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Resumo 
 

Dormência e germinação são eventos associados determinados pela ação antagônica 

entre o potencial de crescimento do embrião e a restrição gerada pelos tecidos que o 

circundam ou pelos inibidores presentes na semente. Tais eventos são influenciados por 

um grande número de genes e fatores ambientais. A dormência pode ser considerada 

como um bloqueio à germinação em uma semente viável intacta sob condições 

favoráveis. Contudo, sabe-se que a quebra da dormência pode envolver vários aspectos 

como o balanço hormonal, a variação de temperatura e a síntese de proteínas. Sementes 

de girassol (Helianthus annuus L.) apresentam dormência fisiológica quando recém-

colhidas. Incubação com etileno, e tratamentos com temperaturas próximas a 30ºC 

promovem a germinação. Com base nestas considerações o presente estudo teve o 

objetivo de: 1) estudar a cinética de germinação das sementes de girassol por meio de 

medidas de tempo médio e variância da germinação; 2) investigar a síntese de proteínas 

em embriões dormentes e germinantes através de géis e fluorogramas; 3) identificar nos 

géis e fluorogramas proteínas cuja síntese ou remoção tenha sido afetada pelos 

tratamentos de quebra da dormência. Para tanto, embriões de girassol foram incubados 

em câmaras de germinação com temperaturas de 10°C (na presença e ausência de 

etileno) e 30°C, e fotoperíodo de 12 h. A síntese e remoção de proteínas em embriões 

dormentes e germinantes foram analisadas por meio de géis bidimensionais e 

fluorogramas. Constatou-se que embriões de girassol quando recém-colhidos 

apresentam baixa germinação se incubadas a 10°C; a quebra da dormência ocorre 

quando estes são incubados a 10°C na presença de etileno e/ou quando incubados a 

30°C. Tempos crescentes de incubação a 30ºC aumentam progressivamente a 

germinabilidade dos embriões dormentes quando estes são transferidos para 10ºC. Isto 

mostra que a quebra da dormência é um processo gradativo. A germinação é mais 

rápida e uniforme quando os embriões de girassol são incubados a 30°C, em 

comparação aos embriões incubados a 10ºC na presença do etileno. A comparação entre 

os géis e fluorogramas obtidos de embriões dormentes e germinantes mostraram que 

estes são bastante similares. Em particular, proteínas de baixo peso molecular foram 

encontradas nos perfis protéicos de embriões dormentes, germinantes e germinados, 

sugerindo que estas podem tanto resultar do estresse térmico a que os embriões foram 

submetidos, como podem estar relacionadas com o controle da dormência.  
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Abstract 
 

Dormancy may be regarded as a failure of an intact viable seed to complete germination 

under favorable conditions. The seeds of some species are prevented of completing 

germination because sometimes the embryo is constrained by its surrounding structures. 

It is named coat-imposed dormancy. In other especies the embryos themselves are 

dormant (embryo- or physiological dormancy). Inhibitors present in the seed tissues as 

well as metabolic constraints within the embryo can block root elongation and 

germination. Light, temperature, and phytohormones are some treatments among others 

that are usually applied to dormant seeds in order to provoke their germination. Recent 

studies have involved the protein turnover in the embryos as a part of the dormancy 

removal system in many seeds. Soon-harvested seeds of sunflower (Helianthus annuus 

L.) present physiological dormancy located in the embrionary axis. The embryos 

present a low germinability when incubated at low temperatures (around 10°C). 

However, this dormancy can be overcame by ethylene treatment, or by incubating the 

embryos at higher temperatures (around 30°C). In view of these facts, the main 

objectives of this study were: 1) to investigate the kinetics of germination of sunflower 

embryos incubated at these two different dormancy-breaking treatments; 2) to 

investigate the protein turnover in dormant and germinating embryos through 2-D 

electrophoresis and fluorograms; 3) to identify in such gels and fluorograms differences 

in the protein patterns of dormant and germinating embryos. Dormant embryos of 

sunflower were incubated at 10°C (in the absence and presence of 50 �L.L-1 ethylene) 

and at 30°C, under a photoperiod of 12 h. Protein homogenates were obtained from both 

germinating and non-germinating embryos at different times after imbibition. Before the 

protein extraction, 35S-methionine was applied to the embrionary axis. The samples 

were run in a 2D-gel electrophoresis apparatus, the gels were comassie-blue stained, 

dried and exposed to kodak T-mat films. Sunflower embryos showed a low 

germinability when incubated at 10°C (less than 10%). At this temperature, ethylene 

treatment increased the germinability to around 70%. On the other hand, embryos 

incubated at 30°C germinated about 95%. The embryos germinated faster and more 

uniformily at 30°C than at 10°C. The incubation of dormant embryos at 30°C for 

different times before incubating them at 10°C increased the germinability at this 

temperature in a dose-dependent manner. The comparisons of the gels and fluorograms 
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obtained from germinating and non-germinating embryos showed few differences. In 

particular, some polypeptides of low molecular weight were synthesized in dormant 

embryos, as well as in those embryos incubated at 10°C. Overall, the results suggest that 

the dormancy removal by 30°C is a gradual process, the protein patterns of germinating 

and non-germinating embryos are very similar, and the low molecular weight proteins 

may be involved both in stress responses as well as in the control of dormancy in 

sunflower embryos. 
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1. Introdução 

 

 Dormência e germinação são eventos associados determinados pela ação 

antagônica entre o potencial de crescimento do embrião, tais eventos são influenciados 

por um grande número de genes e fatores ambientais (Koornneef et al., 2002). A 

dormência em sementes refere-se a um bloqueio físico ou fisiológico ao alongamento do 

eixo embrionário de uma semente viável, esta pode ser considerada como uma restrição 

gerada pelos tecidos que o circundam ou inibidores presentes na semente. O bloqueio 

fisiológico está relacionado a uma restrição metabólica nas estruturas do embrião e é 

considerado como dormência embrionária (Bewley, 1997). Já o bloqueio físico é 

imposto pelos tegumentos impedindo a embebição, trocas gasosas e/ou expansão dos 

embriões (Baskin & Baskin, 2000). No entanto a embebição pode ocorrer tanto em 

sementes quiescentes quanto dormentes, pois a absorção de água é um simples processo 

físico na qual a hidratação é dirigida pelo potencial hídrico entre a semente e o ambiente 

(Castro & Hilhorst, 2004).  

Estudos mostram que as interações entre fitormônios dentro da célula ocorrem 

por vias de transdução de sinais, atuam no controle da dormência e germinação de 

várias espécies como girassol (Helianthus annuus L.), maçã (Pirus malus) e aveia 

(Avenua sativa) (Garello et al.,1991; Bewley & Black, 1994; Corbineau et al 2000). Os 

principais fitormônios envolvidos nesta interação são o etileno, o ácido abscísico e as 

giberelinas. O ABA e as GAs, por exemplo, exercem seus efeitos na dormência da 

semente em diferentes períodos, de modo que os seus efeitos antagônicos na dormência 

não refletem uma interação direta (Taiz & Zeiger, 2004). No momento da protusão da 

radícula as GAs agem tanto na promoção da síntese de enzimas envolvidas no 

enfraquecimento do tegumentos e/ou mobilização de reservas; o ABA apresenta 

elevados níveis na fase intermediária da embriogênese afetando a translocação de 

aminoácidos e/ou a expressão de genes de proteínas de reserva. Em estudos com 

cariopses de sorgo, a germinação, sob uma ampla escala térmica, é mediada pelo 

balanço entre os efeitos opostos de ABA e GA (Benech-Arnold et al., 2003). 

A interação destes fitormônios tem sido relacionada com mobilização de 

proteínas devido às observações realizadas em perfis eletroforéticos, por exemplo, de 

sementes de aveia (Courbineau et al., 1991) e angico (Anadenanthera peregrina) 

(Barduche et al., 1999) que mostram a síntese e remoção de proteínas devido à presença 

e/ou ausência de fitormônios com ácido abscísico e etileno. 
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Este trabalho foi desenvolvido para ampliar os conhecimentos da fisiologia e do 

comportamento da germinação e dormência em sementes de girassol, além do objetivo 

de conhecer melhor os mecanismos moleculares de controle da dormência. O presente 

trabalho visa investigar os perfis protéicos de embriões de girassol (Helianthus annuus 

L.) utilizando diferentes agentes de quebra de dormência como alta temperatura e 

etileno. 

 

2. Objetivos 

Avaliar por meio de medidas de tempo médio e variância do tempo médio efeitos da 

quebra da dormência na cinética de germinação das sementes. 

Comparar os perfis eletroforéticos de embriões cuja dormência tenha sido quebrada 

pelo fitohormônio etileno e por incubação a 30ºC. 

Identificar proteínas nos géis cuja síntese ou remoção tenha sido afetada pelos 

tratamentos de quebra da dormência para posterior estudo de sua identidade e funções.  

 
3. Revisão Bibliográfica 
 
3.1 - Dormência e Germinação 
   

Segundo o critério botânico ou morfológico, a germinação é um processo 

fisiológico pelo qual se inicia com a entrada de água na semente, promovendo o 

alongamento do eixo embrionário, seguido da curvatura geotrópica da raiz (Labouriau, 

1983; Borghetti & Ferreira, 2004). 

Associada à germinação está a dormência das sementes, mecanismo que pode 

ser considerado como um bloqueio à germinação em uma semente viável intacta sob 

condições favoráveis para completar tal processo (Bewley, 1997; Castro & Hilhost, 

2000). Estas condições, consideradas essenciais para o sucesso da germinação, são a 

disponibilidade de água, oxigênio e temperatura adequada (Castro & Hilhost, 2004; 

Cardoso, 2004) A semente, quando exposta às condições essenciais, e de fato germina, 

considera-se que ela está quiescente; caso não germine, considera-se que ela se encontra 

dormente (Borghetti, 2004). Vale ressaltar ainda, segundo Kumar & Bhatla (2006), que 

a temperatura e o grau de embebição são as duas principais condições que influenciam 

na germinação das sementes.  
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Em algumas espécies as sementes são impedidas de germinar porque o embrião 

é restringido pelas estruturas circundantes e em outras os próprios embriões apresentam 

algum metabolismo de restrição (Bewley, 1997).  

A dormência em sementes pode também ser diferenciada entre absoluta e 

relativa. A dormência é absoluta quando a semente viável não germina sob nenhuma 

condição experimental. Dormência é relativa quando a semente germina sob condições 

experimentais específicas, como baixas (ou altas) temperaturas, ou sob presença (ou 

ausência) de luz (Cardoso, 2004). Por exemplo, sementes de girassol (Helianthus 

annuus L.) recém-colhidas não germinam a baixas temperaturas, mas atingem 

germinabilidade próxima a 100% em temperaturas acima de 25º C (Borghetti et al., 

2002). 

Quando em algumas espécies as sementes são impedidas de completar a 

germinação devido à restrição imposta pelos tegumentos, é denominada como 

dormência mecânica ou física, aparentemente requer um enfraquecimento destas 

estruturas para permitir a protusão da radícula (Bewley & Black, 1994). Em outras 

espécies quando o próprio embrião apresenta algum metabolismo de restrição, 

normalmente induzido por hormônios inibidores da germinação, é denominada 

dormência fisiológica ou embrionária, pelo fato de o bloqueio à germinação se localizar 

nas estruturas do embrião. Esta característica é imposta principalmente pelo ABA 

durante o desenvolvimento do embrião (Bewley, 1997). Neste caso, a dormência 

manifesta-se durante a embebição da semente, quando a reidratação dos tecidos 

promove a reativação do metabolismo celular, não resultando, contudo, no alongamento 

embrionário (Borghetti, 2004). Em resposta a condições desfavoráveis a semente pode 

permanecer embebida por longos períodos sem perda da viabilidade (Bewley & Black, 

1994). 

