicos
continua sendo predominante e importante, mas apresentam algumas limitacoes,
tornando-se necessdria a busca de outras alternativas.

A International Seed Testing Association (ISTA) (1996) e a Association
of Seed Analysis (AOSA) (1991) tém indicado a técnica de eletroforese para
avalia¢do de vdrios tipos de proteinas de armazenamento para a caracterizagao
de cultivares quando os marcadores morfolégicos nao atendem aos critérios do
teste de D.H.E. A eletroforese € uma técnica bioquimica relativamente simples,
rdpida e de alto valor informativo, que consiste na separacdo de macromoléculas
ionizadas de acordo com suas cargas elétricas, formas e pesos moleculares, por
meio da migracdo em um meio suporte e tampdes adequados sob influéncia de
um campo elétrico. Dentre as proteinas de armazenamento, tém sido utilizadas
as hordeinas em cevada, as secalinas em centeio, as glutelinas em trigo, as
aveninas em aveia, as zeinas em milho, as lectinas e vicilinas em Phaseolus, as
legumininas em Pisum sativum e a glicina em soja (Kigel & Galili, 1995).

Padroes eleroforéticos de zeinas t€m sido utilizados em milho devido a
menor influéncia dos fatores ambientais, atendendo ao critério de estabilidade
requerido pelos descritores na Lei de Protecdo de Cultivares. Padrdes
eletroforéticos das zeinas tém sido considerados estdveis em sementes de milho
infectadas com os fungos Aspergillus, Penicillium e Fusarium (Silva, 1997) e
em sementes de milho produzidas sob diferentes doses de nitrogénio (Imolesi et
al., 2001).

Vieira (2000) avaliou a variabilidade genética entre as cultivares de
feijdo Carioca, Carioca MG, Aporé, Pérola, IAPAR 57 e IAPAR 81,
pertencentes ao grupo Carioca, por meio da eletroforese de proteinas pelo

método SDS-PAGE e isofocalizagdo. A autora observou baixo nivel de



polimorfismo pelo método SDS-PAGE, sendo possivel somente a distin¢do das
cultivares Aporé e Pérola das demais. No entanto, foi observado elevado nivel
de polimorfismo pela técnica de isofocalizag¢do, sendo as cultivares separadas
em quatro grupos: 1) Carioca e Carioca MG, 2) Aporé e Pérola, 3) IAPAR 57 e
4) IAPAR 81.

Além das proteinas de armazenamento, sistemas isoenzimaticos tém sido
estudados na identificacdo de cultivares e certificacdo da pureza genética. Esses
marcadores t€m sido adotados para complementar os marcadores morfoldgicos
durante a identificacdo de cultivares e na certificacdo da pureza genética em
lotes de sementes de diferentes espécies (Kiang & Gorman, 1983).

O termo isoenzima foi primeiramente introduzido por Market & Mollet
(1959) para referir-se as multiplas formas moleculares de uma enzima, com
afinidade para substratos idénticos ou similares, que ocorrem em um organismo.
As isoenzimas de um mesmo grupo diferem entre si na seqiiéncia de
aminoécidos que possuem, o que poderd influenciar, por conseguinte, a natureza
da estrutura protéica secunddria, tercidria e quaterndria da enzima. De acordo
com Ferreira e Grattapaglia (1995), o numero de isoenzimas de uma
determinada enzima estd relacionado ao ndmero de compartimentos subcelulares
nos quais a mesma reacgdo catalitica é realizada.

As isoenzimas tém se apresentado como valiosos marcadores na
caracterizacdo de cultivares em programas de certificagdo e teste de pureza
genética em lotes de sementes (Kiang & Gorman, 1983).

A AOSA (1991) tem recomendado 4lcool desidrogenase, malato
desidrogenase, esterase, fosfatase acida e glutamato-oxalacetato transaminase
em milho. Estudando esses sistemas, Salgado (2001) observou que apenas a
esterase e a malato desidrogenase apresentaram atividades, tanto nas sementes

como nos tecidos dos coledptilos e das folhas de milho.



Nos estudos utilizando as isoenzimas como descritores para a
caracterizacdo e identificacdo de cultivares ou determinacdo da pureza genética,
as fungdes bioquimicas passam a ter importdncia secunddria, diferente de
estudos envolvendo qualidade fisiolégica ou outros. Dessa maneira, qualquer
sistema enzimdtico que preencha os requisitos de um marcador, principalmente
quanto a estabilidade, ¢ um descritor potencial.

Bonow (1999), avaliando dez genétipos de Oryza sativa L. pela andlise
de isoenzimas de esterase, fosfatase dcida, fosfoglucoisomerase, 6-
fosfogluconato desidrogenase, isocitrato desidrogenase e aspartato transaminase,
observou polimorfismo entre todos os materiais estudados.

Além das vantagens anteriormente citadas, os marcadores isoenzimaticos
sdo de cardter co-dominante, possibilitando a separacdo de gendtipos
homozigotos e heterozigotos, o que é de grande utilidade nos testes de
certificacdo da pureza genética em sementes hibridas (Alfenas et al., 1998;
Ferreira & Grattagaglia, 1998).

Devido ao grande nimero de cultivares de soja existentes no mercado e
sua base genética estreita, muitos pesquisadores t€m utilizado os marcadores
protéicos para a caracterizagdo dessas cultivares. Aguerro (2002), por meio dos
sistemas enzimdticos fosfatase alcalina, malato desidrogenase e glutamato
oxalacetato transaminase, obteve a separagdo das cultivares de soja em quatro
grupos: 1) ‘BR-4’, ‘BR-16’ ¢ ‘BR-36’, ‘EMBRAPA 4°, ‘EMBRAPA 48’, ‘FT-
Estrela’, ‘FT-Abyara’, ‘FT-Jatobd’, ‘Ocepar 13’ e ‘Ocepar 14’; 2) ‘Ocepar-4’,
‘CD-201", ‘CD-208’, ‘CD-209’, ‘CD-204’, ‘CD-207’, ‘CD-205" e ‘CD-206’; 3)
‘CD-202" e ‘CD-203’, e 4) ‘Aurora’ e ‘Uniala’. Ja Vieira (2004) observou
variagdes nos padrdes eletroforéticos dos sistemas enzimdticos superdxido
dismutase, diaforase, fosfoglucomultase, esterase, &lcool desidrogenase,

isocitrato desidrogenase e peroxidase para as cultivares de soja ‘Conquista’,



‘BRIAC 21°, ‘Lideranca’, ‘Confianca’, ‘Splendor’, ‘UFV 16’, ‘Garantia’, ‘FT
2000, ‘Monarca’ e ‘Vencedora’.

Porém, os padrdes de isoenzimas podem variar dependendo do tecido
utilizado, da presencga de microrganismo associados a estes tecidos, da adubagio,
das condi¢cdes ambientais e, ainda, do nivel de qualidade fisiolégica das
sementes (Imolesi, 1999; Pierce& Brewbaker, 1973; Silva, 1997).

Em sementes de algoddo, enzimas como a fosfatase acida, catecol
oxidase, hexoquinase, enzima madlica e esterase, tiveram seus zimogramas
alterados em funcdo da associa¢do de fungo as sementes. Apenas as enzimas
glutamato desidrogenase e glutamato oxaloacetato transaminase mantiveram
seus padrdes inalterados, sendo recomendadas para a identificagdo e certificagao
de cultivares de algodao (Vieira, 1996).

Em um estudo realizado por Silva (1997), os padrdes eletroforéticos das
enzimas élcool desidrogenase, malato desidrogenase, peroxidase, esterase e
glutamato oxaloacetato transaminase de sementes de milho apresentaram-se
alterados principalmente em fun¢do da presenca de microrganismos, devendo ser
utilizados com restricdes nos testes de identificacdo de cultivares e certificacdo
da pureza genética, apesar da rapidez na obtenc¢do dos resultados. O autor
verificou ainda que os padrdes eletroforéticos dos coledptilos foram menos
alterados pela presenca de microrganismos. Branddo Junior (1996) também
observou sensiveis diferencas nos padrdes isoenzimaticos, relacionadas a acao
de microrganismos associados ao processo de deterioracdo em sementes de
milho.

Imolesi (1999) estudou a influéncia de diferentes doses de nitrogénio no
desenvolvimento do milho por meio dos marcadores morfo agrondmicos e
isoenzimaticos de sementes de milho. O autor observou influéncia do nitrogénio
sobre o niimero de foliolos expostos das plantulas, data de florescimento das

plantas, altura das plantas, insercdo da primeira espiga e alteracdo no padrio
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eletroforético da isoenzima catalase. Os padrOes das isoenzimas esterase e
malato desidrogenase ndo sofreram alteracdes com a adubacio nitrogenada.
Dessa forma, sendo os marcadores isoenzimdaticos recomendados para
identificacdo de cultivares, torna-se necessdrio avaliar o polimorfismo assim
como a estabilidade desses marcadores para a identificacdo de cultivares de
milho, feijdo, algoddo e soja em sementes com diferentes niveis de qualidade

fisiolégica.

2.3.Proteinas resistentes ao calor

Um grupo particular de proteinas chamadas LEA foram identificadas em
sementes tolerantes a dessecagdo, denominadas ortodoxas.

As proteinas LEA s3o formadas por segmentos aleatérios, tém forma de
espiral ocasionalmente com uma longa o-hélice amplificada que deve servir
como uma base para ordenar a estrutura superior. Possuiem alta solubilidade em
dgua e estabilidade mesmo na ebulicdo que € atribuida a sua grande proporcao
de aminodcidos hidrofilicos, particularmente glutamina e glicina; podem ainda
ligar fons e dgua, e estar associadas com os agucares, controlando a taxa de
perda de dgua, mantendo a viabilidade das sementes ortodoxas no estado seco
(Walters et al., 1997). Elas podem também atuar como agentes protetores de
componentes celulares, como membranas e outras proteinas, possivelmente pela
sua habilidade de formar espirais amorfas, protegendo-as contra danos de
rompimento na auséncia de dgua (Black et al., 1999; Kermode, 1997).

Diversos grupos de genes produtores de LEA t€m sido detectados e
caracterizados num grande ntiimero de espécies de sementes, incluindo cevada,
cenoura, algodao, milho, ervilha, arroz, girassol, tomate e trigo (Almoguera &
Jordano, 1992; Dure et al.; 1989; Lane, 1991; Roberton & Chandler, 1992;
Skriver & Mundy, 1990 citados por Guimardes 2000). Elas t€m sido
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classificadas em trés diferentes grupos, de acordo com a sequéncia apresentada.
O grupo I inclui o gen Em (trigo), o grupo II o RAB e genes desidratantes e o
grupo III vérios genes, tais como: DC3 e DC8 (cenoura); gene pH Val (cevada)
e MLG3 (milho), de acordo com Thomann et al., 1992.

Em sementes ortodoxas t€ém merecido maior atencao a classe II de LEA,
as dehidrinas, que inclui a familia D11 e algumas RAB, responsivas a ABA,
caracterizadas por serem hidrofilicas, robustas, acumuladas em estadios tardios
de desenvolvimento e podem ser induzidas por uma desseca¢do prematura ou
por tratamento que afeta o conteido de dgua da célula (Blackman et al., 1991;
Galau et al., 1991). Segundo Kermode (1997), as dehidrinas agem na hidratacao
de regides hidrofilicas formando um envelope de dgua que inibe a desnaturagio
proteica.

Por meio de vérios estudos tem sido observado que essas proteinas se
armazenam nos ultimos estadios de desenvolvimento das sementes, coincidindo
com a tolerancia a dessecacdo. Em sementes de Arabidopsis, na fase inicial de
maturacdo, foram observadas menores porcentagens de regides EST (Expressed
Sequence Tags), relacionadas as proteinas LEA (White et al., 2000).

Em um trabalho realizado por Faria (2003), no qual avaliou-se a
germinabilidade e tolerdncia a dessecacdo de sementes de milho colhidas em
diferentes estddios de linha de leite e submetidas a secagem artificial, ficou
evidente a auséncia ou menor intensidade de bandas de proteinas resistentes ao
calor em sementes nos estddios iniciais de desenvolvimento e ndo submetidas a
secagem. Mas, o padrao de bandas foi idéntico para as sementes colhidas nos
quatro estadios de linha de leite, apds a secagem.

