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Resumo

Dorméncia e germinacdo sdo eventos associados determinados pela agdo antagdnica
entre o potencial de crescimento do embrido e a restricdo gerada pelos tecidos que o
circundam ou pelos inibidores presentes na semente. Tais eventos sdo influenciados por
um grande nimero de genes e fatores ambientais. A dorméncia pode ser considerada
como um bloqueio a germinacdo em uma semente viavel intacta sob condigdes
favoraveis. Contudo, sabe-se que a quebra da dorméncia pode envolver varios aspectos
como o balango hormonal, a variagdo de temperatura e a sintese de proteinas. Sementes
de girassol (Helianthus annuus L.) apresentam dorméncia fisioloégica quando recém-
colhidas. Incubag¢do com etileno, e tratamentos com temperaturas proximas a 30°C
promovem a germinacao. Com base nestas consideragdes o presente estudo teve o
objetivo de: 1) estudar a cinética de germinacdo das sementes de girassol por meio de
medidas de tempo médio e variancia da germinagdo; 2) investigar a sintese de proteinas
em embrides dormentes ¢ germinantes através de géis e fluorogramas; 3) identificar nos
géis e fluorogramas proteinas cuja sintese ou remocao tenha sido afetada pelos
tratamentos de quebra da dorméncia. Para tanto, embrides de girassol foram incubados
em camaras de germinacdo com temperaturas de 10°C (na presenca e auséncia de
etileno) e 30°C, e fotoperiodo de 12 h. A sintese e remog¢do de proteinas em embrides
dormentes e germinantes foram analisadas por meio de géis bidimensionais e
fluorogramas. Constatou-se que embrides de girassol quando recém-colhidos
apresentam baixa germinacdo se incubadas a 10°C; a quebra da dorméncia ocorre
quando estes sdo incubados a 10°C na presenca de etileno e/ou quando incubados a
30°C. Tempos crescentes de incubagdo a 30°C aumentam progressivamente a
germinabilidade dos embrides dormentes quando estes sdo transferidos para 10°C. Isto
mostra que a quebra da dorméncia ¢ um processo gradativo. A germinag¢do ¢ mais
rapida e uniforme quando os embrides de girassol sdo incubados a 30°C, em
comparagdo aos embrides incubados a 10°C na presenga do etileno. A comparagdo entre
os géis e fluorogramas obtidos de embrides dormentes e germinantes mostraram que
estes sdo bastante similares. Em particular, proteinas de baixo peso molecular foram
encontradas nos perfis protéicos de embrides dormentes, germinantes e germinados,
sugerindo que estas podem tanto resultar do estresse térmico a que os embrides foram

submetidos, como podem estar relacionadas com o controle da dorméncia.



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 [IL.L™" 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, >>S-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



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.



1. Introducgéo

Dorméncia e germinacdo sdo eventos associados determinados pela acdo
antagdnica entre o potencial de crescimento do embrido, tais eventos sao influenciados
por um grande numero de genes e fatores ambientais (Koornneef et al., 2002). A
dorméncia em sementes refere-se a um bloqueio fisico ou fisioldgico ao alongamento do
eixo embriondrio de uma semente viavel, esta pode ser considerada como uma restri¢ao
gerada pelos tecidos que o circundam ou inibidores presentes na semente. O bloqueio
fisiologico esta relacionado a uma restricdo metabolica nas estruturas do embrido e ¢é
considerado como dorméncia embrionaria (Bewley, 1997). J& o bloqueio fisico ¢
imposto pelos tegumentos impedindo a embebigdo, trocas gasosas e/ou expansdao dos
embrides (Baskin & Baskin, 2000). No entanto a embebi¢cdo pode ocorrer tanto em
sementes quiescentes quanto dormentes, pois a absor¢ao de agua é um simples processo
fisico na qual a hidratagao ¢ dirigida pelo potencial hidrico entre a semente e o ambiente
(Castro & Hilhorst, 2004).