 

3.2 - Fitormônios e o controle da germinação 

 

 Estudos têm mostrado que o fitormônio ácido abscísico (ABA) é um importante 

regulador do desenvolvimento e do estabelecimento da dormência embrionária durante 

a maturação das sementes (Bewley, 1997; Koorneef et al., 2002). Principalmente porque 

este fitormônio é encontrado tanto em sementes em desenvolvimento quanto em 

maduras e dormentes, além de inibir a germinação quando aplicado exogenamente 

(Corbineau et al., 1991). Garello e colaboradores (2000) mostraram que em sementes de 
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girassol o ABA participa no estabelecimento da dormência durante a embriogênese e, 

além disto, durante a embebição a síntese desse fitormônio é necessária para a 

manutenção da dormência no embrião. Também em sementes de Pirus malus (maçã) o 

ABA tem sido considerado o principal responsável pela inibição do desenvolvimento 

embrionário (Bewley & Black, 1994). Outros resultados, como em cariopses de 

Sorghum bicolor (sorgo), sugerem que a imposição de padrões de quebra de dormência 

resulta do balanço de ação entre ABA e GAs, devido ao conteúdo nos tecidos de cada 

um desses hormônios (Benech-Arnold et al., 2003). 

O ABA, além disso, está relacionado a vários outros processos do 

desenvolvimento, incluindo a síntese de proteínas de armazenamento, indução de 

proteínas LEA (Late-Embryogenesis Abundant) e à tolerância a dessecação (Corbineau, 

et al., 1991). 

Em contrapartida, as giberelinas (GAs) e o gás etileno promovem a germinação 

em sementes maduras e dormentes (Bewley, 1997), sendo o etileno um dos agentes 

mais eficazes na remoção da dormência em sementes (Kepzinski & Kepzinska, 1997). 

As giberelinas, segundo Bewley & Black (1994), têm grande importância na promoção 

e manutenção da germinação, pois a resposta à sinalização de fatores externos (que 

quebram a dormência) promove o aumento da sua concentração e inibe a atuação de 

ABA. Foram identificados, por Russel et al. (2000) genes ativados pelas GAs que atuam 

na promoção da germinação e na repressão da dormência embrionária. As GAs 

promovem a síntese de enzimas envolvidas no enfraquecimento dos tegumentos e/ou a 

hidrólise de reservas, eventos relacionados principalmente à protusão da radícula 

(Bewley & Black, 1994). Recentemente foi mostrado por Perez-Flores et al. (2003) que 

a biossíntese de giberelinas é reprimida durante a embebição em grãos de sorgo 

dormentes quando comparado a grãos não dormentes, e este controle ao nível de 

expressão de uma enzima chave na codificação de gene da via biossintética de GA. As 

giberelinas representam uma classe de fitormônios envolvidos tanto na promoção da 

germinação quando aplicadas em sementes dormentes, quanto na iniciação do 

crescimento de plantas (Castro & Hilhorst, 2004). São encontradas em grandes 

concentrações nos tecidos de sementes germinantes (Karssen, 1995).  

O hormônio vegetal etileno é usualmente associado à maturação de frutos, 

senescência de flores e folhas (Brady & McCourt, 2003) e também à quebra de 

dormência em Arachis hipogea L., Pirus malus, Amaranthus retroflexus e Helianthus 

annuus L. (Ketring & Morgan, 1969; Kepczynski et al., 1977; Kepczynski et al., 2003; 
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Corbineau et al., 1989). Ghassemian e colaboradores (2000) mostraram que o etileno 

influencia nas respostas fisiológicas mediadas pelo ABA em Arabidopsis e também que 

é um regulador negativo de ação do ABA durante a germinação da semente e o 

crescimento da raiz desta espécie. Foi verificado por Corbineau & Come (1990) que a 

dormência em sementes recém-colhidas de girassol (Helianthus annuus L.) em 

temperaturas próximas a 10ºC, é estabelecida pelo ABA durante a maturação. Nestas 

condições, o etileno é eficaz na quebra da dormência destas sementes (Corbineau & 

Côme, 1995).  

 

3.3 - Interação entre as vias de transdução de sinais dos fitormônios 

 
A ação dos fitormônios é modulada através de cascatas de transdução de sinais 

(Beaudoin et al., 2000; Ghassemian et al., 2000), porém, o processo pelo qual o ABA 

inibe a germinação, ou como as GAs e o etileno promovem a germinação, ainda não foi 

completamente elucidado (Nambara & Marion-Poll, 2003). Estudos de características 

da germinação de insensibilidade ao etileno e deficiência em brassinoesteróides em 

plantas mutantes têm realçado o papel destes hormônios no controle da dormência, 

provavelmente pela interação com as vias de transdução de ABA e GAs (Beadouin et 

al., 2000; Steber & McCourt, 2001). Brassinoesteróides são uma classe de agentes de 

quebra de dormência, sendo também reguladores de respostas múltiplas nas plantas 

como, alongamento e a divisão celular, o desenvolvimento do tubo polínico e o 

crescimento no escuro (Steber & McCourt, 2001). 

  As vias de transdução de sinais do etileno e ABA interagem extensivamente 

dentro da célula. Beaudoin e colaboradores (2000) verificaram que o etileno regula 

negativamente o grau de dormência em Arabidopsis thaliana por suprimir a expressão 

de genes envolvidos na sinalização do ABA. Foi verificado que ABA pode agir através 

da via de transdução de sinal do etileno para inibir o alongamento da raiz, e que a 

competição entre o etileno e ABA pela ativação da via, reflete nos níveis de 

sensibilidade do ABA que podem ser reduzidos pelo etileno (Ross et al., 2001).  
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3.4 - Participação de proteínas no controle da dormência por fitohormônios 

 

Diversos genes e proteínas, os quais são afetados tanto pelo estágio de 

desenvolvimento como por fatores ambientais, estão envolvidos nos complexos eventos 

de dormência e germinação (Koorneef et al., 2002). Alguns estudos de genética da 

regulação da dormência em sementes têm concluído que a dormência é um traço 

quantitativo controlado por loci múltiplos que afetam diferentes tecidos da semente e 

freqüentemente diferentes aspectos de sua fisiologia (Foley & Fennimore, 1998). 

Corbineau e colaboradores (1991) verificaram que ABA induz a dormência em 

embriões de sementes de aveia (Avena sativa), e este efeito é dependente da 

temperatura. Além disto, na análise de perfil da síntese protéica, eles verificaram a 

síntese de determinadas proteínas apenas na presença deste fitormônio, e a síntese de 

uma proteína que só foi observada na ausência de ABA, sugerindo que esta pode estar 

relacionada com a germinação. Garello e colaboradores (2000) demonstraram que a 

intensidade das bandas de determinadas proteínas mudam durante o início da embebição 

de embriões de girassol dormentes e não-dormentes, indicando que estas mudanças 

podem estar associadas com a expressão diferencial de genes responsáveis para a 

manutenção da dormência. 

 Barduche e colaboradores (1999) analisaram o perfil da mobilização de 

proteínas de reserva e atividade de proteases, respectivamente, após o início da 

germinação de sementes de angico (Anadenanthera peregrina), e verificaram que o 

ABA bloqueia a mobilização protéica através da inibição da atividade enzimática nos 

cotilédones, mas não impede totalmente a germinação, concluindo que este hormônio 

afeta a germinação e atividade enzimática independentemente. Os autores sugerem que 

para a quebra da dormência ocorre o silenciamento de genes, cuja síntese é promovida 

pelo ácido giberélico e também a remoção ativa de proteínas inibidoras da germinação 

(Barduche et al., 1999). Em conjunto, estes trabalhos mostram que a dormência em 

sementes pode ser investigada através de técnicas moleculares como síntese e 

degradação de proteínas, que por sua vez são reflexo do comportamento metabólico de 

uma semente dormente ou germinante. 
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3.5 Temperatura, Dormência e Síntese de proteínas: 

 

 Como já mencionado por Kumar & Bhatla (2006), a temperatura é umas das 

importantes condições que influenciam a germinação das sementes. Foi verificado por 

Borghetti et al. (2002) que a dormência em sementes recém-colhidas de girassol 

manifesta-se somente sob incubação a baixas temperaturas (10°C), mas não em altas 

temperaturas (25°C).  Segundo Corbineau & Côme (1990) a principal responsável pela 

sensibilidade da semente a baixas temperaturas é a dormência embrionária.  

 O estresse promovido por temperaturas elevadas pode ocasionar alterações 

bioquímicas e metabólicas à célula como a inativação enzimática e interferência em vias 

metabólicas. No entanto o impacto provocado por altas temperaturas em processos 

complexos como a fotossíntese e respiração, é dependente do genótipo da planta e 

condições de adaptação das plantas a diferentes regiões com regimes de temperatura 

diferentes (Chaisompongpan et al., 1990).  

Estas condições apresentam consideráveis alterações na fluidez das membranas, 

resposta estomatal e síntese de proteínas diante das alterações do regime térmico 

(Heuss-Larosa et al., 1987). A resposta celular frente a estresses ambientais está 

intimamente relacionada com alterações no padrão de expressão e síntese de proteínas 

específicas (Araújo et al., 1998).  

Um grupo particular de proteínas denominado de proteínas de choque térmico 

(Heat Shock Proteins – HSPs) estabelecem uma resposta comum e conservada ao longo 

de toda escala evolutiva nos mais diversos distintos organismos (Lindquist & Craig,  

1988). Há ainda dentro deste grupo diferenças entre os grupos sintetizados como as 

HSPs de 60 a 100KDa, consideradas de alto peso molecular, cujos resultados sugerem 

que possuem uma função celular básica, e as proteínas de baixo peso molecular (Low 

Molecular Weight – LMW HSPs) que estão diretamente relacionadas com a 

sobrevivência e recuperação de estresses térmicos, assim como processos específicos do 

desenvolvimento em condições normais (Waters et al.,1996). Por exemplo, foi 

observada a expressão dessas proteínas durante fases específicas do desenvolvimento 

reprodutivo e vegetativo de girassol (Almoguera & Jordano, 1992; Coca et al., 1994).  

As análises genéticas indicam que em plantas as LMW HSPs apresentam considerável 

heterogeneidade em ponto isoelétrico, peso molecular, estabilidade e nível de expressão 
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(Lee et al., 1994). Pelo exposto, temperaturas extremas podem induzir a síntese de uma 

categoria específica de proteínas envolvidas provavelmente com a tolerância dos tecidos 

ao tratamento térmico, e/ou adaptações metabólicas das células a estas condições 

extremas. No caso de sementes, há a hipótese que temperaturas extremas, quebradoras 

da dormência, poderiam estar atuando nas células através da indução de proteínas de 

estresse, que por sua vez poderiam fazer parte do processo de promoção da germinação 

(Labouriau & Agudo, 1987). 

   

 

3.6 - Girassol (Helianthus annuus L.): modelo para estudos de quebra da 
dormência 
 

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma oleaginosa da Família Asteraceae, 

originada no continente norte americano (Raven et al., 1996). Atualmente cultivada em 

todos os continentes destacando-se como a quarta cultura em produção de grãos e a 

quinta em área cultivada no mundo, além do que o mercado de produção é promissor e 

está em expansão em todas as regiões produtoras (Castro et al., 1997). 

O óleo obtido de suas sementes (aquênios) destaca-se aqueles que por suas 

excelentes características físico-químicas, nutricionais e organoléptica, são os de melhor 

qualidade (Balla et al., 1997). As sementes podem ser utilizadas como fonte de 

proteínas, pois fornecem 45% de proteína bruta após extração do óleo (Balla et al., 

1997; Castro et al., 1997). 

As sementes de girassol apresentam dormência relativa que se manifesta sob 

incubação em baixas temperaturas (10°C), mas não em altas temperaturas (25°C) 

(Borghetti et al., 2002). Este bloqueio à germinação está localizado especificamente no 

eixo embrionário, sugerindo a existência de mecanismos de controle da germinação que 

podem ser ativados e mantidos tanto por sinais provenientes de outras partes da semente 

como por sinais provenientes do próprio eixo embrionário (Bewley & Black, 1994).  