As LEA proteinas estdo presentes em grandes quantidades em cultivares
de arroz tolerantes a salinidade, comparadas com cultivares sensiveis (Moons et
al., 1995). O gene hval, que expressa proteina LEA em cevada, foi utilizado para

transformar células em arroz (Xu et al., 1996). Essas plantas transformadas
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mantiveram uma taxa maior de crescimento do que plantas ndo transformadas,
sob condig¢des de estresse salino e hidrico.

Em outras pesquisas, foi constatado também que o estresse pode afetar a
expressdo de indmeros produtos génicos, incluindo dehidrinas, antioxidantes,
proteinas heat shock (HSPs) e proteinas relacionadas a senescéncia (Ingram &
Bartels, 1996; Shinozaki et al., 1998).

De acordo com Vierling (1997), todos os organismos respondem a alta
temperatura por meio da sintese de proteinas de choque térmico (Heat Shock
Proteins—HSPs). As HSPs sdo geralmente designadas pelo seu peso molecular
em kDa, como as HPS 110, HSP 100 e HSP 60, sendo as proteinas de baixo
peso molecular de 15-30 kDa sdo definidas como “small heat shock proteins
(sHSPs)” (Sun et al., 2002; Vierling, 1991, 1996). Em plantas, h4 uma maior
ocorréncia de sHSPs (Mansfield, 1987), sendo que todas as sHSPs em plantas
sdo codificadas por seis familias de genes nucleares, e cada familia corresponde
a proteinas encontradas em diferentes compartimentos celulares: citossol (Classe
I e Classe II), cloroplasto, reticulo endoplasmético, mitocondria e membranas
(Waters et al., 1996). Em soja, sob condi¢es de estresse térmico, o nivel de
expressdo para a classe I de sHSPs pode superar 1% de toda a proteina celular
(Hisieh et al., 1992).

Treglia et al. (1999) analisaram, por meio da técnica de northern blot,
mRNAs da proteina de armazenamento gliadina e de proteinas de choque
térmicos em sementes de trigo. As sementes foram expostas a diferentes regimes
de temperatura durante a maturacdo. Observou-se ndo ter havido diferenga no
padrdo de bandas entre plantas controle e estressadas em mRNAs de proteinas
de armazenamento. No entanto, houve diferenga nas proteinas resistentes ao
calor, com uma maior atividade em plantas estressadas do que em plantas nao

estressadas. Resultados semelhantes foram obtidos por Perrota et al. (1998).
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Em oito cultivares de feijoeiro comum e de caupi, também foi avaliada a
inducdo de proteinas de choque térmico de baixo peso molecular (sHSPs)
utilizando a técnica de “Northern blot ”, apds a exposicdo das mesmas sob
condi¢des de alta temperatura (40°C/2h). Todas as cultivares avaliadas
induziram mRNAs para sHSP, porém, houve uma variacio entre as diferentes
cultivares. Os niveis de mRNA induzidos em caupi apds o choque térmico,
foram bem maiores que os observados para as variedades de feijoeiro (Simdes-
Aragjo et al., 2003).

As sHSPs sdo envolvidas em diversos estresses ambientais e sdo
expressas durante estigios especificos do desenvolvimento das plantas (Simdes—
Aradjo et al., 2003; Walters et al., 1996). A indugdo de sHSPs na auséncia de
estresses tem sido reportada em diversas espécies de plantas sob diferentes
estddios de desenvolvimento (Walters et al., 1996). A expressio de sHSP
durante o desenvolvimento de sementes ¢ o exemplo mais caracterizado dessa
regulacdo na auséncia de estresse. Em embrides de Arabidopsis, a classe 1
citocdlica de sHSPs comeca a ser acumulada na metade do periodo de maturagio
e é abundante durante o final do periodo de maturagdo, bem como em sementes
secas (Wehnmeyer et al., 1996). Em ervilha, as classes I e II de sHSPs come¢am
a ser acumuladas na metade do periodo de maturagdo e aumenta a concentracio
com a desidratacio das sementes (DeRocher & Vierling, 1994). Uma
acumulag@o similar da classe II de sHSPs ocorre em sementes de girassol,
enquanto a classe I de sHSPs acumula mais no final do programa de maturacao
das sementes (Coca et al., 1994).

Em milho, ervilha, feijdo fava, tomate e Nicotiana ristica verificou-se
que a acumulacdo de sHSPs ocorre em diferentes estidgios apds a antese.
Entretanto, a expressdo sempre foi observada significativamente antes do

periodo de dessecagdo das sementes (Zur Nieden et al., 1995).
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Devido as suas propriedades fisicas, abundincia e natureza
conservadora, essas proteinas sdo muito estdveis, podendo ser eficientes
marcadores (Mann, 2002 e Roveri José et al., 2003). Roveri José et al. (2003),
realizaram trabalho com o objetivo de avaliar a viabilidade das proteinas
resistentes ao calor como descritores para linhagens de milho provenientes do
programa de melhoramento de milho da UFLA. Estes autores verificaram que
para cada gendtipo foi observada estabilidade nos padrdes de bandas das
proteinas consideradas robustas, mesmo naquelas que apresentaram grandes
variagdes nos valores de germinagdo. Foram observadas também variag¢des tanto
no nimero quanto na intensidade das bandas e os padrdes foram diferentes para
todas as linhagens analisadas. Mann et al. (2002), ao avaliarem a diversidade
genética de cultivares de algodoeiro por meio das proteinas resistentes ao calor,
observaram que as variedades apresentaram variagdes tanto no nimero de
bandas quanto na intensidade e ou nitidez. As variedades foram separadas em
trés grandes subgrupos: 1) Precoce Alva, Precoce Lica, ITA-96 e Precoce
(Epamig-5), 2) Delta Opal, IAC-20, IAC-21, IAC-22 e Redencdo e 3) Delta Pine
e a ITA-90. Segundo os mesmos autores, para que esse marcador seja sugerido
como descritor, investigacoes devem ser feitas para avaliar os atributos de
homogeneidade, distinguibilidade e estabilidade, como recomendado na Lei de
Protecdo de Cultivares.

Apesar de se conhecer o papel das proteinas resistentes ao calor nos
processos de tolerdncia a dessecagdo, poucas pesquisas foram realizadas no

sentido de testa-las para a identificacdo de cultivares.
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3.MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Andlise de Sementes e de
Eletroforese do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), no municipio de Lavras, regiao Sudoeste do estado de Minas Gerais.

Foram utilizadas sementes de linhagens e de hibridos de milho 1, 1/11,
11, 3, 8/3, 8, 4, 11/4, 5, 12/5 e 12 da Geneseeds Recursos Genéticos em milho
Ltda., de seis cultivares de feijao do tipo Carioca pertencentes ao Centro de
Domesticagdo Mesoamericano Carioca, Carioca MG, Aporé, Pérola, IAPAR 57
e IAPAR 81; de dezenove cultivares de soja, sendo elas Conquista, Monarca,
Lideranga, Confianca, Splendor, UFV-16, Garantia, FT-2000, BRIAC-21,
Vencedora, BRS 133, BRS 154, BRS 216, CD 201, CD 208, IAC 15-2, M-SOY
6101, M-SOY 8001 e M-SOY 8411 e de cinco cultivares de algoddo EPAMIG-
Precoce 1, MG-110, MG-0304, MG-0316 e MG 3305, cujas genealogias estdo

apresentadas nas Tabelas 1, 2, 3 e 4.
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TABELAI1.Genealogia das cultivares de feijdo do grupo Carioca. UFLA, Lavras,

MG, 2005.
Cultivar Genealogia
Carioca Selecdo dentro de lavoura de produtores
Carioca MG Car. 80'/ Rio Tibagi
Aporé (Car./ México 168) // (Car. / Bat 76°)
IAPAR 57 (Porrilo Sintético / Aeté 1-38) // [(CENA 83-1/
IAPAR BAC 32) // (CENA 83-2 / CENA 83-1)]
TAPAR 81 BAT 93°/ [ (Carioca 80/ G.N. Nebrtaska 1 Sel. 27) //

Sel. Aroana/5/A 176 %/ 4/ A 259

Pérola Selecdo Aporé

Fonte: Carneiro, J.E.S. (trabalho a ser publicado).

! Car.80: Carioca / Cornell 49-242; > BAT 76: Carioca / México 168 /4/ Carioca
/11 [ (Porrillo n°® 1/ Gentry 21439) / ( Gentry 21439 // 51052 / Cornell 49-242)]; 3
BAT 93: (Veranic 2 / Tlalnepantha 64) // (Jamapa / Tara) ]. *A176: Aroana /// [(
Veranic 2 / Tlalnepantla 64) // (Jamapa / Tara)].

TABELA 2.Genealogia das cultivares de algoddo. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Cultivar Genealogia
EPAMIG/Precoce Variedade comercial

MG 110 6195-H-129 x IAPAR- 1.
MG 304 EPAMIG 4

MG 316 TAC-22 x JPM 781-8-71
MG 3305 AHA 1-9-104 x EPAMIG 4

Fonte: Dr. Julio Pedro Laka Buendia (EPAMIG, Uberaba, MG).
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TABELA 3.Genealogia das cultivares de soja. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Cultivar Genealogia

Conquista L079-4484 / Numbaira®

BRIAC-21 RC IAC 8/ (IAC 8" / FT Cristalina®)
Lideranca Centenial /[(Parana® / Bossier®) / Davis']
Confianga Parand / BR83-147

Splendor IAC/FT 2¢

UFV-16 FT 12/1IAC S8

Garantia Braxton / (Cariri / FT Cristalina)

FT-2000

Monarca Selegdo de CAC 1"

Vencedora Braxton / [FT 5' /(Douradosj / Ocepar 9-SSIM)]
BRS 133 FT Abyara x BR 83-147

BRS 154 EMBRAPA 1 (IAS 5 RC) x Braxton

BRS 216 [BR 79-15807 x EMBRAPA 4 (BR 4 RC)] x IAC 13
CD 201 OCEPAR 4 IGUACU (5) x Willians 20

CD 208 OCEPAR 4 IGUACU (6) x Willians 20

IAC 15-2

M-SOY 6101

M-SOY 8001

M-SOY 8411

Fonte: Priolli et al. (2002), Abdelnoor et al. (1995), EMBRAPA e COODETEC.

“ progénie F6 selecionada a partir de Davis / IAC 71-113; *: Bragg /( Hill /
PI1240664); Bragg: Jackson / D49-2491: irmé de Lee.;*: Cruzamento natural em
UFV 1; % Hill / F1 (Roanoke / Ogden); °: mutagdo natural de Lee; . Roanoke /
[(Ogden / CNS) /(Ralsoy / Ogden)]; &: Sele¢do em IAC 5; h:Selegéto em IAC 8; "

FT 9510/ Sant’ Ana; *: Selecao em Andews; k. mutagdo natural em Parana.
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TABELAA4.Genealogia das linhagens e hibridos de milho. UFLA, Lavras-MG,

2005.
Cultivar Genealogia
1 (176/19) x 167
1/11 (176/19) x 167) X (1701 P42527) x 10
11 (1701 x P42527) x 10
3 (9811) x 181
8/3 ((73/414) x 230) X ((9811) x 181)
8 (73/414) x 230
4 (BT1BT2/7927) x 63
11/4 ((1701 P42527) x 10) X (BT1BT2/7927) x 63)
5 176 x 498 / P 30047) x 7
12/5 ((292/FBR 201) x 109) X ((176 x 498 / P 30047) x 7)
12 (292 /FBR 201) x 109

Fonte: Geneseeds Recursos Genéticos em Milho Ltda.

O teor de dgua das sementes foi determinado pelo método da estufa a
105°C por 24 horas (Brasil, 1992).