Estudos mostram que as interagdes entre fitormonios dentro da célula ocorrem
por vias de transdugdo de sinais, atuam no controle da dorméncia e germinagdo de
varias espécies como girassol (Helianthus annuus L.), ma¢a (Pirus malus) e aveia
(Avenua sativa) (Garello et al.,1991; Bewley & Black, 1994; Corbineau et al 2000). Os
principais fitormdnios envolvidos nesta interagdo sdo o etileno, o acido abscisico e as
giberelinas. O ABA ¢ as GAs, por exemplo, exercem seus efeitos na dorméncia da
semente em diferentes periodos, de modo que os seus efeitos antagdnicos na dorméncia
ndo refletem uma interacdo direta (Taiz & Zeiger, 2004). No momento da protusdo da
radicula as GAs agem tanto na promocdo da sintese de enzimas envolvidas no
enfraquecimento do tegumentos e/ou mobilizagdo de reservas; o ABA apresenta
elevados niveis na fase intermedidria da embriogénese afetando a translocacao de
aminoacidos e/ou a expressdo de genes de proteinas de reserva. Em estudos com
cariopses de sorgo, a germina¢do, sob uma ampla escala térmica, ¢ mediada pelo
balango entre os efeitos opostos de ABA e GA (Benech-Arnold et al., 2003).

A interacdo destes fitormdnios tem sido relacionada com mobilizacao de
proteinas devido as observacdes 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 sintese e remocao de proteinas devido a presenca

e/ou auséncia de fitormonios com acido abscisico € etileno.



Este trabalho foi desenvolvido para ampliar os conhecimentos da fisiologia e do
comportamento da germinacdo e dorméncia em sementes de girassol, além do objetivo
de conhecer melhor os mecanismos moleculares de controle da dorméncia. O presente
trabalho visa investigar os perfis protéicos de embrides de girassol (Helianthus annuus
L.) utilizando diferentes agentes de quebra de dorméncia como alta temperatura e

etileno.

2. Objetivos

Avaliar por meio de medidas de tempo médio e variancia do tempo médio efeitos da
quebra da dorméncia na cinética de germinacao das sementes.

Comparar os perfis eletroforéticos de embrides cuja dorméncia tenha sido quebrada
pelo fitohormonio etileno e por incubagdo a 30°C.

Identificar proteinas nos géis cuja sintese ou remoc¢ao tenha sido afetada pelos

tratamentos de quebra da dorméncia para posterior estudo de sua identidade e fungdes.

3. Revisao Bibliografica
3.1 - Dorméncia e Germinacgao

Segundo o critério botdnico ou morfolégico, a germinagdo € um processo
fisiologico pelo qual se inicia com a entrada de dgua na semente, promovendo o
alongamento do eixo embrionario, seguido da curvatura geotrdpica da raiz (Labouriau,
1983; Borghetti & Ferreira, 2004).

Associada a germinacdo estd a dorméncia das sementes, mecanismo que pode
ser considerado como um bloqueio a germinagdo em uma semente viavel intacta sob
condi¢des favoraveis para completar tal processo (Bewley, 1997; Castro & Hilhost,
2000). Estas condicdes, consideradas essenciais para o sucesso da germinacdo, sdo a
disponibilidade de agua, oxigénio e¢ temperatura adequada (Castro & Hilhost, 2004;
Cardoso, 2004) A semente, quando exposta as condigdes essenciais, ¢ de fato germina,
considera-se que ela esta quiescente; caso ndo germine, considera-se que ela se encontra
dormente (Borghetti, 2004). Vale ressaltar ainda, segundo Kumar & Bhatla (2006), que
a temperatura ¢ o grau de embebicdo sdo as duas principais condi¢des que influenciam

na germinacao das sementes.



Em algumas espécies as sementes sdo impedidas de germinar porque o embrido
¢ restringido pelas estruturas circundantes e em outras os proprios embrides apresentam
algum metabolismo de restricao (Bewley, 1997).