 A aplicação do etileno nos embriões de girassol e a pós-maturação por até seis meses a 

10ºC também são tratamentos eficazes de quebra da dormência. Após tais tratamentos, 

as sementes passam a germinar quando incubadas em baixas temperaturas (Borghetti et 

al., 2002). Constata-se, pois, que existem diferentes tratamentos para quebra da 

dormência: pós-maturação, aplicação de etileno, ou mesmo incubando-se as sementes a 

25ºC. 
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4. Material e Métodos 
 
4.1 Seleção e caracterização das sementes 

Sementes de girassol (Helianthus annuus L.) utilizadas nos experimentos foram 

colhidas e fornecidas pela EMBRAPA em dois lotes em diferentes períodos, um em 

julho de 2004 e outro em julho de 2005, sendo este último um híbrido, no município de 

Dourados – MT. Estas sementes foram armazenadas em freezer (-15°C) para mantê-las 

em estado dormente durante a fase experimental, pois esta espécie apresenta dormência 

nas sementes quando recém colhidas. Para cada experimento realizado foram 

selecionadas sementes uniformes em relação ao tamanho e coloração, e descartadas 

aquelas que apresentavam alguma injúria no tegumento ou nos tecidos embrionários. 

O conteúdo de água das sementes foi obtido pesando-se, em balança analítica 

Metler Toledo (modelo College B154), 100 sementes antes e após da secagem em estufa 

a 50°C por 96 horas. O conteúdo de água foi obtido utilizando a expressão: 

CA = (PMF – PMS) x 100 / PMF 

onde, CA é o conteúdo de água da semente, PMF é o peso freso PMS é o peso seco.  

 

4.2 Estudos de quebra de dormência 

 

Para investigar a quebra da dormência de embriões de girassol utilizando alta 

temperatura e etileno como agentes, realizou-se o seguinte bioensaio (1).  

Das sementes selecionadas foram retirados os tegumentos, com auxílio de 

bisturi, ficando somente o embrião. Estes embriões foram acondicionados em tampas de 

plástico eppendorff, embebidas em 100µL de água destilada, colocados em câmara de 

germinação (Marconi MA 403) com fotoperíodo de 12 horas, e submetidos aos 

seguintes tratamentos: 

a) incubação a 10ºC. 

b) incubação a 10ºC com 50 μL/L de etileno. Para a aplicação do gás, os embriões 

foram dispostos dentro de kitassatos de 250ml (10 embriões / kitassato), fechado na 

boca com parafilme, e uma mangueira de borracha na abertura lateral que permite a 

aplicação do etileno por meio de uma seringa graduada. 

c) incubação a 30ºC. 
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Para cada tratamento foram utilizados três replicatas de 10 embriões. Foram 

conduzidas três repetições deste bioensaio. 

 

4.3 Irreversibilidade da quebra da dormência. 

  Considerando-se que embriões dormentes incubados a 30°C germinam 

rapidamente, buscou-se investigar quanto tempo de incubação a 30ºC é necessário para 

que a germinação seja induzida irreversivelmente, de maneira que a transferência para 

10ºC não mais bloqueie a germinação. Para isto, embriões foram acondicionados em 

tampas de plástico eppendorff, embebidas em 150µL de água destilada e incubados a 

30°C (fotoperíodo 12 horas) por 2, 4, 6, 8 e 10 horas, e então transferidas para 10°C. 

Os controles foram os seguintes: incubação sob temperaturas constantes de 10º 

C e 30°C. Foram utilizados 30 embriões por tratamento, e foram realizadas três 

repetições deste experimento (n=90).  

As observações foram realizadas a cada 4 horas, e os embriões germinados 

foram retirados das câmaras. 

 

4.4 Transferência para 30ºC dos embriões não germinados a 10ºC. 

Como no experimento 4.3 diversos embriões incubados a 30ºC não germinaram 

após transferidos para 10º C (ver resultados), perguntou-se se os mesmos haviam 

perdido a viabilidade ou entrado em dormência novamente. Para tal, o experimento 

anterior foi repetido, mas desta vez os embriões não germinados a 10ºC foram 

transferidos novamente para 30ºC após 24 horas do início deste experimento. De mesma 

maneira que o anterior, as observações foram realizadas a cada 4 horas até o fim do 

experimento (n=30). 
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4.5 Parâmetros de germinação 

Para calcular os parâmetros de germinação nos experimentos 4.2, 4.3 e 4.4, 

foram utilizadas as seguintes expressões abaixo, conforme Labouriau (1983). 

 

Germinabilidade:  

 %G = (Σni . N-1) . 100  onde, 

 Σni  - número total de sementes germinadas  
 N – número de sementes dispostas para germinar 
 Os dados são expressos em porcentagem 
 

Tempo médio de germinação:  

 t = Σni . ti / Σni  onde, 

 ti – tempo entre o início do experimento e a i-ésima observação (dia ou hora) 
 ni – número de sementes germinadas no tempo ti 

 Os dados são expressos em horas 
 
Variância do tempo médio: 

 tS2 = [Σni .   (ti – t)2] / (Σni  - 1) onde, 

 ti – tempo entre o início do experimento e a i-ésima observação (dia ou hora) 
 ni – número de sementes germinadas no tempo ti 
 Os dados são expressos em horas-1 

 

Desvio padrão do tempo médio: 

 St = √tS2   onde, 

 tS2 – variância do tempo médio 

 

Velocidade média de germinação: 

 v = 1 / t  onde, 

 t – tempo médio de germinação 

 

Variância da velocidade média de germinação: 

 vS2 = (v)4 . tS2  onde, 

 tS2 - variância do tempo médio de germinação 
 v = velocidade média de germinação 
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4.6 Análise estatística 

 

 As germinabilidades obtidas nos experimentos 4.2 e 4.3 foram comparadas entre 

si através dos intervalos de confiança de proporções (Tablas Científicas, Documenta 

Geigy 1965). Os tempos médios de germinação foram submetidos ao teste de Mann-

Whitney. Todas as comparações foram realizadas a 5% de probabilidade. 

 

4.7 Extração de proteínas e incorporação isotópica em embriões incubados a 10º C 

e 30º C. 

 

A fim de comparar a síntese e degradação de proteínas em embriões dormentes e 

germinantes por efeito do etileno e temperatura (30°C) foi utilizada 35S-metionina, um 

aminoácido que contém o isótopo radioativo do enxofre, e que ao ser absorvido pelos 

embriões marcam as proteínas que foram sintetizadas de novo. Este é o primeiro 

aminoácido incorporado na cadeia de polipeptídeos durante a síntese protéica em 

eucariotos (Mateus & Van Holde, 1990).  

O momento para aplicar nos embriões a 35S-metionina foi escolhido segundo os 

resultados do experimento 4.2. Então, para os tratamentos a 10°C (com ou sem etileno) 

e a 30°C os embriões foram marcados, respectivamente, 12 e 6 horas antes da extração. 

Aplicou-se 1μL (14μCi/μL) de 35S-metionina na ponta da radícula de cada embrião, 

sendo marcados 6 embriões por tratamento. A incorporação do isótopo radioativo foi 

mensurada em cintilador (ver anexo). 

Delineamento deste experimento para extração de proteínas: 
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0hs 

10°C e 10°C+etileno 
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4.8 Síntese protéica nos embriões transferidos de 30º C para 10º C, e de 10º C para 

30º C. 

A fim de investigar a síntese protéica nos embriões após a transferência de 30º C 

para 10º C, e de 10º C para 30º C, foi seguido o delineamento experimental abaixo: 

 

   

Após 8 horas de incubação a 30º C (n=100), os embriões não germinados (n=96) 

foram transferidos para 10º C, sendo 15 deles marcados com 1μL de 35S-metionina. 

briões (que não 

inaram!), e novamente foi aplicado 1μL de 35S-metionina em outros 15 embriões. 

Após mais 8 h (tempo 24 h), foi novamente feita a extração protéica dos embriões 

marcados (que também não germinaram). Vale salientar que durante este período cinco 

Após 8 h (tempo 16 h), foram extraídas as proteínas destes em
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embriões germ etionina. No 

tempo 24 h deci riões para 30º C (n=28), sendo 15 deles 

marcados com 1μL de 35S-metionina. O restante (n=28) foi mantido a 10º C, sendo 

nestes aplicado 1μL de 35S-metionina e 50 μL/L de etileno (seguindo protocolo descrito 

anteriormente). Após 8 horas de incubação nestas condições, foram extraídas as 

ente dos embriões germinados e não germinados.  

s controles deste experimento seguiram os seguintes delineamentos: 

 

 

 
            

 

as proteínas, os eixos embrionários marcados com 1μL de 35S-

metion

 

inaram, mas nenhum deles havia sido marcado com 35S-m

diu-se transferir parte dos emb

proteínas separadam

 

O

                                      

  

                            

4.9 Procedimentos para extração de proteínas e eletroforeses 

 

Para a extração d

ina foram destacados com auxílio de um bisturi, e macerados em um ependorff 

com 3μL de coquetel de inibidores de proteinases e tampão O’Farrel (1975) (uréia 

9,0M; NP-40 10%; β-mercaptoetanol 0,4%, anfólitos pH 5-7 1,6%; anfólitos pH 3,5-10 

0,4%; água deionizada) obedecendo à proporção de 40mg de matéria fresca para 500μL 

0 hs 16 hs 8 hs
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Extração de 
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30 embriões incubados a 10°C 

0 hs 8 hs1 hs 
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de tampão (anexo). Após a maceração, as amostras permaneceram em repouso 

acondicionadas em isopor com gelo por aproximadamente 30 minutos para que 

houves

 de O’Farrel (1975). Neste procedimento foram aplicadas 60μg de proteína 

em cad

 watts de potência. 

Marcad

ós a secagem os géis foram expostos aos 

filmes de raio-x para obter os fluorogramas, estes obtidos com materiais de revelação e 

fixação Kodak. O tempo de exposição dos géis foi determinado segundo a incorporação 

radioativa (anexo 3). Em anexo estão citados os protocolos com reagentes e 

procedimentos para os experimentos de síntese protéica, dosagem de proteína, 

incorporação de isótopos radioativos e revelação de fluorogramas. 

s experimentos foram conduzidos no Laboratório de Termobiologia L.G. 

Labouriau, do Departamento de Botânica da Universidade de Brasília (UnB) e nos 

do Gene e de Biologia Molecular do Departamento de 

iologia Celular da Universidade de Brasília. 

 

se a solubilização das proteínas. Após este período, foi centrifugado a 10000rpm 

por 15 minutos e em seguida o sobrenadante retirado e armazenado em freezer a –20°C 

até o momento do uso.  

A separação eletroforética em primeira dimensão foi realizada segundo a 

metodologia

a capilar, e a corrida foi mantida em 400 volts até o momento em que a 

amperagem atingisse valor constante. A quantidade de proteína aplicada nos capilares 

foi determinada pela dosagem utilizando o método descrito por Ramagli & Rodrigues 

(1985). 

 A segunda dimensão foi realizada por SDS-PAGE (Laemmli, 1970) em géis de 

poliacrilamida 12,5% e conduzidas em cuba Biorad sob alimentação constante de fonte 

Biorad com 60 mA, e regulada a máxima de 996 volts e 80

ores moleculares entre 14,4 a 97,4 KDa foram utilizadas como padrões de massa 

molecular. 