Para avaliar a estabilidade das enzimas e proteinas, uma parte das
sementes foi submetida a deterioracdo controlada. Primeiramente, estas foram
separadas em grupos de 50 sementes e acondicionadas em embalagens
revestidas de aluminio, adicionando-se a quantidade de dgua necessdria para se
atingir os niveis de teor de dgua de 20%. A embalagem foi selada a quente e
mantida por 24 horas a 10°C, para a uniformiza¢do do teor de 4gua das
sementes. Em seguida, apenas metade das sementes foi exposta a deteriora¢do
controlada em BOD a 42°C por 48 horas para o milho (Padilha, 2002), 96 horas
para a soja e 120 horas para o feijdo (Rossetto & Marcos Filho, 1995) e 108
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horas para o algodio (Vieira, 1996). Dessa forma, foram obtidas sementes com
dois niveis de qualidade fisioldgica.

Posteriormente, essas sementes foram submetidas aos testes de
germinagdo para a avaliacdo da qualidade fisiol6gica. Foram avaliados ainda
padrdes isoenzimdticos e de proteinas resistentes ao calor dessas sementes, com

diferentes niveis de qualidade, visando a identificacio de cultivares e a

estabilidade desses padrdes protéicos.
3.1.Avaliacdo da qualidade fisiologica
3.1.1.Teste de germinacao

O teste de germinacdo foi realizado com 200 sementes de cada cultivar
de milho, feijdo, soja e algoddo, distribuidas em quatro repeticoes de 50
sementes. A semeadura foi realizada em papel de germinacdo previamente
umedecido com 4gua destilada na propor¢ao de 2,5 vezes o peso do papel. Em
seguida, as sementes foram transferidas para germinador previamente regulado a
temperatura constante de 25°C.

As avaliagdes foram realizadas no 4° e 7° dia para o milho, 5° e 9° para o
feijdo, 5° e 8° para a soja e 4° e 12° para o algoddo. Foi computado o nimero de
plantulas normais, de acordo com as prescricdes contidas nas Regras para
Analise de Sementes (Brasil, 1992).

Os resultados foram expressos em porcentagem média de plantulas
normais das quatro repeti¢des. Os dados foram comparados pelo teste de Tuckey
a 5%. As andlises foram realizadas no programa estatistico Sisvar (Sistema de

Andlise de Variancia) (Ferreira, 2000) e as varidveis, expressas em porcentagem,

tiveram os dados transformados em arco-seno +/x/100 .
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3.2.Extracio de Isoenzimas e analise eletroforética:

Para a extragdo das isoenzimas de milho seguiu-se a metodologia
utilizada por Imolesi et al. (1999).

De acordo com as recomendagdes de Konarev (1988), foram amostradas
50 sementes de cada cultivar e trituradas em moinho refrigerado marca Tecnal
modelo TE613/1, na presenga de PVP (Polivinil pirrolidone).

Aos 100 mg do p6 das sementes foram adicionados 350 pl do tampao de
extragdo Tris-HCl 0,2 M pH 8. A mistura foi agitada em vortex e,
posteriormente, mantida por uma noite em geladeira. Em seguida foi
centrifugada 4 14.000 rpm por, 30 minutos, a 4°C.

Foram aplicados 50 pl do sobrenadante em gel de poliacrilamida a 7,5%
(gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O sistema tampdo gel/eletrodo usado
foi a tris-glicina pH 8,9. As corridas foram efetuadas a 150 V por 4 horas.

Ap6s a eletroforese, os géis foram revelados e corados para os sistemas
isoenzimaticos: esterase (EST-EC 3.1.1.), 4alcool desidrogenase (ADH-EC
1.1.1.1), malato desidrogenase (MDH-EC 1.1.1.37) e catalase (CAT-EC
1.11.1.6), segundo metodologia descrita por Alfenas (1991).

As andlises eletroforéticas de isoenzimas de feijdo foram realizadas de
acordo com o prototocolo utilizado por Vieira et al. (2000).

Foram utilizados 100 mg de epicédtilo das plantulas de cada cultivar.
Inicialmente, as sementes foram colocadas em papel de germinacdo 4 25°C e,
apds cinco dias os epicdtilos foram retirados, macerados sobre gelo, sendo
adicionados 2,5 vezes o seu peso de tampdo de extracdo e cerca de 0,05 g do
antioxidante PVP 40 (polivinilpirrolidone). Os tampdes usados foram Tris-HCl
0,2M +0,01% de B-mercaptoetanol pH 8 e tampéo fosfato (0,034 M de fosfato
de sddio bi-basico, 0,2 M de sacarose, 2,56% de PVP 40, 3 M de DDT, 5,7 mM
L 4cido ascérbico, 2,5 mM de borato de sédio, 1% de PEG 6000, 0,002% de -
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mercaptanol), sendo que este ultimo sé foi utilizado para extracdo da enzima
peroxidase.

Apds a maceragdo, as amostras foram deixadas a uma temperatura de
4°C por 24 horas e, depois, centrifugadas a 16.000 xg por 60 minutos a 4°C.

Em seguida, 100 pl do sobrenadante de cada amostra foram aplicados no
gel de poliacrilamida 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O tampao
de corrida foi o Tris-glicina pH 8,9 e a corrida eletroforética foi realizada a 4°C
por quatro horas a uma voltagem de 150 v; apds isso, os géis foram revelados
para os sistemas enzimadticos esterase, peroxidase (PO-EC 1.11.1.1) e glutamato-
oxalacetato transaminase (GOT-EC 2.6.1.1), seguindo as prescri¢des de Alfenas
(1991).

Para as andlises isoenzimdticas de algoddao, seguiram-se as
recomendacdes de Vieira et al. (1996), com algumas modificacdes.
Primeiramente, as sementes foram destegumentadas manualmente, liofilizadas e
trituradas em moinho refrigerado em presenca de PVP e armazenada a — 86°C.

Para a extracdo das isoenzimas foi utilizado o tampdo Tris HCI 0,2M pH

8,0 + (0,1 % de B ME, 0,4% PVP, 0,4% PEG e 1 mM EDTA), na propor¢éo de

400 pL por 100 mg das sementes, homogeneizado em vortex e mantido por 12
horas a 4°C, seguido de centrifugacio a 16.000 xg por 60 minutos a 4°C.

A corrida eletroforética foi desenvolvida em sistema de géis de
poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O sistema
tampao gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados 20ul do
extrato da amostra e as corridas foram efetuadas a 150 V por 4 horas.

Terminada a corrida, os géis foram revelados para os sistemas
enzimdticos esterase, diaforase (DIA-EC 1.8.14), superéxido-dismutase (SOD-
EC 1.15.1.1) e malato desidrogenase, conforme Alfenas et al. (1991).

Para cada cultivar de soja foram utilizados 100 mg de epicétilos de

plantula com 5 dias de germinag¢do, maceradas sobre gelo na presenca de

22



antioxidante PVP e 700 pl de tampao de extragdo. Este tampdo de extracdo
consistiu de dois tampdes: uma parte de tampao 0,2 M de borato de litio (0,2 M
de hidréxido de litio pH 8,3, titulado com 0,4 M de 4cido bdrico), nove partes de
tampao 0,2 de Tris citrato pH 6,5 (0,2 M de Tris base pH 6,5, titulado com 0,4
M de 4cido citrico) e 0,15% de B-mercaptanol (Aguerro, 2002). As amostras de
sementes de cada cultivar, foram deixadas em eppendorf a 4°C, na presenca de
tampdo de extracdo por uma noite e centrifugados a 16.0000 xg, por 30 minutos,
a 4°C. Foram aplicados 60 pul do sobrenadante de cada amostra em gel de
poliacrilamida 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O tampdo de
corrida usado foi o Tris-glicina pH 8,9 e a corrida eletroforética realizada a 4°C,
por quatro horas, a uma voltagem constante de 150 V. Apds a eletroforese, os
géis foram revelados para os sistemas enzimdticos diaforase, esterase e

superdxido dismutase, de acordo com Alfenas (1991).

3.3.Extracio de proteinas resistentes ao calor e analise eletroforese

Para as extracdes das proteinas resistentes ao calor, foi seguido o
protocolo utilizado por Roveri José et al. (2004), com algumas modifica¢des.

As sementes foram embebidas por 5 horas para a extracdo dos eixos
embriondrios, os quais foram colocados em eppendorf e mantidos a —86°C.

Os eixos embriondrios foram moidos em mortar sobre gelo na presenca
de solucdo tampao, na propor¢do de 100 mg:1000 pl (eixo embrionério: solugio
tampdo). O tampao utilizado foi 50 mM de Tris HCI 7,5; 500 mM de NaCl2; 5
mM de Mg CI2; 1 mM de PMSF. O homogeneizado foi centrifugado a 16000 xg
por 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi vertido em microtubos limpos e o
pellet descartado, os quais foram incubados em banho-maria a 85°C, por 15
minutos e novamente centrifugados como ja citado. Em seguida, o sobrenadante

foi pipetado em microtubos e os pellets descartados.
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Para a aplicacdo no gel, foram retiradas aliquotas de 70ul de extrato +
40ul de tampdo da amostra (2,5 mL de glicerol; 0,46 de SDS; 20 mg de azul de
bromofenol e completado o volume para 20 ml de tampao de extragdo Tris HCI
pH 7,5) para o milho e 10 pl do extrato protéico + 40 pl de tampdo da amostra
para as cultivares de soja, feijao e algoddo, as quais foram colocados em 4gua
em ponto de ebulicdo por 5 minutos. Foram aplicados 50 pl de cada amostra
para o milho e 40 ul da amostra para soja, feijdo e algoddo, em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% de gel separador e 6 % de gel concentrador.

A corrida foi realizada a 150 V, os géis corados em Coomassie Blue a
0,05% conforme Alfenas et al. (1991), durante 12 horas e descorados em
solucdo de 4cido acético 10%.

Como referéncia, foi utilizado o padrdo da INVITROGEN Cat N°10747-
012, com os padrdes de calibracdo de 220, 160, 120, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40,
30, 25, 20, 15 e 10 Kda.

A avaliacdo dos padrdes protéicos, tanto de enzimas como de proteinas
resistentes ao calor, constou da observacdo da presenca e auséncia de bandas em
cada gendtipo, designadas por 1 e 0, respectivamente. Foi construida uma matriz
de 0 e 1 e a estimativa da similaridade genética (Sgij) entre cada par de
gendtipos foi calculada pelo coeficiente de Jaccard, pela seguinte expressdo:

Coeficiente de Jaccard: sgij = ————
a+b+c

sendo:
a = presencga da banda em ambos os genétiposi e j,
b = presenga da banda no individuo i e auséncia no individuo j,

¢ = auséncia da banda no individuo i e presenc¢a no individuo j.
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Com base no coeficiente de similaridade de Jaccard, os gendtipos foram
agrupados pelo método Unweighted Pair-Group Method (UPGMA), utilizando-
se o programa NTSYS versdo 2.11 (Rohlf, 1992).

A consisténcia do dendrograma obtido foi avaliada pelo método de
“bootstrap”. Os cdlculos de consisténcia foram realizados pelo programa BOOD
versdo 3.1 (Coelho, 2001).

Para a obtencdo da linha de corte no dendrograma, o erro (sgs) associado
a cada similaridade genética foi calculado pela férmula:

Sgs=[gs;i * (1-gs;j) / (n-1) 1* 0,5.

em que:

Sgs = erro
gs;j = similaridade genética
n = ndmero total de bandas polimérficas obtidas.

Ap6s, o valor da linha de corte (gsn) foi calculado aplicando-se o erro
médio na seguinte férmula (Hagiwara et al., 2001):

gsn = 1-(t,q, * erro médio).

em que:

gsn = valor da linha de corte

txe = valor de t com n-2 graus de liberdade
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Analise da qualidade fisiolégica das sementes de milho

Os valores iniciais de teores de dgua das sementes de milho, antes de
serem submetidas ao processo de deterioracdo controlada, variaram de 10,93% a
12,44%. Apds a deterioragdo das mesmas, esse valor foi elevado para 20%.
Segundo Marcos Filho et al. (1987), para se obter resultados confidveis durante a
deterioragdo das sementes, € necessdria a uniformizagao do grau de umidade das
sementes antes do inicio deste, uma vez que, quanto mais imidas estiverem as
sementes, maiores serdo os efeitos deletérios deste envelhecimento.

Quanto aos valores de germinacao das sementes de milho, antes e apds o
processo de deterioragdo, observaram-se menores valores em sementes de milho
das cultivares 1, 1/11, 11, 3, 8/3, 8 e 4 submetidas a deterioracdo controlada por

48 horas (Tabela 5).