Os géis foram corados com Comassie blue G e secos em secadora Biorad 

(Model 543 Gel Dryer) a 70°C por 3 horas. Ap

O

Laboratórios de Biologia 

B
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5. Resultados e Discussão 

 

5.1 Conteúdo de água dos embriões de girassol 

 

A porcentagem do conteúdo de água obtido para cada um dos lotes (2004 e 

20 tá apre tado n xo c a, em e 

seu peso fresco, quando dispersas da planta-mãe é característico das seme s 

(Bewley & Black, 1994). Os dados mostram qu semente atingiu stado de 

aturidade fisiológica permitindo que fossem armazenadas em temperaturas negativas 

m que houvesse prejuízos aos tecidos. Desta maneira, se preserva a condição de 

rmazenadas em temperaturas acima de zero. 

Tabela

100 6,68 6,23 7,17 

05) es sen a tabela 1. O bai onteúdo de águ  torno de 5 a 10% d

ntes ortodoxa

e a um e

m

se

dormência das sementes, evitando o processo de pós-maturação que normalmente 

acontece quando a

 
 1 – Conteúdo de água das amostras de embriões de girassol (Helianthus annuus L.). 

 
Lote N Peso fresco (mg) Peso seco (mg) conteúdo água (%) 

2004 

2005 100 5,37 5,17 3,66 

 

 

5.2 Perfis de embebição de embriões dormentes e germinantes sob as temperaturas 

de 10°C e 30°C. 

 

Com objetivo de verificar o perfil de absorção antes de iniciar o alongamento 

embrionário, embriões de girassol foram embebidos em água sob as temperaturas de 

10ºC e 30ºC. 

 Os resultados apresentados (figura 1) mostram que o processo de embebição 

ocorreu tanto em sementes dormentes incubadas a 10°C quanto em sementes incubadas 

a 30°C. No entanto, o processo de embebição a 10°C foi mais lento que a 30°C, pois os 

embriões incubados a 10°C levaram mais tempo para embeber o mesmo volume de 

água que os embriões incubados a 30°C, alcançando um equilíbrio de embebição/tempo 

aproximadamente após 11 horas de incubação.  
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Figura 1. Embebição de água (em miligramas) de embriões de girassol (Helianthus annuus L.) 
do lote 2004 a 10ºC e 30ºC. N=30 por tratamento. 
 *A seta aponta no gráfico o momento em que há início de germinação na temperatura 30°C. 
 

 A absorção de água em sementes normalmente apresenta um padrão típico 

trifásico de hidratação. A fase I é rápida e dirigida pelo potencial matricial da semente 

seca, sendo este um processo físico, a fase II é normalmente caracterizada por um platô 

na embebição, e a fase III da embebição é marcada pelo aumento no conteúdo água e 

protusão da radícula (Bewley, 1997). O comportamento de absorção de água 

apresentado pelos embriões de girassol na figura 1 mostrou que houve um aumento 

progressivo do conteúdo de água e mais rápido quando incubados a 30°C que a 10°C, 

no entanto o processo trifásico de absorção neste caso não está evidente, quando refere-

se  a fase II a 30°C, pois esta é mais rápida que a fase I e em seguida já germina (como 

indicado pela seta na figura). Já os embriões incubados a 10°C apresentaram a fase I 

mais lenta em relação aos incubados a 30°C e um platô na embebição (fase II), 

momento este, em que a dormência embrionária manifesta-se, não resultando, contudo 

no alongamento embrionário.  

Desta forma, fica demonstrado que a absorção de água em embriões de girassol 

apresenta comportamentos diferentes quando incubados em diferentes temperaturas. 

 

 

 

 

 

 23



5.3 Etileno e alta temperatura quebram a dormência em embriões de girassol 

 

Com o propósito de se estabelecer os parâmetros cinéticos da germinação de 

embriões de girassol sob duas diferentes condições de temperatura, embriões dormentes 

foram incubados a 10ºC na ausência e presença de etileno, ou a 30ºC (tabela 2).  

 

Tabela 2 – Parâmetros médios de germinação de embriões de girassol (Helianthus annuus L.), 
dos lotes 2004 e 2005. Tempo médio de germinação, velocidade média de germinação, 
variância do tempo médio, desvio padrão da variância do tempo médio e variância da 
velocidade média. Dados expressos em horas. N=90 sementes por tratamento. 1

 

Parâmetro 10°C 10°C+etileno 30°C 
  2004 2005 2004 2005 2004 2005 

Tempo médio (horas) 93.5 92 56.59 a*   64.52 b 12.67 c   12.67 cd 

Germinabilidade 8,89% 2,22% 78,89% 68,89% 95,56% 92,22% 

Velocidade Média (horas -1) 1,07. 10-2 1,09. 10-2 1,77. 10-2 1,55. 10-2 7,89. 10-2 7,89. 10-2

Variância do tempo médio 
(horas 2) 7.71 0 290.79 408.52 53.52 47.34 

Desvio Padrão do Tempo 
Médio (horas) 2.78 0 17.05 20.21 7.32 6.88 

Variância da Velocidade 
Média (horas -2) 1,01. 10-7 0 2,84. 10-5 2,36. 10-5 2,07. 10-3 1,83. 10-3

 * letras diferentes dentro da mesma coluna indicam diferença estatística entre os tempos médios, 
conforme o teste do Mann-Whitney (P<0,05). Biostat 2.0. 
 

Os parâmetros de germinação apresentados na tabela 2 mostraram que a 

incubação a 30°C e aplicação do etileno agiu na quebra de dormência e influenciaram 

de forma a acelerar a germinação. Quando incubados a 30°C, há uma diminuição no 

tempo médio de germinação em torno de 7x e 4x em relação aos embriões incubados a 

10°C sem e com etileno respectivamente. Isto mostra que em temperaturas mais altas há 

tendência de maiores velocidades de germinação (Labouriau, 1970; Labouriau & 

Pacheco, 1979).  

Os resultados apresentados nas figuras 2 e 3 mostram que a dormência em 

sementes de girassol pode ser removida por aplicação de etileno e incubação em alta 

temperatura. As germinabilidades apresentadas na figura 2 são: a 10°C - 8,89% (lote 

2004) e 2,22% (lote 2005), a 10°C+etileno - 78,89% (lote 2004) e 68,89% (lote 2005) e 

a 30°C 95,56% (lote 2004) e 92,22% (lote 2005). 

 

 

                                                 
1 As medidas por repetição, utilizadas nas análises estatísticas, se encontram no anexo (6). 
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Figura 2 - Germinabilidade de embriões de girassol (Helianthus annuus L.) lotes 2004 e 2005.  
*Colunas seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente pelos intervalos de confiança das 
germinabilidades (n=90). Tablas Científicas, Documenta Geigy 1965. Concentração de etileno é 50µL/L. 

 

Quando se considera o parâmetro germinabilidade, o agente de quebra de 

dormência que melhor atua nos embriões é a alta temperatura. O alto grau de dormência 

a 10º C e sua quebra por etileno concorda com resultados obtidos por Corbineau e 

Côme (1988) e Borghetti et. al (2002), ou seja, sementes de girassol recém-colhidas 

apresentam baixa germinabilidade a baixas temperaturas. No entanto, a germinabilidade 

de 2,22% e 8,8%, nos lotes 2005 e 2004, respectivamente (figura 2), dos embriões 

incubados a 10°C é estatisticamente igual a zero (intervalo de confiança de 0 - 4,02). A 

baixa germinabilidade, no caso do lote 2005, não permite calcular a variância e desvio 

padrão do tempo médio e a variância da velocidade média (tabela 2). 

Entretanto, a alta germinabilidade apresentada pelos embriões incubados a 

10°C+etileno a 50µL/L mantém o mérito de que esta é uma forma de quebra de 

dormência eficiente, condizendo com outros trabalhos que mostram que concentrações 

de 0,1 a 200 µl l-1 de etileno são suficientes para remover a dormência primária em 

girassol e outras espécies, como a maçã (Corbineau et. al,1988; Kepczynski et al, 1977).  

Na figura 3 verificou-se que a quebra da dormência dos embriões incubados a 

30°C torna o início da germinação mais rápido e uniforme. 
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Figura 3 – Distribuição da germinação de embriões de girassol (Helianthus annuus L.) ao longo 
do tempo de incubação. Lotes 2004 e 2005 (n=90 / lote). 
 

 Os perfis de germinação de embriões apresentados nesta figura realçam a 

eficácia da quebra da dormência por alta temperatura, em relação aos embriões 

incubados a 10°C+etileno, pois atingiram maior quantidade de embriões germinados em 

menor tempo, além de ter apresentado essa quantidade concentrada entre 10 e 15 horas 

de germinação. Já os embriões incubados a 10°C+etileno, apesar de grande número de 

embriões germinados, observa-se uma germinação mais distribuída ao longo do tempo, 

entre 30 e 95 horas de incubação, e iniciou quando praticamente todos os embriões 

incubados a 30°C já haviam germinado. Porém, em relação aos embriões incubados a 

10°C, considera-se eficiente à aplicação de etileno para a quebra da dormência. 

Conclui-se, então, que a dormência manifestada em temperaturas baixas pode 

ser superada tanto por tratamento com o fitohormônio etileno, como por temperatura 

mais alta. No entanto o tratamento com alta temperatura é mais barato, mais fácil de ser 

aplicado, independe do fornecimento do hormônio. E além disto resultou em maior 

porcentagem de germinação. 

 

5.4 Quanto maior o tempo de incubação a 30ºC, maior a germinabilidade dos 

embriões após transferência para 10ºC. 

Com objetivo de investigar a quebra de dormência a 30°C, embriões de girassol 

foram incubados por tempos crescentes nesta temperatura, e posteriormente transferidos 

para 10ºC. Verificou-se que, quanto maior a duração do tratamento a 30ºC, maior foi à 

velocidade de germinação e a germinabilidade dos embriões após a transferência para 
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10ºC (figura 4). Isto mostra que a remoção da dormência a 30ºC é gradativa. 

Embriões incubados por mais de 8 horas nesta temperatura iniciaram a germinação 

antes da transferência.  

Mesmo incubando os embriões a 30ºC por 10 horas, a posterior transferência 

para 10°C não assegurou alta germinabilidade e velocidade de germinação, quando 

comparado aos embriões que permaneceram continuamente a 30°C. 
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Figura 4 – Germinação de embriões de girassol (Helianthus annuus L.) a 10°C após diferentes 
tempos de incubação a 30°C (2; 4; 6; 8 e 10 horas), e germinação de embriões de girassol a 
30ºC e 10°C sem mudança de temperatura. (n=90 / tratamento) 

 
      

Vale ressaltar que o tempo zero de contagem de embriões germinados ao final 

do experimento foi a partir do momento de transferência, ou seja, embriões que 

germinaram antes da transferência foram retirados da contagem, como no caso da 

transferência a 8 e 10 horas que havia 22,22% e 26,66% de germinabilidade, 

respectivamente, no momento da transferência.  

Comparando-se as germinabilidades entre os tratamentos, podemos considerar 

que, em relação ao controle a 30°C (G=97,78%), menores tempos de incubação nesta 

temperatura resultaram em menores germinabilidades (figura 5). Após as transferências 

para 10°C as germinabilidades foram: 2 horas – 3,33%; 4 horas – 11,11%; 6 horas – 

22,22%; 8 horas – 32,50% e 10 horas 46,97%. Isto mostra que a quebra da dormência 

por efeito da temperatura de 30ºC é gradativa.  
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Figura 5 – Germinabilidade de embriões de girassol (Helianthus annuus L.) a 10ºC após 
incubação por diferentes períodos de tempo a 30ºC, e germinação de embriões mantidos 
continuamente a 10°C e 30ºC. Lote 2005  
* Colunas seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente pelos intervalos de confiança 
das germinabilidades (n=90 / tratamento) Tablas Científicas, Documenta Geigy 1965. 
       

Os parâmetros de germinação indicados na tabela 3 mostram que os tempos 

médios de germinação não são diferentes estatisticamente, exceto o tratamento após 2 

horas.  

 
Tabela 3 – Germinação de embriões de girassol (Helianthus annuus L.) após transferência de 
30°C para 10°C, lote 2005.  
 

Tratamento N 
Tempo 
Médio 

Germinação 
(horas) 

Velocidade 
Média 

(horas -1) 

Variância da 
Velocidade 

Média (horas -2) 

Variância do 
Tempo Médio 

(horas2) 
Desvio Padrão 
Tempo Médio 

30°C 90 12,82  a 7,80.10-2 3,22.10-4 8,70 2,94 
Após 2h  90 53,00  b 1,89.10-2 7,27.10-6 57,33 7,57 
Após 4h 90 20,40  a 4,09.10-2 2,80.10-3 484,27 22,00 
Após 6h  90 21,40  a 4,67.10-2 8,53.10-4 178,99 13,37 
Após 8h  80 15,15  a 6,60.10-2 3,27.10-3 172,54 13,13 
Após 10h  66 9,29  a 10,8.10-2 1,28.10-2 95,61 9,77 

* letras iguais dentro da mesma coluna indicam que não há diferença estatística entre os tempos médios, 
conforme o teste do Mann-Whitney (P<0,05). Biostat 2.0. 
  

Observa-se também que períodos crescentes de incubação a 30ºC aumentam a 

uniformidade na germinação, conforme pode se constatar na redução dos desvios 

padrões (tabela 3). 

Em relação à pequena germinação após 2 horas de incubação a 30°C, pode-se 

inferir que não houve tempo suficiente de embebição para que fossem realizados os 

processos metabólicos que ativassem a germinação nos embriões (figura 1), como nos 
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embriões que ficaram mais tempo incubados a 30°C. O tempo médio e a velocidade de 

germinação deste tratamento mostraram-se semelhantes ao apresentado pelos embriões 

incubados a 10°C+etileno (tabela 2). Porém, ao contrário dos embriões incubados a 

10°C+etileno, os embriões transferidos após 2 horas de incubação a 30°C germinaram 

quantitativamente semelhantes aos incubados continuamente a 10°C, sem etileno (figura 

2).  

Nos demais tempos de transferências (4, 6, 8, e 10 horas) as velocidades médias 

aumentaram gradativamente com o aumento do tempo de incubação a 30ºC, 

reafirmando os resultados já observados anteriormente que a quebra da dormência é um 

processo progressivo. 

Os resultados apresentados sugerem que houve quebra de dormência nos 

embriões de forma gradual, mas, no entanto, quando transferidas para 10°C houve um 

aparente recuo no processo, não permitindo atingir alta germinabilidade como nos 

embriões incubados continuamente a 30°C (figura 4).  

 

5.5 Germinabilidade após retorno de embriões de girassol a temperatura inicial de 

incubação. 

 

Após os resultados apresentados no qual a temperatura influenciou na cinética da 

germinação o seguinte experimento tem o objetivo de verificar se o perfil da 

germinação dos embriões que ao retornarem para incubação na temperatura inicial 

(30°C) retomam a velocidade de germinação.  
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Figura 6: Germinabilidade de embriões de girassol (Helianthus annuus L.) após transferência de 
30°C para 10°C (em verde); após esta transferência, os embriões que não germinaram a 10ºC 
foram novamente transferidos para 30°C (em roxo). Germinabilidade dos embriões mantidos 
continuamente a 30ºC (n=30 / tratamento). 
 
 
 Os resultados apresentados na figura 6 mostram que os embriões de girassol ao 

serem transferidos de 30ºC para 10°C apresentam um gradativo aumento na 

germinabilidade, corroborando com os dados anteriormente mostrados. As 

germinabilidades alcançadas pelos embriões após transferência de 30°C para 10°C: 2 

horas (0), 4 horas (3,33%), 6 horas (16,66%), 8 horas (14,28%) e 10 horas (31,81%). No 

entanto, devido à baixa germinação em relação aos embriões incubados continuamente a 

30ºC, a questão foi verificar se os embriões que não germinaram a 10ºC haviam entrado 

novamente em dormência, ou perdido a viabilidade. Para isto, os embriões que após 24 

horas não haviam ainda germinado a 10°C, foram novamente transferidos para 30°C. 

Com a transferência, estes apresentaram uma retomada na germinação, atingindo um 

aumento significativo na germinabilidade (figura 6 – em roxo). As germinabilidades 

após o retorno a 30°C foram: 2 horas (76,67%), 4 horas (93,10%), 6 horas (88%), 8 

horas (79,16%) e 10 horas (77,77%) e do controle contínuo a 30°C (96,67%).  

Os resultados mostram que os embriões transferidos para 10ºC não perderam 

viabilidade, pois sua transferência de volta a 30ºC resultou em alta germinabilidade. 

Então, isto permite concluir que os embriões, ao serem transferidos para a temperatura 

mais baixa, expressaram novamente a dormência. 

  Os parâmetros de germinação apresentados na tabela 4 mostram que os 

tempos médios não se apresentaram similares ao controle (contínuo a 30ºC), 

provavelmente pelo variado número de embriões que germinaram. Entretanto, a 
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uniformidade de germinação foi similar, a julgar pelos desvios padrões dos tempos 

médios (tabela 4).  

 
Tabela 4 - Parâmetros de germinação de embriões de girassol (Helianthus annuus L.) após a 
transferência de 30°C para 10°C, lote 2005. Tempo médio de germinação, velocidade média de 
germinação, variância do tempo médio, desvio padrão da variância do tempo médio e variância 
da velocidade média. Dados expressos em horas. N=30 sementes por tratamento (controle, após 
2, 4 e 6 horas) N=28 (após 8 horas) e N=22 (após 10 horas). 
 

Tratamento N 
Nº 

embriões 
germinados 

Tempo 
Médio 
(horas) 

Variância 
do Tempo 

Médio 
(horas2) 

Desvio 
Padrão 
Tempo 
Médio 

Velocidade 
Média 

(horas -1) 

Variância da 
Velocidade Média 

(horas -2) 

30° (controle) 30 29 12.97 4.18 2.04 7,71.10-2 1,48.10-4

Após 2h  30 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0,00 
Após 4h  30 1 8.00 0.00 0.00 1,25.10-1 0,00 
Após 6h  30 5 20.00 8.00 2.82 5.10-2 5,00.10-5

Após 8h  28 4 15.00 4.00 2.00 6,67.10-2 7,90.10-5

Após 10h  22 7 5.71 4.57 2.13 1,75.10-1 4,29.10-3

 

 Os parâmetros de germinação dos embriões não germinados a 10ºC, e 

transferidos de volta a 30ºC, estão apresentados na tabela 5. Observa-se certa 

heterogeneidade entre os parâmetros de germinação, provavelmente devido ao baixo 

número de embriões germinados. Entretanto, corrobora que os embriões estavam 

viáveis a 10ºC, mas não germinaram. 

 

Tabela 5 - Parâmetros de germinação de embriões de girassol (Helianthus annuus L.) a 30ºC 
após 24 horas de incubação a 10°C, lote 2005. Os tratamentos se referem aos períodos de 
incubação a 30ºC, antes da transferência a 10º C. 
 

Tratamento N 
Nº 

embriões 
germinados 

Tempo 
Médio 
(horas) 

Variância 
do Tempo 

Médio 
(horas2) 

Desvio 
Padrão 
Tempo 
Médio 

Velocidade 
Média 

(horas -1) 

Variância da 
Velocidade 

Média (horas -2) 

30° (controle) 30 29 12.97 4.18 2.04 7,71.10-2 1,48.10-4

Após 2h 30 23 22.61 80.89 8.99 4,42.10-2 3,10.10-4

Após 4h  29 27 19.11 84.10 9.17 5,3.10-2 6,30.10-4

Após 6h  25 22 8.40 9.94 3.15 1,9.10-1 2,0.10-3

Após 8h  24 19 18.10 82.59 9.08 5,53.10-2 7,70.10-4

Após 10h  15 14 9.14 18.29 4.27 1,09.10-1 2,62.10-3

 

 De maneira geral, os resultados permitem concluir que a dormência em 

girassol é uma característica que se manifesta apenas em temperaturas baixas. Tanto a 

incubação em etileno, quanto à transferência dos embriões para temperaturas mais altas, 

promovem a germinação. Além disto, a decisão de germinar parece ser um processo 

progressivo, ou ocorrer pouco antes da protrusão da radícula, de acordo com os 
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resultados obtidos com os experimentos de transferência dos embriões de 30ºC para 

10ºC. Com o propósito de se investigar este processo em nível bioquímico, partiu-se 

para estudos proteômicos da quebra da dormência de girassol, através de experimentos 

de eletroforeses e fluorogramas.  

 

5.6 Perfis eletroforéticos de embriões de girassol dormentes, germinantes e 
germinados. 
 

Proteínas destacadas nas elipses na sua maioria são comuns a todos os géis, mas 

nem todas estão presentes nos fluorogramas. Isto sugere que tais proteínas não são 

sintetizadas de novo, provavelmente não tendo participação direta no metabolismo 

iniciado com a embebição. 

A maior parte das proteínas sintetizadas de novo ocorrem na faixa ácida, abaixo 

de ~pH6,8, e  acima de ~31KDa. A grande quantidade e sobreposição de spots nesta 

região limitam uma análise e comparação mais precisa. Quando possível isto foi 

realizado, mas as comparações entre géis e fluorogramas dentro de um mesmo 

tratamento, e entre diferentes tratamentos, predominam na faixa de peso molecular 

abaixo de 31KDa. 

 

5.6.1 Perfis eletroforéticos de embriões dormentes e germinantes 
 
 Com o objetivo de verificar se proteínas de embriões de girassol, dormentes e 

germinantes, que são removidas ou sintetizadas sob o efeito do tratamento com etileno a 

10°C são as mesmas pelo tratamento de alta temperatura (30°C), foram analisados os 

perfis de géis NEPHGE-PAGE e fluorogramas (figuras 7, 8 e 9). 

 
 10°C (Figura 7): 

Gel e fluorograma (figuras 7A e 7B): No gel obtido de embriões dormentes, as 

setas 1, 4, 5, 6, 7 e 8 indicam proteínas que aparecem fracamente no gel, mas estão 

bem definidas no fluorograma. As setas 1, 6 e 8 indicam proteínas com 

correspondentes nos géis 8A e 9A. As setas 2, 3 e 4 indicam proteínas que somente 

são sintetizadas neste tratamento, não havendo correspondente nos demais géis. 
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 10°C+etileno (figura 8): 

Gel e fluorograma (figuras 8A e 8B): o gel obtido de embriões germinantes 

(incubados por 12 horas a 10°C com etileno) é muito semelhante ao perfil do 

tratamento dos embriões incubados a 10°C sem etileno (figura 7A), sendo que as 

pequenas diferenças foram apresentadas somente no respectivo fluorograma 8B, no 

qual a seta 10 indica a síntese de uma proteína de baixo peso molecular e há 

correspondente somente no fluorograma 9B. As setas 7 e 9 apresentaram uma fraca 

síntese de duas proteínas e que há semelhança somente na figura 7B.   

 

 10°C (figura 9): 

Gel (figura 9A): neste gel foi obtido o perfil de embriões também germinantes 

(incubados por 8 horas a 30°C) e apresenta poucas diferenças em relação aos géis 

8A e 9A. As setas 11, 12, 13 e 14 indicaram a presença de proteínas que não 

apresentaram correspondentes com os demais géis (7A e 8A). Já as setas 10 e 11 

indicam proteínas de baixo peso molecular que estão presentes somente neste 

fluorograma. 

 

 Na tabela 6 se encontram os pesos moleculares e pontos isoelétricos dos 

polipeptídeos indicados nas figuras anteriores. 
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Figura 7 – Gel (7A) e fluorograma (7B) de amostra  de 
embriões de girassol (65 μg), incubados por  36 horas a 
10°C. Os embriões foram marcados com 35S-met 12 horas 
antes da extração das proteínas (embriões dormentes). 
Setas pretas indicam proteínas específicas deste 
tratamento, setas rosa indicam proteínas similares 
presentes nos três tratamentos comparativos (bioensaio de 
estudos de quebra da dormência) e setas verdes indicam 
proteínas presentes em somente dois tratamentos  
comparativos. 