26



TABELAS.Porcentagem de germinacio de sementes de milho submetidas e ndo

a deterioracao controlada.UFLA, Lavras, MG, 2005.

Periodo de deterioragdo controlada (20% U)

Cultivares Germinagao
0 horas 48 horas

1 91a 52 b
1/11 89 a 81 b
11 83 a 56 b
3 90 a 58 b
8/3 99 a 92 b
8 95a 79 b
4 94 a 78 b
11/4 98 a 76 b
5 88 a 85a
12/5 94 a 95a
12 93¢ 94a

Médias seguidas pela mesma letra na linha nao diferem entre si, pelo teste de F,

a 5% de probabilidade

As sementes das linhagens 5 e 12 e do hibrido 12/5 nédo tiveram a
germinacdo reduzida nas condicdes de envelhecimento propostas.
Provavelmente, este resultado pode ser atribuido a maior tolerancia das sementes
desse genétipos as condi¢des de envelhecimento. De acordo com Roveri José
(2003) e Gomes (2000), sementes de diferentes cultivares de milho podem
apresentar diferengas quanto a qualidade fisioldgica das sementes sob condi¢des
de estresse. Os autores atribuiram essas diferencas ao gendétipo de cada cultivar.
Gomes (2000) observou, ainda, que sementes de linhagens de milho apresentam
menores valores de germinagdo e vigor quando comparados aos das sementes

hibridas sob condi¢des de envelhecimento artificial
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Dessa forma, para a maioria das cultivares, a metodologia utilizada de
envelhecimento foi eficiente para gerar sementes com diferentes niveis de

qualidade.

4.1.1.Analise dos marcadores bioquimicos de enzimas de milho

Os perfis isoenzimdticos das sementes de linhagens e hibridos de milho
de diferentes qualidades fisioldgicas estdo apresentados na Figuras 1, 2 e 3.

No presente estudo, por meio do sistema enzimdtico da &lcool
desidrogenase (Figura 1), foram obtidos dois padrdes eletroforéticos diferentes.
Dessa forma, as cultivares foram separadas em dois grupos: 1) 1, 1/11, 11, 8/3,
4,11/4 e 12/5 e 2) 3, 8, 5 e 12. Foi possivel separar, por meio desse sistema, 0s
hibridos 8/3 e 12/5 de seus progenitores.

A dlcool desidrogenase atua no metabolismo anaerébico de plantas,
reduzindo o acetaldeido a etanol (Vantoai et al., 1987). O acetaldeido pode ser
um importante fator que acelera a deterioracdo de sementes, independente do
ambiente de armazenamento, enquanto o etanol causa deterioracdo somente em
umidades relativas altas. Salgado (2001), estudando a atividade dessa enzima em
sementes, coledptilos e folhas de milho de diferentes cultivares, observou
atividade da mesma somente nos tecidos das sementes; entretanto, o padrao de
bandas apresentou-se monomorfico entre as cultivares testadas. Provavelmente,
esse resultado pode ser atribuido ao fato da enzima ser codificada apenas em
dois locos, que se expressam durante os primeiros estddios de desenvolvimento
da semente (Torggler et al., 1995).

Quanto a estabilidade desse sistema nao foram observadas modificacdes
nos padrdes eletroforéticos em sementes com diferentes niveis de qualidade. Os
padrdes dessa enzima, em sementes, podem ser alterados na presenca de

patogenos. Silva (1997) observou uma diminui¢do da intensidade de bandas da
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dlcool desidrogenase em sementes associadas com Aspergillus flavus. Ja
Brandao Junior (1996) verificou uma diminuicdo da intensidade de bandas da
dlcool desidrogenase com o aumento do tempo de envelhecimento.

Seis padrdes eletroforéticos diferentes foram obtidos para a catalase
(Figura 1), sendo as cultivares separadas em seis grupos: 1) 11, 3 e 8/3; 2) 5,
12/5e12;3) 1 e 4;4)8;5) 1/11 e 6) 11/4. Vale ressaltar que foi possivel, ainda,
a separacdo dos hibridos 1/11 e 11/4 e ainda desses em relacdo aos seus
parentais. O padrdo de bandas do hibrido 8/3 foi diferente apenas do parental
masculino, impossibitando a separagdo entre o hibrido e o parental feminino.
Pdde-se observar, ainda, estabilidade desses padrdes em sementes de qualidade
fisiol6gica diferentes. Os resultados divergiram dos encontrados por Hendrich
Sobrinho (1982), que ndo observou polimorfismo entre as nove linhagens de
milho por esse sistema enzimatico. Provavelmente, essa divergéncia deve-se aos
diferentes materiais genéticos utilizados. Ao contrério, esse sistema enzimdtico
foi considerado eficiente por Salgado (2001), por meio do qual foi possivel
separar o hibrido 7/4 de seus progenitores. Porém, nessa mesma pesquisa, nao
foi possivel separar o hibrido 8/3 do parental masculino. Imolesi (1999) abordou
que cuidados deverdo ser tomados ao adotar esse sistema enzimdtico para a
diferenciacdo de cultivares, uma vez que o mesmo observou a influéncia da
adubacdo nitrogenada, durante o processo de producio, no padrio eletroforético
da mesma.

Pela enzima esterase (Figura 2), foi possivel separar diferentes linhagens
e hibridos de milho estudadas. Oito padrdes eletroforéticos diferentes foram
obtidos, tendo as cultivares sido separadas em oito grupos: 1) 1 e 8;2) 11 e 11/4;
3) 3 e 12/5; 4)1/11;, 5) 8/3 ; 6) 4, 7) 5 e 8) 12 e as cinco ultimas cultivares
apresentado padroes eletroforéticos especificos. Foi observada ainda, segregacao
mendeliana para os hibridos 11/4 e 12/5, os quais foram caracterizados por duas

bandas provenientes de cada um dos parentais. Este padrdo de bandas

29



possibilitou a separacdo dos hibridos de seus parentais, bem como das duas
linhagens parentais entre si. Esses resultados foram semelhantes aos encontrados
por Salgado (2001), ao estudar marcadores para a separacdo de hibridos, dos
seus parentais. Dessa forma, essa enzima torna-se promissora para a certificagao
da pureza genética, em sementes hibridas de milho.

Para a enzima malato desidrogenase (Figura 2), foram observados dois
padrdes eletroforéticos diferentes, sendo possivel separar as cultivares em dois
grupos: 1) 5,8 e 11e2) 1, 1/11, 3, 8/3, 4, 11/4, 12/5 e 12. Resultado semelhante
foi encontrado por Salgado (2001), ao tentar separar os hibridos dos seus
parentais, por meio dessa enzima. Bilgen et al. (1995) conseguiram também
diferenciar os hibridos simples de seus progenitores por meio desse sistema.

Nao foram detectadas diferencas de atividade dessa enzima entre
materiais de diferentes qualidades fisiolégicas. Branddo Junior (1996) ndo
observou correlagdes entre a qualidade fisioldgica de sementes de milho e a
atividade da malato desidrogenase. Satters et al. (1994) concluiram também que,
em sementes de soja essa enzima foi a menos afetada pelos tratamentos de
envelhecimento.

A enzima superdxido dismutase (SOD) catalisa os radicais super6xidos
livres (Oy), produzidos em diferentes locais na célula, para oxigénio molecular e
H,0, (Rabinowitch & Fridovich, 1983, citados por Branddo Junior, 2000). Por
meio do sistema enzimdtico da SOD, foram observados dois padrdes
eletroforéticos diferentes, sendo as linhagens 1 e 12 separadas dos demais
materiais. Bonow (2004), analisando oito cultivares de arroz utilizando a
superéxido dismutase, ndo encontrou polimorfismo entre os materiais estudados.
Ja Vieira (2004), considerou este sistema enzimatico o mais discriminativo para
as dez cultivares de soja estudadas, havendo separac¢do das cultivares em oito
grupos. Para esse sistema enzimdtico, também nao foram detectadas alteragdes

com relacdo aos materiais de qualidade fisiolégica diferente. Em um trabalho
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realizado por Branddo Junior (2000), em sementes de café, também ndo foi
possivel verificar alteracdbes em funcdo dos diferentes estdgios de
desenvolvimento, teores de dgua das sementes e periodos de armazenamento

para a enzima SOD.
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FIGURAI1.Padrdes eletroforéticos das isoenzimas &dlcool desidrogenase (A) e
catalase (B) de sementes de milho de linhagens e hibridos
submetidas (D) ou ndo a deterioragdo controlada. UFLA, Lavras,

MG, 2005.
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FIGURAZ2 Padroes eletroforéticos das isoenzimas esterase (A) e malato
desidrogenase (B) de sementes de milho de linhagens e hibridos
submetidas (D) ou ndo a deterioracdo controlada. UFLA, Lavras,

MG, 2005.
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FIGURA3.Padrdes eletroforéticos da isoenzima superdxido dismutase de
sementes de milho de linhagens e hibridos, submetidas (D) ou ndo a

deterioracdo controlada. UFLA, Lavras-MG, 2005.
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Pode ser observado, pela Tabela 6, que a similaridade genética média das
linhagens e hibridos de milho obtida a partir dos marcadores isoenziméticos foi
de 0,64. O valor miximo foi de 0,857 entre a linhagem 11 e o hibrido 8/3, e
minimo de 0,521 entre a linhagem 8 e o hibrido 1/11. Ainda foi observado que
nao houve alteracdo nos valores de similaridade genética, quando trabalhou-se

com sementes de milho de diferentes qualidades fisiolégicas.
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TABELAG.Similaridades genéticas entre as linhagens e hibridos de milho com base na eletroforese de

isoenzimas de sementes deterioradas e ndo deterioradas. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Cultivar 1 1/11 11 3 8/3 8 4 11/4 5 12/5 12
1 1,000

1/11 0,619 1,000

11 0,619 0,809 1,000

3 0,590 0,772 0,727 1,000

8/3 0,750 0,772 0,857 0,739 1,000

8 0,631 0,521 0,590 0,636 0,636 1,000

4 0,812 0,650 0,650 0,619 0,700 0,578 1,000

11/4 0,736 0,850 0,850 0,727 0,809 0,545 0,777 1,000

5 0,666 0,619 0,700 0,666 0,666 0,631 0,705 0,736 1,000

12/5 0,764 0,700 0,700 0,750 0,666 0,550 0,812 0,833 0,764 1,000

12 0,722 0,590 0,590 0,636 0,636 0,523 0,578 0,700 0,722 0,722 1,000




De acordo com o dendrograma obtido a partir dos coeficientes de
similaridade de Jaccard (Figura 4), as linhagens e hibridos foram agrupadas em
sete grupos: 1) linhagem 1 e 4; 2) hibrido 12/5; 3) linhagem 5 e 12; 4) hibridos
1/11 e 11/4; 5) linhagem 11 e hibrido 8/3; 6) linhagem 3 e 7) linhagem 8.

Coeficiente de similaridade

FIGURA4.Dendrograma de linhagens e hibridos de milho, utilizando
marcadores isoenzimaticos em sementes deterioradas € nao

deterioradas. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Por meio do dendrograma, o maior valor da similaridade genética foi de
0,86 entre a linhagem 11 e o hibrido 8/3, e o valor da linha de corte, mesmo com
a menor porcentagem do valor de t (t o;4), foi de 0,87. Sendo assim, todos os
agrupamentos que estdo a esquerda da linha de corte, ou seja, com similaridade
abaixo de 0,87, sdo considerados com baixa similaridade genética entre si. Este
resultado pode ser confirmado pelos valores de bootstrap (BS), que foram todos
abaixo de 50%, para os agrupamentos apresentados no dendrograma.

Verifica-se, no geral, que das linhagens e hibridos avaliadas nessa
pesquisa (Tabela 4), apenas os hibridos possuem genealogia comum ao dos
parentais.