 

Figura 8 – Gel (8A) e fluorograma (8B) de amostra  de 
embriões de girassol (65 μg), incubados por 12 horas a 
10°C com etileno. Os embriões foram marcados com 
35S-met 6 horas antes da extração das proteínas 
(embriões germinantes). Setas pretas indicam 
proteínas específicas deste tratamento, setas rosa 
indicam proteínas similares presentes nos três 
tratamentos comparativos (bioensaio de estudos de 
quebra da dormência), setas verdes indicam proteínas 
presentes em somente dois tratamentos comarativos.  

 

Figura 9 – Gel (9A) e fluorograma (9B) de amostra  
de embriões de girassol (65 μg), incubados por 8 
horas a 30°C. Os embriões foram marcados com 35S-
met 6 horas antes da extração das proteínas 
(embriões germinantes). Setas pretas indicam 
proteínas específicas deste tratamento, setas rosa 
indicam proteínas similares presentes nos três 
tratamentos comparativos (bioensaio de estudos de 
quebra da dormência), setas verdes indicam 
proteínas presentes em somente dois tratamentos 
comparativos.  
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Tabela 6 - Proteínas apontadas para comparações nos géis e fluorogramas das 
figuras 7, 8 e 9. 

 Proteína PM (KDa) 
aproximado 

PI 
aproximado 

Figura 7 1 14,4 8,25 
 2 16,0 8,25 
 3 19,0 8,5 
 4 16,0 7,16 
 5 21,5 6,34 
 6 20,0 7,16 
 7 64,0 7,0 
 8 64,0 7,8 
 9 66,2 7,8 

Figura 8 1 14,4 8,25 
 5 21,5 6,34 
 6 20,0 7,16 
 8 64,0 7,8 
 7 64,0 7,0 
 9 66,2 7,8 
 10 16,0 7,16 

Figura 9 1 14,4 8,25 
 6 21,5 5,18 
 8 64,0 7,8 
 10 16,0 7,16 
 11 20,0 6,34 
 12 23,0 8,75 
 13 31,0 7,0 
 14 33,0 7,16 

 
De maneira geral, os géis apresentam perfis semelhantes. Apesar das 

similaridades qualitativas entre os perfis protéicos de embriões dormentes e 

germinantes, os tratamentos de quebra de dormência apresentam pequenas distinções 

quando comparados ao controle, e quando comparados entre si. A maioria das proteínas 

sintetizada de novo não coincide com as já presentes no embrião. 
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5.6.2 Perfil eletroforético de embriões germinados e não germinados após 

transferências entre temperaturas 

 

 Com o objetivo de analisar os perfis protéicos de embriões de girassol tratados 

com diferentes temperaturas, com ou sem aplicação de etileno, foram delineados 

experimentos de transferência dos embriões de temperaturas baixas para altas, e vice e 

versa. Além disto, os embriões não-germinados na temperatura mais baixa ou 

receberam etileno ou foram transferidos para 30ºC, sendo posteriormente solubilizadas 

as proteínas para efeitos de comparação aos perfis de embriões não-germinantes. Foram 

comparados também perfis de embriões não germinados com germinados.  

 

 Figura 10: Observou-se que esta figura aparentemente apresenta maior 

quantidade de proteínas que os demais géis e fluorogramas (figuras 11 e 12). 

Gel (10A): no gel obtido de embriões germinantes, as proteínas indicadas pelas 

setas 1, 3, 4, 5, 6, 7 e 8  são fracamente expressas no gel, e somente a proteína  

indicada pela seta 8 tem proteína correspondente nos géis 11A e 12A, indicadas 

pelas setas 12 e 17, respectivamente. 

Fluorograma (10B): as setas 1, 2 e 3 indicam proteínas que foram sintetizadas 

intensamente e bem definidas em relação ao gel 10A. Somente as proteínas 

indicadas pelas setas 2 e 8 tem correspondentes nos fluorogramas 11B e 12B; a 

seta 2 corresponde as setas 9 e 13 , figuras 11B e 12B, respectivamente;  e a seta 

8 corresponde a seta 12 e a seta 17 nas figuras 11B e 12B, respectivamente. 

 

 Figura 11: 

Gel (11A): no gel obtido de embriões germinados, a proteína indicada pela seta 

12 tem correspondente nos géis 10A e 12A, que são as indicadas pelas setas 8 e 

17, respectivamente.  

Fluorograma (11B): A seta 10 indica uma proteína ausente nos fluorogramas 

10B e 12B.     

 

 Figura 12: 

Gel (12A): sutis diferenças são detectadas neste gel, obtido de embriões não 

germinados, em relação ao gel 11A. As mais representativas são as proteínas de 

baixo e médio peso molecular indicadas pelas setas 14 e 15. 
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Fluorograma (12B): a proteína indicada pela seta 15 não está presente no 

fluorograma 11B, e a proteína indicada pela seta 14 é fracamente sintetizada 

neste fluorograma e pouco aparece no respectivo gel. A seta 14 indica uma 

proteína sem correspondente nos demais fluorogramas.  

 

 Na tabela 7 se encontram os pesos moleculares e pontos isoelétricos dos 

polipeptídeos indicados nas figuras 10, 11 e 12. 
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Figura 10 – Gel (10A) e fluorograma (10B) de amostra  
de embriões de girassol (65 μg), incubados por 16 horas a 
10°C. Os embriões foram marcados com 35S-met 8 
horas antes da extração das proteínas (embriões não 
germinados). Setas pretas indicam proteínas específicas 
deste tratamento, setas rosa indicam proteínas similares 
presentes nos três tratamentos comparativos (10°C+etileno 
- após transferências de temperatura).  

Figura 11 – Gel (11A) e fluorograma (11B) de amostra 
de embriões de girassol (65 μg) incubados a 30º C por 8 
horas, e transferidos para 10°C. Após 16 horas sem 
germinar, foi aplicado etileno (50 μL/L) e 35S-met  
por 8 h antes da extração das proteínas (embriões 
germinados). Setas pretas indicam proteínas específicas 
deste tratamento, setas rosa indicam proteínas similares 
presentes nos três tratamentos comparativos 
(10°C+etileno - após transferências de temperatura).  

Figura 12 – Gel (12A) e fluorograma (12B) de amostra 
de embriões de girassol (65 μg) incubados a 30º C por 8 
horas, e transferidos para 10°C. Após 16 horas sem 
germinar, foi aplicado etileno e 35S-met por 8 h antes 
da extração das proteínas (embriões não 
germinados). Setas pretas indicam proteínas específicas 
deste tratamento, setas rosa indicam proteínas similares 
presentes nos três tratamentos comparativos 
(10°C+etileno - após transferências de temperatura).  
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Tabela 7 – Proteínas apontadas para comparações nos géis e fluorogramas das 

figuras 10, 11 e 12. 

 

 Proteína 
PM (KDa) 

aproximado

PI 

aproximado 

Figura 10 1 21,5 6,78 

 2 16,0 6,8 

 3 20,0 7,20 

 4  21,5 6,8 

 5 28,0 6,78 

 6 31,0 6,78 

 7 32,0 6,8 

 8 46,0 7,8 

Figura 11 2 16,0 6,8 

 8 46,0 7,8 

 9 22,0 7,20 

 10 44,0 6,8 

Figura 12 2 16,0 6,8 

 8 46,0 7,8 

 11 20,0 6,21 

 12 32,0 7,8 

 13 44,0 6,8 

 

 

Foi observada que entre estes tratamentos há uma maior síntese de proteínas 

quando os embriões são incubados continuamente a 10°C, sem pré-tratamento. Os perfis 

protéicos das figuras 11 e 12, em que os embriões foram pré-tratados por 8 horas a 

30°C, transferidos para 10ºC, e posteriormente aplicado o etileno, são também bastante 

semelhantes. De maneira geral, proteínas de baixo peso molecular aparecem nos géis 

dos embriões não-germinantes (figuras 10A e 12A), mas não aparecem no gel de 

embriões germinantes (11A). Tal fato se evidencia nos fluorogramas 10B, 11B e 12B, 

que apresentam a síntese de uma mesma proteína, indicada pelas seta 2. mas que nos  

fluorogramas de embriões não germinados (figuras 10B e 12B) se encontra ligeiramente 
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mais intensa. Isto pode estar resultando do efeito de baixa temperatura nos embriões, 

e/ou conseqüência da não germinação. 

 

 Figura 13: 

Gel (13A): no gel obtido de embriões germinados, as proteínas indicadas pelas 

setas 7 e 8 mostram que estas apresentam correspondência nos géis 14A e 15A; 

a seta 6 mostra corresponde somente no gel 14A  

Fluorograma (13B): as setas 1, 2, 3 e 4 indicam que as proteínas são 

apresentadas somente neste fluorograma. 

 

 Figura 14: 

Gel (14A): no gel obtido de embriões germinados, as setas 9, 10, 11 e 12 

indicam que estas proteínas apresentam-se somente neste tratamento, não 

havendo correspondente em nenhum dos demais géis (13A e 15A). 

Fluorograma (14B): as setas 9, 10 e 12 indicam que estas proteínas foram 

sintetizadas. A proteína indicada pela seta 11 está presente no fluorograma, mas 

não no seu respectivo gel. 

 

 Figura 15: 

Gel (15A): o gel obtido de embriões ainda não germinados é muito semelhante 

aos demais géis. A baixa definição deste gel, entretanto, limita uma comparação 

mais precisa.  Apresentando particularmente uma fraca síntese de proteínas. 

 Fluorograma (15B): as proteínas indicadas pelas setas 14 e 15 não estão 

presentes no respectivo gel (15A), nem apresentam correspondência nos demais 

fluorogramas. 

 

 Na tabela 8 se encontram os pesos moleculares e pontos isoelétricos dos 

polipeptídeos indicados nas figuras 13, 14 e 15. 
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Figura 13 – Gel (13A) e fluorograma (13B) de amostra 
de embriões de girassol (65 μg) incubados a 30°C por 
16 horas. Foi aplicado 35S-met 8 h antes da extração 
das proteínas (embriões germinados). Setas pretas 
indicam proteínas específicas deste tratamento, setas 
rosa indicam proteínas similares presentes nos três 
tratamentos comparativos (30°C - após transferências de 
temperatura), setas verdes indicam proteínas similares 
somente em dois tratamentos comparativos.   

 

Figura 14 – Gel (14A) e fluorograma (14B) de amostra 
de embriões de girassol (65 μg) incubados a 30º C por 8 
horas, e transferidos para 10°C. Após 16 horas sem 
germinar, os embriões foram transferidos novamente 
para 30ºC e aplicado 35S-met por 8 h antes da 
extração das proteínas (embriões germinados). Setas 
pretas indicam proteínas específicas deste tratamento, 
setas rosa indicam proteínas similares presentes nos três 
tratamentos comparativos (30°C - após transferências de 
temperatura), setas verdes indicam proteínas similares  
somente em dois tratamentos comparativos. 

Figura 15 – Gel (15A) e fluorograma (15B) de amostra 
de embriões de girassol (65 μg) incubados a 30º C por 8 
horas, e transferidos para 10°C. Após 16 horas sem 
germinar, os embriões foram transferidos novamente 
para 30ºC e aplicado 35S-met por 8 h antes da 
extração das proteínas (embriões ainda não 
germinados). Setas pretas indicam proteínas específicas 
deste tratamento, setas rosa indicam proteínas similares 
presentes nos três tratamentos comparativos (30°C - 
após transferências de temperatura), seta verde indica 
proteína similar somente em dois tratamentos 
comparativos. 
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Tabela 8 – Proteínas apontadas para comparações nos géis e fluorogramas das 

figuras 13, 14 e 15. 