De maneira geral, os sistemas enzimdticos catalase (Figura 1) e esterase
(Figura 2) foram os que apresentaram maior polimorfismo em cultivares de
milho, sendo que, os mesmos apresentaram-se estdveis em sementes com
diferentes niveis de qualidade fisiologica. Um sistema enzimdtico que permita a
diferenciacdo entre sementes hibridas e de seus parentais se constitui em um
bom marcador que pode ser utilizado na certificacdo da pureza genética em
sementes hibridas de milho. Sabe-se que, no Brasil, em algumas empresas,
alguns desses sistemas enzimdticos ja tém sido utilizados para a certificacdo da

pureza genética.
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4.1.2.Analise das proteinas resistentes ao calor em milho
Observam-se, pelo zimograma (Figura 5), os padrées de bandas das
proteinas resistentes ao calor para as sementes de linhagens e hibridos de milho

de diferentes qualidades fisioldgicas.

111 3

P i 1 b 1 11D 11 3D 3 8 8 8D 38
‘;

P 4D 4 11D 11 11D 11 5D 5 12D 12 12D 12
4 4 5 5

FIGURAS .Padrdes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor provenientes
de sementes deterioradas (D) e ndo deterioradas de linhagens e
hibridos de milho, obtidos na presenca de um padrao protéico (P). A:

auséncia de bandas. UFLA, Lavras, MG, 2005.



A andlise das bandas polimérficas foram realizadas em fung¢do dos pesos
moleculares. Quanto ao polimorfismo, foram analisadas em torno de 15 bandas
protéicas, e devido ao objetivo da pesquisa, foram consideradas apenas as
bandas robustas. Foram observados padrdes eletroforéticos diferentes em todas
as linhagens e hibridos analisados.

Foi possivel diferenciar o hibrido 1/11 (Figura 5) de seus parentais pela
presenca da banda 1, com peso molecular de 95 kDa e da banda 2, com peso
molecular de aproximadamente 65 kDa.

No hibrido 8/3 (Figura 5) foi observada a banda 3 que representa uma
segregacdo mendeliana, em que o hibrido possui duas bandas, provenientes de
cada um dos parentais. Salgado (2001) observou codominéncia ao avaliar o
perfil eletroforético da esterase em sementes de linhagens e hibridos de milho. A
caracteristica de codomindncia em um marcador é importante na certificacdo da
pureza genética em sementes hibridas de milho, por meio do qual € possivel
separar as sementes hibridas do parental feminino autofecundado. Isso é
extremamente importante nos programas de controle de qualidade de empresas,
pelo fato de se poder detectar falhas no processo de despendoamento do parental
feminino. Sabe-se que esse tipo de contaminacio genética € comum nos campos
de producdo de sementes hibridas, o que reduz a qualidade fisiolégica das
sementes, assim como a producdo de graos (Von Pinho, 1995).

Na linhagem 3 foi observada uma banda 4, com peso de 40 kDa que a
diferenciou do hibrido (8/3) e do parental masculino (8).

A banda 5, de aproximadamente 70 kDa, estava presente apenas no
hibrido 11/4, diferenciando-o dos seus parentais.

No hibrido 12/5, foi observado uma banda 6 de aproximadamente 65
kDa, diferenciando-o do parental feminino (5).

Apesar de terem ocorrido altera¢des nos padrdes das proteinas resistentes

ao calor, como nas linhagens 4 e 5 e hibrido 11/4, quando as sementes foram
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deterioradas, ndo foram observadas alteracdes nos padrdes que separavam as
cultivares, ndo interferindo na interpretacdo dos resultados. De maneira geral,
nao foram observadas alteragdes nos valores de similaridade genética entre os
gendtipos, quando se trabalhou com sementes de diferentes niveis de qualidade.
As diferencas observadas (Tabelas 7 e 8) podem ser atribuidas a auséncia das
bandas (1A, 2A, 3A e 4A) em sementes de milho deterioradas.

E necessdrio a utilizacio de marcadores que sejam polimérficos e
estdveis para a identificacdo de cultivares. Os padrdes eletroforéticos das
proteinas zeinas t€m sido considerados estdveis em sementes de milho infectadas
com os fungos Aspergillus, Penicillium e Fusarium (Silva, 1997) e em sementes
de milho produzidas sob diferentes doses de nitrogénio (Imolesi et al., 2001).

De acordo com esses resultados, foi observado um alto nivel de
polimorfismo para as proteinas resistentes ao calor nas diferentes linhagens e
hibridos utilizados. Resultados semelhantes foram encontrados por Roveri José
(2004), ao avaliar o polimorfismo e a estabilidade dessas proteinas em sementes
de milho produzidas em diferentes safras e submetidas a secagem natural e

artificial.
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TABELA7.Similaridades genéticas entre as linhagens e hibridos de milho, com base na eletroforese de
proteinas resistentes ao calor em sementes deterioradas.UFLA, Lavras, MG, 2005.

Cultivar 1 1/11 11 3 8/3 8 4 11/4 5 12/5 12

1 1,000

1/11 0,750 1,000

11 0,666 0,750 1,000

3 0,666 0,750 0,818 1,000

8/3 0,833 0,769 0,692 0,692 1,000

8 0,833 0,642 0,571 0,571 0,846 1,000

4 0,363 0,454 0,500 0,500 0416 0,307 1,000

11/4 0,583 0,818 0,583 0,727 0,615 0,500 0,555 1,000

5 0,545 0,500 0,545 0,545 0461 0,583 0,500 0,600 1,000

12/5 0,818 0,615 0,666 0,538 0,692 0,833 0,363 0461 0,700 1,000

12 0,900 0,666 0,727 0,583 0,750 0,750 0,400 0,500 0,600 0,900 1,000




Pela similaridade genética, representada no dendrograma (Figura 6) foi
observada a separacdo das linhagens e hibridos de milho de sementes
deterioradas em seis grupos: 1) 1 e 12 e 12/5;2) 8/3e 8;3) 1/11e 11/4;4) 11 e
3;5)5e06)4.

Linha de corte (0,83)

1D
12D
—12/5D

83 D
I——_8D
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— 11/4 D
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FIGURAG.Dendrograma de linhagens e hibridos de milho, utilizando as
proteinas resistentes ao calor em sementes deterioradas. UFLA,

Lavras, MG, 2005.

A similaridade genética entre as cultivares do grupo 1 e 2 pode ser
confirmada pela linha de corte de 0,83 com t ;4 , segundo a qual os
agrupamentos a direita da linha sdo considerados semelhantes.

Os baixos valores de bootstrap (50%), indicam a baixa similaridade
genética entre as linhagens e hibridos da Geneseeds Recursos Genéticos em

Milho Ltda.
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Pode ser observado, pela Tabela 8, que a similaridade média entre as
linhagens e hibridos provenientes de sementes de milho ndo-deteriorada é de
0,66. Os maiores valores de similaridade genética foram também verificados

entre as linhagens 1 e 12 (0,900) e hibrido 12/5 e linhagem 12 (0,900).
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TABELAS.Similaridades genéticas entre as linhagens e hibridos de milho, com base na eletroforese de proteinas

resistentes ao calor em sementes nao deterioradas.UFLA, Lavras, MG, 2005.

Cultivar 1 1/11 11 3 8/3 8 4 11/4 5 12/5 12
1 1,000

1/11 0,750 1,000

11 0,666 0,750 1,000

3 0,666 0,750 0,818 1,000

8/3 0,833 0,769 0,692 0,692 1,000

8 0,833 0,642 0,571 0,571 0,846 1,000

4 0,545 0,636 0,545 0,700 0,583 0461 1,000

11/4 0,583 0,818 0,583 0,727 0,615 0,500 0,600 1,000

5 0,666 0,500 0,666 0,666 0571 0,692 0416 0461 1,000

12/5 0,818 0,615 0,666 0,538 0,692 0833 0416 0461 0,818 1,000

12 0,900 0,666 0,727 0,538 0,750 0,750 0,454 0,500 0,727 0900 1,000




De acordo com o dendrograma obtido (Figura 7), as cultivares foram
separadas em seis grupos: 1) 1,12 e 12/5;2) 8 e 8/3;3) 5; 4) 1/11 e 11/4; 5) 11
e3e6)4.

Linha de corte (0,84)

_| !
12

— 125

8/3

1/11
11/4
11

[ ]

| T T T T T T T T T

7 L
0,53 0,62 0,71 0,81 0,90
Coeficiente de similaridade

FIGURA7.Dendrograma de linhagens e hibridos de milho, utilizando as
proteinas resistentes ao calor em sementes deterioradas. UFLA,

Lavras, MG, 2005.

O maior valor de similaridade genética foi de 0, 90, entre as linhagens 1
e 12 e o valor da linha de corte foi de 0,84 com t (4 , todos os agrupamentos
obtidos a direita da referida linha, ou seja, com similaridade acima de 0,84,
indicando que os agrupamentos 1 (1, 12 e 12/5) e 2 (8/3 e 8) possuem uma alta

similaridade genética entre si. Os valores de bootstrap (50%) indicam a baixa
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similaridade genética dos agrupamentos apresentados no dendrograma (Figura
7).

Como ja abordado, foi observado polimorfismo entre as cultivares de
milho, por meio de proteinas resistentes ao calor. Comparando-se os resultados
obtidos nessa pesquisa com esse marcador e com os observados em outras
pesquisas como os de Imolesi (1999) e de Silva (1997) com marcadores de
zeina, observou-se maior polimorfismo entre os materiais, quando utilizaram-se
proteinas resistentes ao calor. Nas pesquisas desses autores foi observada
estabilidade dos padrdoes de zeina em sementes de milho produzidas sob
diferentes condicdes e na presenga de microrganismos. No entanto, os padrdes
ndo se apresentaram polimoérficos. Dessa forma, infere-se que as proteinas
resistentes ao calor podem ser mais promissoras que a proteina zefna para a

identificacdo de cultivares de milho.

4.2.Avaliacao da qualidade fisiologica das sementes de feijao

Os valores iniciais de teores de dgua das sementes de feijdo, antes do
processo de deterioracdo controlada, variaram de 11,90% a 12,76%. Apds a
deterioracdo das mesmas, esse valor foi elevado para 20%.

Os valores de germinagdo das sementes submetidos a 120 horas de
deterioracdo apresentaram-se inferiores quando comparados aos das sementes

nao-deterioradas (Tabela 9).
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TABELAOY.Porcentagem de germinagdo de sementes de feijao do grupo Carioca

submetidas e ndo, a deterioracdo controlada. UFLA, Lavras, MG,

2005.
Periodo de deterioragdo controlada (20% U)
Cultivares Germinagao
0 horas 120 horas

Aporé 98a

72 b
Carioca 97a

60 b
Carioca MG 97a

80 b
IAPAR 57 99a

90 b
TIAPAR 81 98a

55 b
Pérola 99a

58 b

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de F a
5% de probabilidade.

Sabe-se que a qualidade fisiol6gica das sementes pode influenciar nos
resultados de padrdes eletroforéticos de enzimas, podendo resultar em erros de
interpretagdo. Estudos realizados por Branddo Jdnior (1996), Imolesi (1999),
Silva (1997), Vieira (1996) mostraram alteracdes dos padrdes eletroforéticos de
proteinas e enzimas em razdo de fatores, como a presen¢a de microrganismos,
envelhecimentos e doses de adubacao, durante o processo de producdo

Com a metodologia utilizada durante a deterioracdo controlada, foi
possivel obter sementes com diferentes niveis de qualidade fisioldgica, para se

estudar a estabilidade dos padrdes protéicos em sementes, nessas condicoes.
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4.2.1.Analise dos marcadores bioquimicos de enzimas de feijao

As peroxidases sdo enzimas que podem utilizar o peréxido de hidrogénio
para oxidar uma grande quantidade de doadores de hidrogénio, tais como
substancias fendlicas, citocromo C, dcido ascérbico e alguns fons inorganicos.
Para essa enzima, foram observados dois padrdes eletroforéticos diferentes
(Figura 8), separando as cultivares em dois grupos: 1) Aporé, Carioca MG,
IAPAR 57, IAPAR 81 e Pérola e 2) Carioca. Pode ser observado que na cultivar
Carioca, além da presenca das bandas 1 e 2, houve o aparecimento das bandas 3
e 4, o que a diferenciou das demais cultivares. Ja4 Vieira (2000) observou
padrdoes de bandas monomorficas dessa enzima para as mesmas cultivares.
Dessa forma, constata-se a falta de estabilidade do padrio dessa enzima em
diferentes lotes da mesma cultivar. Na presente pesquisa, foi observada ainda
diminui¢do da intensidade das bandas 3 e 4 em sementes deterioradas da cultivar
Carioca .

Para a enzima glutamato oxalacetato transaminase, foram observados
padroes monomorficos para as sementes de feijdo do grupo Carioca com
diferentes qualidades fisiolégicas. Esses resultados também foram observados
por Vieira (2000), ao estudar as mesmas cultivares de feijdo. Essa enzima
participa do metabolismo de aminodcidos e da descarboxilacdo, via enzima do
4cido madlico, na transformacdo de aspartato em 4cido oxalacético e malato,
durante a fixa¢do do gds carbdnico pelas plantas.

Perfis eletroforéticos da enzima esterase também apresentaram-se
monomorficos. Tais resultados foram diferentes dos encontrados por Vieira
(2000), em cujo trabalho diferentes padrdes de bandas foram detectados para a
cultivar Aporé. Por meio desses resultados observa-se instabilidade desses
padrdes, mesmo utilizando-se da mesma metodologia de extracdo e de revelagdo

da enzima.
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ID 1 2D 2 3D 3 4D 4 5D 5 6D 6

B Banda 1
Banda 2

ID1 2D 2 3D 3 4D 4 5D 5 6D 6

FIGURAS8.Padrées eletroforéticos das isoenzimas esterase (A), peroxidase (B)
e glutamato oxalacetato transaminase (C), extraidos de epicoétilos de
plantulas de feijao das cultivares Aporé (1), Carioca (2), Carioca
MG (3), IAPAR 57 (4), IAPAR 81 (5) e Pérola (6), submetidas (D)
ou ndo a deterioragdo controlada. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Na Tabela 10 estdo apresentados os valores de similaridade genética

entre as cultivares de feijdo do grupo Carioca, calculados a partir dos

marcadores isoenzimiticos. A similaridade genética média entre as seis

cultivares de feijao foi de 0,83. Os maiores valores de similaridade foram

verificados entre as cultivares Carioca MG e IAPAR 57 (1,000) e IAPAR 81 e

Pérola (1,000).

TABELA10.Similaridades genéticas entre as cultivares de feijao Aporé (1),
Carioca (2), Carioca MG (3), IAPAR 57 (4), IAPAR 81 (5) e
Pérola(6), com base na eletroforese de isoenzimas de sementes

deterioradas e nao deterioradas. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Cultivar 1 2 3 4 5 6

1 1,000

2 0,750 1,000

3 1,000 0,750 1,000

4 1,000 0,750 1,000' 1,000

5 0,833 0,625 0,833 0,833 1,000

6 0,833 0,625 0,833 0,833 1,000" 1,000

—

: par de gendtipos menos divergentes.

*: par de genétipos mais divergentes.
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Pelo dendrograma obtido a partir dos coeficientes de Similaridade de
Jaccard (Figura 9), as seis cultivares de feijdo do Grupo Carioca foram separadas
em 3 grupos: I) Aporé, Carioca MG e IAPAR 57; II) IAPAR 81 e Pérola e III)

Carioca.

Linha de corte
(0,83)

Aporé

Carioca MG

IAPAR 57

IAPAR 81

Pérola

Carioca

Coeficiente de similaridade

FIGURA9.Dendrograma de cultivares de feijdo do Grupo Carioca, utilizando
marcadores isoenzimdticos em sementes deterioradas e ndo-

deterioradas. UFLA, Lavras, MG, 2005.

A alta similaridade existente entre as cultivares Aporé, Carioca MG e
IAPAR 57, provavelmente estd relacionada com a existéncia de um progenitor
comum entre as cultivares Aporé e IAPAR 57, sendo este a cultivar Porrilo.
Entre as cultivares Carioca MG e Aporé pode ser explicada pela presenca de

alelos comuns da cultivar Carioca.
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A grande similaridade verificada entre as cultivares IAPAR 81 e Pérola
estd relacionada com a existéncia da cultivar Carioca como progenitor comum.

A distincdo da cultivar Carioca em relagdo as demais cultivares
provavelmente deve-se a existéncia de genes provenientes de outra espécie.

A similaridade genética entre as cultivares pode ser confirmada pela
linha de corte de 0,83 com t (¢ , segundo a qual os agrupamentos a direita da
referida linha sdo considerados semelhantes e pelos valores de boostrap (BS),

que foram todos acima de 50% (Figura 9).

4.2.2.Analise das proteinas resistente ao calor em feijao

Para as proteinas resistentes ao calor (Figura 10), ndo foram encontrados
padrdes polimorficos para as cultivares Aporé, Carioca, Carioca MG, IAPAR
57, IAPAR 81 e Pérola, pertencentes ao grupo de feijdo Carioca. Provavelmente,
este resultado se deve ao fato de todas as cultivares terem se originado de uma
selecdo dentro da cultivar Carioca, o que faz com que tenham vérios genes em
comum. Mesmo em sementes com diferentes niveis de qualidade fisioldgica, o

padrdo de bandas mostrou-se estdvel.
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P 1D 1 2D 2 3b 3 4D 4 5D 5 6D 6

FIGURA10.Padroes eletroforéticos das proteinas resistente ao calor provenientes
de sementes deterioradas (D) e ndo-deterioradas de cultivares de
feijao Aporé (1), Carioca (2), Carioca MG (3), IAPAR 57 (4), IAPAR
81 (5) e Pérola (6), obtidos na presenga de um padrao protéico (P).
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Como ja mencionado anteriormente, as cultivares de feijdo do grupo
Carioca apresentaram padrdes de bandas monomorficas e estdveis em sementes
de diferentes niveis de qualidade fisioldgica. J& Mann (2002) e Roveri José
(2003) relataram, além da estabilidade, um alto polimorfismo desses padrdes nas
cultivares de algoddao e milho. Sendo assim, conclui-se que os padrdes de
proteinas resistentes ao calor ndo se constituem em marcadores eficientes como
descritores em cultivares de feijao com base genética estreita.

Nas revisdes bibliograficas realizadas ndo foram encontradas pesquisas
com esse tipo de marcador visando a identificacdo de cultivares de feijdo, o que

restringe sobremaneira a discussdo dos resultados obtidos.
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4.3.Analise da qualidade fisiolégica das sementes de algodao

Antes do processo de deterioracido controlada, os valores de teores de
dgua das sementes de algoddo variaram de 9,08% a 10,69%. Apds a deterioracao
controlada das mesmas, esse valor foi elevado para 20%.

De maneira geral, os valores de germinacdo das sementes submetidas a
deterioracdo controlada, por 108 horas, foram inferiores aos observados em
sementes ndo deterioradas. Observa-se que a maioria das sementes de diferentes
cultivares foi bastante sensivel ao tipo de envelhecimento empregado. Para a
cultivar MG 110, por exemplo, a germinacdo foi nula apds o envelhecimento das

sementes (Tabela 11).

TABELA11.Porcentagem de germinacdo de sementes de algoddo submetidas e

ndo, a deterioracao controlada. UFLA, Lavras, MG. 2005.

Periodo de deterioragdo controlada (20% U)

Cultivares Germinacdo

0 horas 108 horas
EPAMIG/Precoce 66a 52b
MG 110 69a 0b
MG 304 83a 2 b
MG 316 63a 15b
MG 3305 23a 17a

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si, pelo teste de F,

a5 % de probabilidade.
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4.3.1.Analise dos marcadores bioquimicos de enzimas de algodao

Para a identificacdo dos gendtipos de algoddo foram avaliados os
sistemas isoenzimdticos da esterase, superdxido dismutase, diaforase e malato
desidrogenase (Figura 11). Dentre esses, apenas as enzimas diaforase e malato
desidrogenase apresentaram padrdes polimoérficos.

A esterase € uma enzima envolvida em reacdes de hidrélise de ésteres,
desempenhando um papel chave no metabolismo de lipidios, ponto importante
no processo deteriorativo de sementes (Vieira, 1996). Neste trabalho foi
observado padrdo monomorfico para essa enzima (Figura 11). Esses resultados
foram diferentes dos encontrados por Vieira (2004), Bonow (2004), Vieira
(2000) e Cardoso & Nedel (2002),que separaram diferentes cultivares de soja,
arroz, feijdo e trigo, respectivamente, utilizando a esterase como marcador
isoenzimadtico. Este resultado pode ser explicado pelo fato de que outras enzimas
podem apresentar atividade para o mesmo substrato da esterase. Além disso, a
atividade da esterase varia com o estddio de desenvolvimento da planta, com as
condig¢des fisioldgicas e com o tecido utilizado (Alfenas et al., 1998). Nao foram
observados alteragdes dos padrdes de bandas dessas enzimas em sementes com
diferentes valores de germinacdo. Ja Ribeiro (2000), ao estudar a atividade da
esterase em cultivares de algoddo, observou aumento do nimero de bandas com
o envelhecimento artificial. Provavelmente, esta divergéncia deve-se as
diferentes metodologias utilizadas no processo de envelhecimento das sementes.

Pela enzima diaforase constataram-se dois padrdes -eletroforéticos
diferentes, sendo as cultivares separadas em dois grupos: 1) Epamig/Precoce,
MG 110 e MG 3305; 2) MG 304 e MG 316. De acordo com a Figura 11,
observa-se auséncia da banda 3 nas cultivares MG 304 e MG 316.

Com relacdo aos padrdes isoenzimdticos da superdxido dismutase e

diaforase, ndo foram detectadas alteracdes nos padrées de bandas dessas
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enzimas em sementes com diferentes niveis de qualidade. Vale ressaltar que a
estabilidade desse sistema ndo foi testada em outras pesquisas.

A malato desidrogenase catalisa a reacdo de malato a oxaloacetato, tendo
uma importante funcdo dentro do ciclo de krebs, além de participar do
movimento de malato por meio da membrana mitocondrial e fixagao do CO, nas
plantas. Por meio da enzima malato desidrogenase (Figura 11), foram
observados dois padrdes eletroforéticos diferentes, sendo possivel separar as
cultivares em dois grupos: 1) MG 110, MG 304, MG 316 e 2) Epamig/Precoce e
MG 3305. Pode-se observar que, nas cultivares Epamig/precoce e MG 3305,
houve o aparecimento de uma banda 2, que as diferenciou das demais cultivares.
Nao foi observada variacio do padrio de bandas dessa enzima com o
envelhecimento das sementes Ja Vieira (1996) observou aumento do nimero de
bandas nos padrdes de malato desidrogenase em sementes de algodoeiro ndo
inoculadas com patdégenos e desinfestadas e ainda submetidas ao
envelhecimento artificial por 120 e 168 horas. O autor abordou que, por tratar-se
de uma enzima importante na respiracdo celular, o aumento do nimero e ou
intensidade de coloracdo de bandas em sementes submetidas a periodos mais
longos de envelhecimento artificial, pode ser em funcdo do aumento da
respiracdo. Provavelmente, essa diferenca de resultados pode ser atribuida aos

diferentes métodos de envelhecimentos utilizados nessas pesquisas.
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FIGURAI11.Padroes eletroforéticos das isoenzimas esterase (A), superdxido
dismutase (B), diaforase (C) e malato desidrogenase (D) de sementes
de cultivares de algoddo Epamig/Precoce (1), MG 110 (2), MG 304
(3), MG 316 (4) ¢ MG 3305 (5), submetidas (D) ou ndo a
deterioragdo controlada. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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De acordo com os dados gerados pelos marcadores isoenzimdticos, a
similaridade genética média entre as 5 cultivares de algodao foi de 0,91 (Tabela

12). Sendo as cultivares MG 304 e MG 316 (1,000) 100% similares.

TABELA12.Similaridades genéticas entre as cultivares de algodao
EPAMIG/Precoce (1), MG 110 (2), MG 304 (3), MG 316 (4) e MG
3305 (5), com base na eletroforese de isoenzimas de sementes

deterioradas e nao deterioradas. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Cultivar 1 2 3 4 5
1 1,000

2 0,923 1,000

3 0,846° 0916 1,000

4 0,846° 0,916 1,000 1,000

5 1,000 0,923 0,846 0,846 1,000

" par de genGtipos menos divergentes.

% par de gendtipos mais divergentes.