 Proteína 

PM (KDa) 

aproximado

PI 

aproximado 

Figura 13 1 23,0 7,20 

 2 17,0 7,75 

 3 19,0 7,8 

 4 22,0 7,20 

 5 29,0 5,5 

 6 46,0 7,75 

 7 31,0 5,54 

 8 30,0 5,54 

Figura 14 5 29,0 5,5 

 7 31,0 5,54 

 8 30,0 5,54 

 9 18,0 6,21 

 10 19,0 6,21 

 11 20,0 6,8 

 12 46,0 7,20 

Figura 15 6 46,0 7,75 

 7 31,0 5,54 

 8 30,0 5,54 

 13 14,0 7,75 

 14 21,5 7,20 

 15 25,0 7,8 

 

  

De forma geral, as proteínas de baixo peso molecular expressas com maior 

evidência nos fluorogramas, podem estar relacionadas com a síntese de proteínas de 

estresse (HSP- Heat Shock Proteins) (Waters et al.,1996). Isto fica mais evidente nos 

tratamentos de transferência de temperaturas entre 30 e 10ºC. Estas proteínas podem ser 

sintetizadas para a recuperação de estresses osmótico e hídrico, como no caso do 

girassol, segundo os resultados observados nos estudos de Coca et al. (1994). No 

entanto, os perfis protéicos apresentados mostram a síntese de proteínas de baixo peso 
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molecular, diferenciando a manifestação de embriões germinados, germinantes e não 

germinados, após as mudanças de temperaturas. Isto permite sugerir que as proteínas de 

baixo peso molecular encontradas no presente estudo possam resultar do estresse 

térmico a que foram submetidas. A faixa de pesos moleculares destas proteínas estão 

dentro da faixa de peso molecular (entre 14-18 KDa) obtidos no trabalho de Coca et al 

(1994).  

 Os estudos mostraram diferenças sutis nos géis e fluorogramas de embriões 

dormentes e germinantes, submetidos a diferentes tratamentos térmicos. Embora os 

dados apresentados e suas interpretações estejam de acordo com a literatura, não está 

claro qual ou quais as proteínas, de fato, estão envolvidas no controle da germinação. 

Uma análise mais profunda destas diferenças como a identificação das proteínas cuja 

síntese se mostrou diferencial entre embriões germinantes e não germinantes permitirá 

maior conhecimento quanto ao mecanismo de controle da dormência e germinação de 

sementes.  
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6. Conclusões 

 

• Os embriões de girassol quando recém-colhidos se apresentam dormentes 

quando incubados a 10°C. 

• A quebra da dormência em embriões de girassol ocorre quando estes são 

incubados a 30°C e/ou quando são incubados a 10°C na presença de etileno. 

• A germinação dos embriões de girassol a 30ºC apresentou menor tempo médio 

de germinação, menor desvio padrão e maior germinabilidade em relação aos 

embriões germinados a 10ºC. 

• A quebra da dormência é mais rápida e uniforme quando os embriões de girassol 

são incubados a 30°C que quando incubados a 10ºC com etileno. 

• A quebra da dormência a 30ºC em embriões de girassol é um processo 

gradativo. 

• Os perfis protéicos de embriões dormentes e germinantes de girassol se 

apresentaram bastante similares. 

• A presença de proteínas de baixo peso molecular encontradas nos perfis 

protéicos dos experimentos de quebra da dormência e dos experimentos de 

transferências de temperaturas sugere que estas resultam do estresse térmico a 

que foram submetidas, e que elas podem estar relacionadas com a quebra da 

dormência.  
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8. Anexo 
 

Protocolos utilizados nos experimentos de extração de proteínas, eletroforeses e 
fluorogramas. 
 
1 - Coquetel de Inibidores de Proteases 

 
Diluiu-se 3 inibidores em 250 μL de tampão (Tris-HCl 10 mM, pH 7,4), 

respeitando as seguintes concentrações: 
TPCK: Concentração de uso de 50 mg/mL. 
TLCK: Concentração de uso de 50 mg/mL. 
Leupeptina: Concentração de uso de 2 mg/mL. 
 

O coquetel foi preparado na hora do uso. 

 
 
2 - Quantificação protéica (Método de Bradford modificado)
 
Procedimentos 
• Tampão Bradford comercial da Biorad foi diluído na proporção de 4mL de água 

para 1mL do Bradford totalizando uma quantidade final suficiente para construir a 
curva padrão e para quantificar as proteínas das amostras desejadas. 

• Para construir a curva padrão (absorbância x concentração de proteínas) colocou-se 
em ependorfs identificados as seguintes medidas: 

 
Estoque BSA 
(1000μg/mL) 

Água 
(μL) 

Bradford 1X 
(μL) 

[  ] final de BSA 
(μg/mL) 

0 
4 
8 
12 
16 
20 

20 
16 
12 
8 
4 
0 

1000 
1000 
1000 
1000 
1000 
1000 

0 
4 
8 
12 
16 
20 

 
• A leitura da curva foi feita em espectofotômetro (marca Hitachi), que havia sido 

ligado pelo menos 30 minutos antes da leitura das absorbâncias. 
• Ajustou-se, no aparelho, o comprimento de onda desejado: 595 nm. 
• O aparelho foi zerado (branco) com: 20μL de água + 1000 μL de Bradford. 
• Fez-se a leitura das amostras em ordem crescente de conteúdo de BSA para a 

obtenção da curva padrão. 
• Para a leitura das amostras com conteúdo protéico desconhecido dissolveu-se 2μL 

da amostra + 2μL de HCl 0,1N + 16μL de água + 1000 μL de Bradford.. 
• O zero das amostras com conteúdo protéico desconhecido foi determinado diluindo-

se 2μL do tampão O´Farrel + 2μL de HCl 0,1N + 16μL de água + 1000 μL de 
Bradford.. 

• Para a leitura, transferiu-se as amostras dos ependorfs para cubetes apropriados para 
o espectofotômetro. 
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• A leitura das amostras foi realizada em duplicata.  
• Para a construção do gráfico da curva padrão e para a obtenção da quantidade de 

proteínas das amostras utilizou-se a planilha do Excel apresentada abaixo. Salienta-
se que as curvas só são apresentadas quando todos os dados estão na planilha. 

 

Curva Padrão - Bradford

0
0,2

0,4
0,6
0,8

1
1,2

0 5 10 15 20 25

concentração BSA (mg/mL)

A
bs

. 5
95

 n
m

ABS 595 nm Linear (ABS 595 nm)

 
 
[BSA] ABS.  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Equação da 
Reta  

      

y = ax + b 0,0097 0,0667     
Amostras Leitura [concent.] Volume [Estoque] Volume p 50 ug  
1 0,0000 -6,8763 0 #DIV/0! #DIV/0! uL 
2 0,0000 -6,8763 0 #DIV/0! #DIV/0! uL 
3 0,0000 -6,8763 0 #DIV/0! #DIV/0! uL 
4 0,0000 -6,8763 0 #DIV/0! #DIV/0! uL 
 
3 - Incorporação isotópica 

1. Cortou-se papéis filtro de 1 cm². 
2. Colocou-se 1 μL do lisado sobre o papel e deixar secar. 
3. Colocou-se os papéis em 10 mL de TCA 10% no gelo por 10 min. 
4. Transferiu-se os papéis para 5 mL de TCA 5% e ferveu-se por 5 min. 
5. Transferiu-se os papéis para 5 mL de TCA 5% no gelo por 5 min. 
6. Lavou-se os papéis em 5 mL de metanol por 2 min. 
7. Em seguida, lavou-se os papéis em 5 mL de acetona por 2 min. 
8. Deixou-se os papéis secarem¹ e mediu-se a radioatividade no cintilador.  
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 Solução para o cintilador: 
 PPO   5 g 
 POPOP  0,3 g 
 Tolueno q.s.p. 1litro 
  

Colocou-se os papéis nos tubos apropriados e adicionou-se a solução acima. 
 

1. Ajustou-se os tubos no carretel, e na frente deste encaixou-se o programa 
apropriado ( protocolo 3 -  35S). 

2. O programa apropriado para a leitura do isótopo em consideração foi escolhido 
no menu da tela do computador, onde também ajustou-se o tempo de leitura. 

3. Instalou-se o carretel dentro do cintilador, iniciou-se a leitura e aguardou-se a 
impressão do resultado. No presente caso, considerou-se que uma incorporação 
satisfatória registra uma leitura entre 20.000 e 50.000 c.p.m. 

4. Foi feito o controle. Este passou apenas pelas etapas 1, 2 e 8 do protocolo acima. 
 

4 - Eletroforese em Primeira Dimensão 
 
 Seguem as tabelas com as quantidades e concentrações dos tampões e soluções 
utilizados nas eletroforeses, assim como a composição dos géis e as condições de 
corrida. 
 

Tampão de lise (1X) * 
Reagente Quantidade Concentração 

Uréia 
5,0 g 9,0M 

NP-40 10% 2,0 mL 2,0% 
Anfólitos  pH 5-7 400 μL 1,6% 
Anfólitos  pH 3,5-10 100 μL 0,4% 
β-mercaptoetanol 0,5 mL 5,0% 
Água q.s.p volume final  

Volume Final 
10 mL  

* evitar manuseio brusco e /ou excessivo pois a amostra é muito espumante. 
 

Tampão Overlay * 
Reagente Quantidade Concentração 

Uréia 
4,8 g 8,0 M 

NP-40  10% 1 mL 1,0 % 
Anfólitos  pH 5-7 200 μL 0,8 % 
Anfólitos  pH 3,5-10 50 μL 0,2 % 
Água q.s.p. volume final  

Volume Final 10 mL  
* adicionar traços de verde de metila para o acompanhamento visual da corrida. Fazer 
usando os mesmos reagentes do tampão de lise, principalmente os anfólitos. 

 

 

 52



Confecção dos Géis 
Reagente 2-D ITC 

Uréia 
5,0 g 

Água 2,0 mL 
NP-40  10% 2,0 mL 
Anfólitos pH 3,5-10 500 μL 
Anfólitos pH 3.5-5 
Anfólitos pH 4-6.5 

- 
- 

Anfólitos pH 5-7 - 
Sol. Acrilamida-Bis. 30% 1,3 mL 
APS 10 % * 15 μL 
TEMED * 10 μL 

* Aplicados no momento do preparo do gel. 
 
 

Soluções Estoque 
 

Acrilamida 30% (p/v) 
Acrilamida  28,2 g  5.64 g        2,82g 
bis-acrilamida  1,8 g  0.36 g        0,18g 
água destilada qsp 100 mL 20 mL       10 mL 

 

♦ 

♦ 

♦ 

♦ 

♦ 

NP-40 10% (v/v) 
NP-40   5 mL 
água Milli-Q  45 mL 

 
Estoque Ácido fosfórico (H3PO4) 0,03 M  (densidade = 1,685, PM 98,0) 85%: 1,64 
mL para 1000 mL de água Milli-Q (Deve ser preparado na hora de uso, pois é 
muito volátil). 

 Concentração de uso (H3PO4) 0,01 M: 0,547 mL para 1000 mL de água Milli-
Q. 

Estoque Hidróxido de Sódio (NaOH) 0,05M  PM 40,0: 2,0 g para 1000 mL de água 
Milli-Q (Preparar preferencialmente no momento de uso). 

 Concentração de uso (NaOH) 0,02 M: 0,8 g para 1000 mL de água Milli-Q. 
 

Uréia 7M PM 60,06: 21,02 g para 50 mL de água Milli-Q. 
 

Tampões de corrida e condições de migração 
Cuba ITC2

Superior 1 0,01 M H3PO4 (+) 
Inferior 1 0,02 M NaOH (-)  
Migração  

Pré-corrida Não necessita 
Corrida 400 V/4-5 h 

 
1Freqüentemente utiliza-se a concentração de estoque das soluções para a corrida. 
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2 Como no caso do ITC a posição dos tampões foi invertida, deve-se inverter também a 
polaridade. Corre sempre da base para o ácido. O ITC modificado segue o mesmo 
procedimento. Para parte de baixo (básico) o volume é de 1800 mL e para parte de 
cima (ácido) é de 700 mL. 
 