A partir do dendrograma obtido pelos coeficientes de similaridade
genética de Jaccard ( Figura 12), as cultivares de algoddo foram separadas em
trés grupos: I) Epamig/Precoce e MG 3305, II) Epamig/Precoce, MG 3305 e MG
110 e IIT) MG 304 e MG 316.
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FIGURA12.Dendrograma de cultivares de algoddo, utilizando marcadores
isoenzimaticos em sementes deterioradas e ndo deterioradas. UFLA,

Lavras, MG, 2005.

A elevada similaridade genética entre as cultivares Epamig/Precoce e
MG 3305, provavelmente, se deve a existéncia da cultivar Epamig na genealogia
dessas cultivares.

O agrupamento das cultivares MG 304 e MG 316 provavelmente se deve
a selecdo dentro da cultivar MG.

O valor da linha de corte foi de 0,84 com t (4 . Dessa forma, como
todos os agrupamentos estdo a direita da referida linha, s@o considerados

semelhantes (Figura 12).
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Para os valores de bootstrap (BS), os agrupamentos apresentados no
dendrograma foram todos acima de 50%, o que comprova a consisténcia dos
resultados obtidos (Figura 12).

De maneira geral, apenas dois (diaforase e malato desidrogenase) dos
cinco sistemas enzimdticos analisados apresentaram padrdes polimorficos.
Provavelmente,deve-se a estreita base genética dos materiais analisados, pois
essas cultivares de algodao fazem parte do programa de melhoramento do estado
de Minas Gerais.

Vale ressaltar ainda que foi detectada estabilidade dos padrdes

isoenzimaticos, mesmo em sementes com baixa qualidade fisioldgica.

4.3.2.Analise das proteinas resistentes ao calor em algodao

Os padrdes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor para as
cultivares Epamig/Precoce, MG 110, MG 304, MG 316 e MG 3305
apresentaram-se monomorficos (Figura 13), independente das sementes
apresentarem diferenca na qualidade fisioldgica. J4& Mann (2002) trabalhando
com outras variedades de algoddo, observou que essas apresentaram variagoes
tanto no nimero de bandas quanto na intensidade. Nessa pesquisa foi possivel
separar as cultivares em trés grandes grupos: 1) Precoce Alva, Precoce Lica, ITA
96 e Precoce (Epamig-5); 2) Delta Opal, IAC-20, IAC-21, IAC-22 e Redencido e
3) Delta Pine e a ITA-90. O autor observou que, no primeiro grupo, apesar das
variedades Precoce Alva e Precoce Ligca serem semigaméticos e similares, foi
possivel diferencid-las por meio desse marcador. No segundo grupo, sé ndo foi
possivel detectar diferencas entre as variedades Delta Opal e a IAC 22 e entre as
variedades Redencdo e IAC 21, apesar de a Delta Opal ter como principal
caracteristica agrondmica a fibra longa e a IAC 22 e 21, a precocidade, e todas

apresentam resisténcia multiplas a doengas. Ja no terceiro grupo, Delta Pine e
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ITA 90, ambas resistentes a ramulose, se apresentaram completamente
diferentes das demais em relag@o ao cardter proteinas resistentes ao calor.
Apesar das extragdes e revelacdes dessa proteina terem sido repetidas
por algumas vezes, ndo foi observado polimorfismo dos padrdes dessa entre as
diferentes cultivares trabalhadas. Provavelmente, a base genética dessas
cultivares € bastante estreita ¢ ou nao houve condi¢des de estresse durante o
desenvolvimento da semente, impedindo as manifestacdes de alguns alelos que
codificam para as proteinas resistente ao calor, impedindo a separagcdo das

cultivares de algodao por meio desse marcador.
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FIGURAI13.Padroes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor
provenientes de sementes deterioradas (D) e nao-deterioradas de
cultivares de algoddo EPAMIG/Precoce (1), MG 110 (2), MG 304
(3), MG 316 (4) e MG 3305 (5), obtidos na presenca de um padrio
protéico (P). UFLA, Lavras, MG, 2005.

4.4.Avaliacao da qualidade fisiologica das sementes de soja

Para as sementes das cultivares de soja, os valores iniciais de teores de
dgua variaram de 10,90% a 12.54%. Depois da deterioracdo das mesmas, esse
valor foi elevado para 20%.

Com relacdo a germinacdo, foram observados menores valores em
sementes submetidas a 96 horas de deterioragdo, quando comparadas as

sementes nio deterioradas (Tabela 13).
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TABELA13.Porcentagem de germinagdo das cultivares de soja submetidas e

ndo, a deterioracao controlada. UFLA, Lavras, MG. 2005.

Periodo de deterioragdo controlada (20% U)

Cultivares Germinagao
0 horas 96 horas

Conquista 77a 0 b
Monarca 74a 2 b
Lideranca 91a 29 b
Confianca 95a 7 b
Splendor 94a 59 b
UFV-16 97a 64 b
Garantia 6la 22 b
FT-2000 95a 15 b
TIAC-21 86a 12 b
Vencedora 95a 38 b
BRS 133 87a 43 b
BRS 154 46a 0 b
BRS 216 95a 15 b
CD 201 78a 0 b
CD 208 91a 11 b
IAC15-2 93 a 19 b
M-SOY 6101 82a 4 b
M-SOY 8001 8la 0 b
M-SOY 8411 94a 0 b

Médias seguidas pelas mesmas letras na linha nio diferem entre si, pelo teste de

F, a 5% de probabilidade.
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Este resultado permitiu concluir que, com a metodologia utilizada para a
deterioragdo das sementes, foi possivel a obteng@o de lotes com diferentes niveis

de qualidade.

4.4.1.Analise dos marcadores bioquimicos de enzimas de soja

Podem-se observar, nas Figuras 14, 15 e 16, os padrdes de bandas para
as enzimas diaforase, esterase e superdxido dismutase nas cultivares de soja
estudadas.

Para a enzima diaforase (Figura 14), foram observados padrdes de
bandas monomorficos para as cultivares Conquista, Monarca, Lideranca,
Confianga, Splendor, UFV-16, Garantia, FT-2000, BRIAC-21, Vencedora, BRS
133, BRS 154, BRS 216, CD 201, CD 208, IAC 15-2, M-SOY 6001, M-SOY
8001 e M-SOY 8411. J& Vieira (2004), por meio desse mesmo sistema
enzimdtico, obteve trés padrdes eletroforéticos diferentes, o que possibilitou a
separacdo das cultivares Conquista, Lideranca, Confianca, Splendor, UFV-16,
Monarca e Vencedora; BRIAC 21; Garantia e FT 2000. Com relacdo a
estabilidade dos padrdes, houve alteragao dos mesmos para a cultivar Lideranga
quando as sementes apresentavam-se com menores valores de germinagao.

Para a enzima esterase foram observados quatro padrdes eletroforéticos
diferentes, permitindo a separacdo das cultivares em quatro grupos: 1) Monarca,
Lideranca, Confianga, Splendor, UFV-16, Garantia, FT-2000, BRIAC-21,
Vencedora, BRS-133 e BRS-216; 2) CD-201, CD-208, IAC 15-2, M-SOY 6101,
M-SOY 8001 e M-SOY 8411; 3) Conquista e 4) BRS-154.Para as duas tltimas
cultivares, os padrdes eletroforéticos foram especificos. Este sistema foi
considerado como um dos mais polimérficos em outros estudos de identificacio
de cultivares, em diferentes espécies (Bonow; 2001; Cardoso & Nedel, 2002;

Vieira, 2000). Para a cultivar M-SOY 8411, padrdes distintos foram observados
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em sementes deterioradas e ndo deterioradas. Como a estabilidade é um dos
requisitos importantes para um descritor, deve-se ter o cuidado ao adotar essa
isoenzima para a identificacdo de cultivares. Silva (1997) e Vieira (1996)
observaram alteragdes dos padrdes eletroforéticos dessa enzima ao avaliarem a
associacdo de microrganismos em sementes e periodos de envelhecimento.

Para a enzima superdxido dismutase (Figura 16), foram observados dois
padrdes eletroforéticos diferentes, tendo sido verificado um padrao eletroforético
especifico na cultivar Conquista. J4 Vieira (2004) observou oito padrdes
eletroforéticos diferentes, sendo as cultivares separadas em oito grupos: 1)
Conquista e Lideranca; 2) BRIAC 21; 3) Confianga; 4) Splendor; 5) UFV 16 e
Garantia; 6) FT 2000; 7) Monarca e 8) Vencedora. Provavelmente, essas
diferencas nos resultados atribuem-se ao fato de os padrdes dessas enzimas
terem sido obtidos de epicétilos com 5 dias, enquanto Vieira (2004) observou os
padrdes de bandas a partir de sementes secas. Sabe-se que a atividade dessas
enzimas pode variar com o estidio de desenvolvimento das plantas, o que
restringe sua utilizacdo como descritor para a identificacdo de cultivares. De
acordo com Alfenas et al. (1998), certas enzimas podem ser controladas por
diferentes locos nos vdrios estddios de desenvolvimento e tecidos, o que deve ser

levado em consideragdo ao se utilizar enzimas como marcadores.
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FIGURA14.Padroes eletroforéticos das isoenzimas diaforase, extraidos de
epicdtilos de soja das cultivares Conquista (1), Monarca (2),
Lideranca (3), Confianca (4), Splendor (5), UFV-16 (6), Garantia
(7), FT-2000 (8), BRIAC-21 (9), Vencedora (10), BRS133 (11),
BRS 154 (12), BRS 216 (13), CD 201 (14), CD 208 (15), IAC 15-2
(16), M-SOY 6101 (17), M-SOY 8001 (18), M-SOY 8411 (19),
submetidas (D) ou ndo a deterioracdo controlada. UFLA, Lavras,

MG, 2005.
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FIGURAI15.Padroes eletroforéticos das isoenzimas esterase, extraidos de
epicétilos de soja das cultivares Conquista (1), Monarca (2),
Lideranca (3), Confianca (4), Splendor (5), UFV-16 (6), Garantia
(7), FT-2000 (8), BRIAC-21 (9), Vencedora (10), BRS133 (11),
BRS 154 (12), BRS 216 (13), CD 201 (14), CD 208 (15), IAC 15-2
(16), M-SOY 6101 (17), M-SOY 8001 (18), M-SOY 8411 (19),
submetidas (D) ou nio a deterioracdo controlada. UFLA, Lavras,

MG, 2005.
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FIGURAI16.Padrdes eletroforéticos das isoenzimas superdxido dismutase,
extraidos de epicétilos de soja das cultivares Conquista (1), Monarca
(2), Lideranca (3), Confianca (4), Splendor (5), UFV-16 (6),
Garantia (7), FT-2000 (8), BRIAC-21 (9), Vencedora (10), BRS133
(11), BRS 154 (12), BRS 216 (13), CD 201 (14), CD 208 (15), IAC
15-2 (16), M-SOY 6101 (17), M-SOY 8001 (18), M-SOY 8411
(19), submetidas (D) ou ndo a deterioracdo controlada. UFLA,
Lavras, MG, 2005.
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A similaridade genética média observada entre as cultivares de soja,
considerando os sistemas enzimdticos superdxido dismutase, diaforase e

esterase, foi de 0,91 para as sementes deterioradas (Tabela 14).
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TABELA14.Similaridades genéticas entre cultivares de soja,com base na eletroforese de isoenzimas de sementes

deterioradas. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Cultivar Conquista ~ Monarca Lideranca Cofianga Splendor UFV16 Garantia FT2000 IAC21  Vencedora
Conquista 1,000

Monarca 0,785 1,000

Lideranca 0,666 0,866 1,000

Confianca 0,785 1,000 0,866 1,000

Splendor 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000

UFV 16 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000 1,000

Garantia 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000 1,000 1,000

FT 2000 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

IAC 21 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Vencedora 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
BRS 133 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
BRS 154 0,846 0,928 0,800 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928
BRS 216 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
CD 201 0,714 0,928 0,800 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928
CD 208 0,714 0,928 0,800 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928
TIAC 15-2 0,714 0,928 0,800 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928
M-SOY 6101 0,714 0,928 0,800 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928
M-SOY 8001 0,714 0,928 0,800 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928
M-SOY 8411 0,833 0,785 0,666 0,785 0,785 0,785 0,785 0,785 0,785 0,785

Continua...
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Continuagdo da Tabela 14.

Cultivar BRS 133 BRS 154 BRS216 CD201 CD208 IAC15-2 M-SOY 6101 M-SOY 8001 M-SOY 8411

BRS 133 1,000

BRS 154 0,928 1,000

BRS 216 1,000 0,928 1,000

CD 201 0,928 0,857 0,928 1,000

CD 208 0,928 0,857 0,928 1,000 1,000

IAC 15-2 0,928 0,857 0,928 1,000 1,000 1,000
M-SOY 6101 0,928 0,857 0,928 1,000 1,000 1,000 1,000
M-SOY 8001 0,928 0,857 0,928 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

M-SOY 8411 0,785 0,846 0,785 0,846 0,846 0,846 0,846 0,846 1,000




Pela similaridade genética, representada no dendrograma (Figura 17)
obtido pelo método UPGMA, as cultivares de soja provenientes de sementes
deterioradas foram separadas em 5 grupos: 1) Conquista e M-SOY 8411; 2)
Monarca, Confianga, Splendor, UFV-16, Garantia, FT-2000, BRIAC-21,
Vencedora, BRS 133 e BRS 216; 3) BRS 154; 4) CD 201, CD 208, IAC 15-2,
M-SOY 6101, M-SOY 8001 e 5) Lideranca. A similaridade genética entre as
cultivares do grupo 2 e 4 pode ser confirmada pela linha de corte, que € de 0,92
com t o194 , segundo a qual os agrupamento a direita da referida linha sdo

considerados semelhantes.

Linha de corte
(0,92).

BS=33,29%
Conquista D

M-SOY 8411 D
Monarca D
Confianca D
Splendor D D
UFV-16 D
BS=56.57% Garantia D
FT-2000 D
BRIAC-21 D
— Vencedora D
BRS-133 D
BRS-216 D
S=35.01% BRS-154 D
CD-201 D
cousp

— 1 -2 D
BS§=64,03% M-SOY 6101 D
M-SOY 8001 D

——— 71— 71} 71— lideranga D
0,78 0,84 0,89 0,95 1,.00

9w

Coeficiente de similaridade

FIGURA17.Dendrograma de cultivares de soja, utilizando marcadores
isoenzimaticos em sementes deterioradas. UFLA, Lavras, MG,

2005.
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A alta similaridade das cultivares do grupo 2, provavelmente, deve-se a
presenca de progenitores em comum, como a presenca da cultivar Parand nas
cultivares Confianca e Vencedora, presenca da FT Cristalina nas cultivares
BRIAC 21 e Garantia, IAC 8 nas cultivares BRIAC 21 e UFV 16 e Braxton nas
cultivares Garantia e Vencedora.

O grupo 3 possui 100% de similaridade genética. Cultivares desse grupo
possuem ancestrais comuns, como a cultivar Willians 20 na genealogia das
cultivares CD 201 e CD 208. Provavelmente, as cultivares M-SOY 6101 ¢ M-
SOY 8001 também possuem progenitores em comum.

A similaridade dos grupos 2 e 4 pode ser confirmado pelos valores de
bootstrap de (BS=56,57%) e (BS=64,03%).

A similaridade genética média, considerando os sistemas enzimaticos

avaliados para as sementes ndo deterioradas de soja foi de 0,92 (Tabela 15).
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TABELA15.Similaridades genéticas entre cultivares de soja, com base na eletroforese de isoenzimas de sementes ndo

deterioradas. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Cultivar Conquista Monarca Lideranca Cofianca Splendor UFV16 Garantia FT 2000 TAC21  Vencedora
Conquista 1,000

Monarca 0,785 1,000

Lideranga 0,666 0,866 1,000

Confianca 0,785 1,000 0,866 1,000

Splendor 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000

UFV 16 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000 1,000

Garantia 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000 1,000 1,000

FT 2000 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

TIAC 21 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Vencedora 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
BRS 133 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
BRS 154 0,846 0,928 0,800 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928
BRS 216 0,785 1,000 0,866 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
CD 201 0,714 0,928 0,800 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928
CD 208 0,714 0,928 0,800 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928
IAC 15-2 0,714 0,928 0,800 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928
M-SOY 6101 0,714 0,928 0,800 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928
M-SOY 8001 0,714 0,928 0,800 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928
M-SOY 8411 0,714 0,928 0,800 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928 0,928

Continua...
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Continuacgdo Tabela 15.

Cultivar BRS 133 BRS 154 BRS216 CD201 CD208 IACI15-2 M-SOY 6101 M-SOY 8001 M-SOY 8411
BRS 133 1,000
BRS 154 0,928 1,000
BRS 216 1,000 0,928 1,000
CD 201 0,928 0,857 0,928 1,000
CD 208 0,928 0,857 0,928 1,000 1,000
IAC 15-2 0,928 0,857 0,928 1,000 1,000 1,000
M-SOY 6101 0,928 0,857 0,928 1,000 1,000 1,000 1,000
M-SOY 8001 0,928 0,857 0,928 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
M-SOY 8411 0,928 0,857 0,928 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000




De acordo com o dendrograma obtido a partir dos coeficientes de
similaridade de Jaccard (Figura 18), as cultivares de soja provenientes de
sementes nao deterioradas foram separadas em 5 grupos: 1) Conquista; 2)
Monarca, Confianca, Splendor, UFV 16, Garantia, FT 2000, BRIAC 21,
Vencedora, BRS 133, BRS 216; 3) BRS 154; 4) CD 201, CD 208, IAC 15-2, M-
SOY 6101, M-SOY 8001, M-SOY 8411 e 5) Lideranga.

Linha de corte
(0,93)

Conguista
Monarca

Confianca
Splendor

BS=6537% |UFV_16

Garantia

FT2000

BRIAC21
— Vencedora
BRS 133

BS=37,96% BRS216

BRS 154

D201

BS=64,47% D208

IAC 152

MSOY 6101
MSOY 8001
MSOY 8411
Lideranca
0,76 082 088 oA 1,00

Coeficiente de similaridade

FIGURA18.Dendrograma de cultivares de soja, utilizando marcadores
1soenzimaticos em sementes ndo deterioradas. UFLA, Lavras, MG,

2005.
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O valor da linha de corte € de 0,93 com t ¢4 , segundo a qual todos os
agrupamentos a direita (grupos 2 e 4) possuem uma alta similaridade genética
entre si.

Ao comparar o dendrograma obtido de sementes deterioradas (Figura 13)
com o das sementes ndo deterioradas (Figura 14), observa-se que houve uma
diferenca no agrupamento das cultivares, pois a cultivar M-SOY 8411 passou a
pertencer ao grupo 4. Esta diferenca de resultados se deve a falta de estabilidade
nos padrdo de bandas de sementes submetidos a deteriorag@o.

De maneira geral, observou-se que a base genética do germoplasma
brasileiro de soja € estreita e os sistemas enzimaticos esterase, superdxido
dismutase e diaforase nido foram eficientes para a separagdo das cultivares.
Apenas a cultivar Conquista foi diferenciada das demais pelos sistemas

enzimaticos superdxido dismutase e diaforase e a BRS 154, pela esterase.

4.4.2.Analise das proteinas resistentes ao calor em soja

Nao foi observado polimorfismo nos padrdes de proteinas resistentes ao
calor para as cultivares de soja estudadas (Figuras 19 e 20), independente do
nivel de deterioracdo das sementes. J4 Vieira 2004 observou uma banda
polimérfica na faixa correspondente ao peso molecular de 30 kDa, a qual estava
presente somente nas cultivares Conquista, Confianca, Splendor, FT 2000 e
Monarca. Os padrdes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor para
cultivares de soja mantiveram-se estaveis quando foram comparadas as sementes

deterioradas com as ndo deterioradas.
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FIGURA19.Padroes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor
provenientes de sementes deterioradas (D) e ndo deterioradas das
cultivares de soja Conquista (1), Monarca (2), Lideranca (3),
Confianga (4), Splendor (5), UFV-16 (6), Garantia (7), FT 2000 (8),
BRIAC 21 (9), obtidos na presenga de um padrdo protéico (P).
UFLA, Lavras, MG, 2005.
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FIGURA20.Padroes eletroforéticos das proteinas resistentes ao calor
provenientes de sementes deterioradas (D) e ndo deterioradas das
cultivares de soja Vencedora (1), BRS133 (2), BRS 154 (3), BRS
216 (4), CD 201 (5), CD 208 (6), IAC 15-2 (7), M-SOY 6101 (8),
M-SOY 8001 (9) e M-SOY 8411 (10), obtidos na presenca de um
padrio  protéico (P). UFLA, Lavras, MG, 2005.



5.CONSIDERACOES GERAIS

De maneira geral, dentre os sistemas enzimaticos avaliados em cultivares
de milho visando a identificag@o de cultivares e a certificacdo da pureza genética
de lotes de sementes, foram observados polimorfismo e estabilidade para os
sistemas alcool desidrogenase, catalase, esterase e superdxido dismutase, tanto
em sementes de linhagens como nas hibridas com diferentes qualidades
fisiolégicas.

Ja para as cultivares de feijdo estudadas, a maioria dos sistemas testados
foi monomérfico, o que torna esses marcadores pouco promissores para serem
utilizados como descritores para a identificagdo de cultivares e certificagdo da
pureza genética. Foram observados padrdes polimérficos apenas para o sistema
peroxidase e, mesmo assim, esse se mostrou instdvel em sementes deterioradas.
Em algoddo foi possivel separar cultivares por meio da diaforase e malato
desidrogenase, que se apresentaram estdveis quanto a qualidade fisiolégica das
sementes.

Para as cultivares de soja foram observados padrdes polimérficos apenas
para as enzimas superdxido dismutase e esterase, tendo esse ultimo também se
apresentado instavel.

Com relacdo as proteinas resistentes ao calor, foi possivel a
diferenciacdo das linhagens e hibridos de milho, cujos padrdes permaneceram
estdveis, mesmo em sementes com diferentes niveis de qualidade fisiol6gica. Ja
para as cultivares de feijdo, soja e algoddo foram observados padrdes
monomorficos, resultado que, provavelmente, deve-se ao fato dessas cultivares
possuirem uma base genética estreita.

Foram verificados ainda, para as mesmas cultivares de soja, padrdes de
proteinas resistentes ao calor diferentes dos observados por outros autores. Sabe-

se, por meio de outras pesquisas, que a expressio de alguns alelos que

81



codificam para essas proteinas acontece sob condi¢cdes de estresse durante o
desenvolvimento das sementes, o que pode causar o tipo de variacdo observada

nessa pesquisa.
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6.CONCLUSOES

Padrdes isoenzimdticos de 4lcool desidrogenase, catalase, esterase,
malato desidrogenase e superdxido dismutase apresentam-se polimérficos e
estdveis em sementes de cultivares de milho com diferentes niveis de qualidade.

Pela enzima peroxidase € possivel diferenciar a cultivar de feijdo Carioca
das demais. No entanto, este padrdo mostra-se instdvel em sementes com baixa
qualidade fisioldgica.

Dentre as cultivares de soja, a Conquista pode ser diferenciada das
demais pelos sistemas enzimdticos superéxido dismutase e diaforase e a BRS-
154 pela esterase, em sementes com diferentes niveis de qualidade fisioldgica.
Para a cultivar Lideranca, observa-se alteracdo dos padrdes eletroforéticos da
enzima diaforase em sementes deterioradas.

E possivel a identificacio de cultivares de algoddo por meio das
isoenzimas diaforase e malato desidrogenase, independentemente da qualidade
fisiol6gica das sementes. No entanto, os sistemas esterase e superdxido
dismutase apresentam-se monomorficos para as mesmas cultivares de algodao
estudadas.

Proteinas resistentes ao calor sdo eficientes na separagdo de cultivares de
milho.

Padrdes de proteinas resistentes ao calor utilizadas na separacdo de
cultivares de milho sao estaveis, mesmo em sementes com diferentes niveis de
qualidade.

Padrdes de proteinas resistentes ao calor em cultivares de soja, feijao e
algoddo se apresentam monomorficas, independente do nivel de deterioracao das

sementes.
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