A corrida encerra quando a corrente ficar constante 
 
Procedimentos experimentais 
 
1. Pipetou-se a acrilamida/bisacrilamida, o NP40 (10%) e a água, misturou-se bem. 

Adicionou-se a uréia e, sendo necessário, aqueceu-e a solução (NO MÁXIMO 50O 
C) para dissolvê-la. Após dissolver a uréia, adicionou-se os anfólitos e misturou-se. 
ANTES de adicionar TEMED e persulfato, preparou-se todo o material, tubos, 
solução de uréia 7M, seringa e suporte para aplicar o gel nos tubos. 

2. Marcou-se com caneta de retro até a altura que os tubos são preenchidos com o gel 
(11 cm), todos devem ter a mesma altura, fechou-se na base com parafilme, encheu-
se com a seringa lentamente da base para o ápice para evitar bolhas, mas não tão 
lento, para evitar polimerização do gel. Após preencher todos os tubos, colocou-se 
um pouco de solução de uréia 7M para a polimerização uniforme do ápice. Após 
polimerizado, retirou-se a uréia com um movimento brusco, retirou-se o parafilme. 

3. Instalou-se os capilares na cuba, aplicou-se agarose no local de inserção dos 
capilares (borrachinhas) e verificou-se se havia vazamento na parte superior 
colocando um pouco de tampão, evitando que o tampão caísse dentro do tubo. Não 
colocou-se (ainda) o tampão acima do nível dos tubos.  

4. Aplicou-se o tampão da parte inferior nos capilares (base) com o auxílio de uma 
seringa evitando, dessa forma, a permanência de bolhas na base dos tubos. 

5. Misturou-se bem a amostra (spin 10000 rpm/5 min) pois a uréia freqüentemente 
precipita. Aplicou-se lentamente no ápice do tubo, encostando-se a ponteira no 
fundo e na lateral do tubo para evitar espumar e a formação de bolhas. Em seguida, 
aplicou-se o tampão overlay - 50μL (com traços de verde de metila) sobre a amostra 
para evitar o contato desta com o tampão superior de corrida. 

6. Colocou-se o tampão superior dentro dos capilares completando o volume destes, e 
depois lentamente dentro da cuba superior até cobrir bem todos os capilares.  

7. Ligou-se os eletrodos conforme procedimento acima (no caso da cuba 2ITC a 
polaridade é invertida nos eletrodos da fonte).  

8. Controle do pH. Um dos tubos foi escolhido para receber apenas o tampão de 
amostra e o overlay. Este gel foi utilizado para se medir o gradiente de pH. 

9. A retirada dos géis de dentro dos tubos foi feita numa vasilha com água, um de cada 
vez para poder identificar a amostra. Isto foi feito impulsionando na porção superior 
com uma seringa com água. Armazenou-se o gel em freezer. 

10. Tubos com gel não utilizados podem ser armazenados. Para tal, deixou-se a uréia, 
colocou-se parafilme na parte superior, guardou-se a temperatura ambiente. 

11. Limpeza dos capilares em solução sulfocrômica, e da seringa em água abundante. 
 

Preparo das tripas para a segunda dimensão 
1. Deixou-se as tripas imersas em tampão de transferência por 30 min, sob agitação 

suave. 
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2. Apoiou-se as tripas sobre o gel da segunda dimensão (preparado apenas com o pente 
para aplicação dos marcadores de peso molecular – ver abaixo), por convenção, com 
a porção alcalina do gel (mais irregular) virada para os marcadores. Fixou-se a tripa 
sobre o gel com agarose previamente aquecida. 

3. Iniciou-se a corrida, conforme protocolo. Quando o azul atingiu a altura dos 
marcadores de peso, desligou-se a cuba, aplicou-se os marcadores, e reiniciou-se a 
corrida (duração, aproximada de 4:30 horas). 

 
Preparo dos padrões de massa molecular para corrida 

(para 20μL – 10 μL por poço) 
 
1.Preparou-se o tampão estoque para os padrões (estoque temperatura ambiente): 
 

Água destilada               -  4,8 mL 
0,5 M Tris-HCl pH 6,8  -  1,2 mL 
Glicerol                          -  1,0 mL 
10% (p/v) SDS               -  2,0 mL  
0,1% (p/v) bromofenol   -  0,5 mL 
                                           9,5 mL 

2. Preparou-se o tampão redutor para aplicação (no momento do uso): 
 
 19μL Tampão Estoque 
 1μL β-mercaptoetanol 
 1μL padrões  

Ferveu-se por 5 minutos a 95°C. Esfriou-se e aplicou-se nos poços (10 μL por 
poço). 
 
5 - Eletroforese em Segunda Dimensão 

 
Os géis de poliacrilamida-SDS 12,5% foram feitos conforme tabela abaixo: 

* Aplicados no momento do preparo do gel. 

Soluções estoque Separador 12,5% Concentrador 3,8% 
 (mL) Concentração 

Final 
(mL) Concentração 

Final 
Acrilamida/bisacrilamida 
(30:0,8) 

25 12,5% 2,5  3,75% 

Tampão estoque do gel 
Concentrador 

-- -- 5,0 0,08 M 

Tampão estoque do gel 
Separador 

7,5 0,375 M -- -- 

SDS 10% 0,6 0,1% 0,2 0,1% 
Água 23,9  11,3  
Persulfato de amônio 10%* 0,450 0.075% 0,150  
TEMED* 0,030 0,05% 0,015  

Volume final p/ 2 géis  60 mL  40 mL  
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Soluções Estoque 
 

Acrilamida/bisacrilamida: 29.2 g de acrilamida e 0.8 g de bisacrilamida são diluídos 
em água e o volume é completado para 100 mL. Armazenamento no escuro, 4°C, 
por até 30 dias. 

♦ 

♦ 

♦ 

♦ 

♦ 

♦ 

Tampão estoque do gel concentrador: Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8: 6,0 gramas de tris 
são dissolvidos em 40 ml de água. pH ajustado a 6,8 com HCl 1,0 M 
(aproximadamente 48 ml). O volume é completado para 100 ml com água. A 
solução é armazenada a 4°C. 
Tampão estoque do gel separador: Tris-HCl 3,0 M, pH 8,8: 36,3 gramas de tris e 48 
ml de HCl 1,0 M são misturados e levados a um volume final de 100 ml com água. 
Armazenado a 4°C. 
Tampão de corrida [uso]: Trizma 0,0375 M, glicina 0,3 M, SDS 0,1%: 4,54 gramas 
de tris, 22,52 gramas de glicina e 1 grama de SDS são dissolvidos em água 
suficiente para completar um litro de solução. Armazenado a 4°C. Para eletroforese 
em cuba Biorad, são necessários dois litros e meio de tampão de corrida.    
Tampão de transferência: Tris-HCl 80 mM, β-mercaptoetanol 2,0%, SDS 2,0%, azul 
de bromofenol 0,02%. Ajustar pH para 6,8.  
Soluções utilizadas para corar e para secagem dos géis: 
Corante: Comassie blue G 0,1% em 40,0% metanol, 10,0% ácido acético, água qsp. 
100 ml. 
Descorante: 40,0% metanol, 10,0% ácido acético, água qsp. 100 ml. 
Preservador: 10,0% ácido acético, água qsp. 100 ml 
Solução para secagem: Metanol 40,0%, glicerol 5,0%, água qsp. 100 ml. 
Procede-se a secagem em secador de gel 70°C/3 horas. 
 

Medidas para o preparo das soluções utilizadas na revelação dos fluorogramas. 
 
• Revelador Kodak Dektol: o estoque é comercializado para se fazer um volume final 

de 3,8L com 551g do pó revelador. Para o experimento fez-se uma diluição de 150% 
do revelador para que a revelação pudesse ser acompanhada lentamente. Para isso 
diluiu-se 58g do pó em 1L de água deionizada. 

• Fixador Kodak: o estoque comercializado faz um volume total de 3,8L com 700g do 
pó fixador. Para o experimento fez-se 400 mL da solução.  

• Ácido Acético 1%: fez-se 1L dessa solução. 
 

 

Procedimentos experimentais para eletroforese em segunda dimensão e 

fluorogramas. 

 
1. Preparou-se os reagentes para confecção dos géis. Dissolveu-se a acrilamida/ 

bisacrilamida no respectivo tampão, conforme tabela acima, adicionou-se o SDS e 
completou-se com água. Reservou-se. 

2. Preparou-se as placas para preparo dos géis, usando graxa de silicone entre os 
espaçadores e o vidro para impedir vazamento do gel. Dispôs-se as placas no 
suporte. 

3. Adicionou-se o TEMED e o persulfato de amônia no gel SEPARADOR, e virou-se 
lentamente a solução dentro da placa, com esta inclinada para impedir formação de 
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bolhas. Colocou-se o suporte na horizontal, e o gel foi coberto com butanol ou 
mesmo água para que a polimerização formasse uma superfície superior uniforme; 
aguardou-se a polimerização. 

4. Após a polimerização do gel separador, lavou-se a parte interna das placas com água 
e secou-se bem. Preparou-se o gel CONCENTRADOR com o TEMED e o 
persulfato e adicionou-se nas placas. Colocou-se o pente antes da polimerização.  

5. Retirou-se o pente e removeu-se as placas do suporte. As placas foram então 
instaladas na cuba.  

6. Encheu-se a cuba inferior com tampão de corrida, evitando a permanência de bolhas 
na base da placa. Encheu-se a parte superior da cuba com o tampão de corrida, e 
depois aplicou-se as amostras de proteínas.  

7. Instalou-se os eletrodos, regulou-se a fonte e procedeu-se a corrida conforme 
amperagem, voltagem e potência já citadas. 

8. Após a corrida, removeu-se as placas, retirou-se os géis e colocou-se para corar nos 
tampões apropriados. Lavou-se todo o material utilizado conforme procedimentos 
usuais. 

9. Os géis foram tratados com corante apropriado conforme detalhamento descrito 
acima, dispostos sobre papel-filtro e colocados no secador por 60oC/3 h.  

10.  Após a secagem, eles foram expostos a filmes de raio X a –15o C por até sete dias. 
Colocou-se no cassete um filme de raio-X e sobre este o gel seco com a parte das 
proteínas virada para baixo, de forma que a parte sensível do filme ficasse em 
contato direto com o gel. 

11. Após o período de exposição, o filme de raio-X foi revelado em uma sala escura. 
12. Retirou-se o filme e o gel do cassete. O filme (sem o gel) foi mergulhado em uma 

bandeja contendo a solução reveladora. A revelação foi acompanhada visualmente 
observando-se o gel contra a luz vermelha. 

13. Após o aparecimento das bandas, o filme foi lavado rapidamente em água corrente e 
mergulhado em ácido acético por alguns minutos para parar a revelação. 

14. Novamente lavou-se o filme em água corrente e o mesmo foi mergulhado na 
solução fixadora por alguns minutos. O filme foi novamente lavado em água 
corrente e colocado em um "varal" para secar. Nesse ponto ele pode ser exposto à 
luz branca. 

 

6 – Medidas por repetição utilizadas nas análises estatísticas dos resultados 
apresentados na tabela 2: 
 

Lote 

Repetição 

N=30/bioensaio 

Tempo médio 

(horas) 

10°C 

Tempo médio (horas) 

10°C +etileno 

(50 μL/L) 

Tempo médio (horas)

30°C 

  2004 bioensaio 1 93,5 60,51 17,31 

 bioensaio 2 - 60,22 9,85 

 bioensaio 3 94,0 50,00 10,75 

 2005 bioensaio 1 92,0 64,54 12,13 

 bioensaio 2 - 64,88 11,25 

 bioensaio 3 - 64,0 14,66 
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