A dorméncia em sementes pode também ser diferenciada entre absoluta e
relativa. A dorméncia ¢ absoluta quando a semente viavel ndo germina sob nenhuma
condicdo experimental. Dorméncia € relativa quando a semente germina sob condicdes
experimentais especificas, como baixas (ou altas) temperaturas, ou sob presenca (ou
auséncia) de luz (Cardoso, 2004). Por exemplo, sementes de girassol (Helianthus
annuus L.) recém-colhidas ndo germinam a baixas temperaturas, mas atingem
germinabilidade proxima a 100% em temperaturas acima de 25° C (Borghetti et al.,
2002).

Quando em algumas espécies as sementes sdo impedidas de completar a
germinagdo devido a restricdo imposta pelos tegumentos, ¢ denominada como
dorméncia mecanica ou fisica, aparentemente requer um enfraquecimento destas
estruturas para permitir a protusdo da radicula (Bewley & Black, 1994). Em outras
espécies quando o proprio embrido apresenta algum metabolismo de restri¢do,
normalmente induzido por hormonios inibidores da germinacdo, ¢ denominada
dorméncia fisiologica ou embrionaria, pelo fato de o bloqueio a germinacao se localizar
nas estruturas do embrido. Esta caracteristica ¢ imposta principalmente pelo ABA
durante o desenvolvimento do embrido (Bewley, 1997). Neste caso, a dorméncia
manifesta-se durante a embebi¢do da semente, quando a reidratacdo dos tecidos
promove a reativacao do metabolismo celular, ndo resultando, contudo, no alongamento
embriondrio (Borghetti, 2004). Em resposta a condi¢cdes desfavoraveis a semente pode
permanecer embebida por longos periodos sem perda da viabilidade (Bewley & Black,

1994).

3.2 - Fitormonios e o controle da germinacgéo

Estudos t€ém mostrado que o fitormonio acido abscisico (ABA) ¢ um importante
regulador do desenvolvimento e do estabelecimento da dorméncia embrionaria durante
a maturacdo das sementes (Bewley, 1997; Koorneef et al., 2002). Principalmente porque
este fitormonio ¢ encontrado tanto em sementes em desenvolvimento quanto em
maduras e dormentes, além de inibir a germinagdo quando aplicado exogenamente

(Corbineau et al., 1991). Garello e colaboradores (2000) mostraram que em sementes de



girassol o ABA participa no estabelecimento da dorméncia durante a embriogénese e,
além disto, durante a embebi¢do a sintese desse fitormdOnio ¢ necessaria para a
manuten¢do da dorméncia no embrido. Também em sementes de Pirus malus (magd) o
ABA tem sido considerado o principal responsavel pela inibicdo do desenvolvimento
embrionario (Bewley & Black, 1994). Outros resultados, como em cariopses de
Sorghum bicolor (sorgo), sugerem que a imposi¢ao de padrdes de quebra de dorméncia
resulta do balanco de agao entre ABA e GAs, devido ao conteudo nos tecidos de cada
um desses hormdnios (Benech-Arnold et al., 2003).

O ABA, além disso, estd relacionado a varios outros processos do
desenvolvimento, incluindo a sintese de proteinas de armazenamento, indugdo de
proteinas LEA (Late-Embryogenesis Abundant) e a tolerancia a dessecagdo (Corbineau,
etal., 1991).

Em contrapartida, as giberelinas (GAs) e o gas etileno promovem a germinagao
em sementes maduras e dormentes (Bewley, 1997), sendo o etileno um dos agentes
mais eficazes na remog¢do da dorméncia em sementes (Kepzinski & Kepzinska, 1997).
As giberelinas, segundo Bewley & Black (1994), tém grande importancia na promog¢ao
e manutencdo da germinagdo, pois a resposta a sinalizagdo de fatores externos (que
quebram a dorméncia) promove o aumento da sua concentracdo ¢ inibe a atuagdo de
ABA. Foram identificados, por Russel et al. (2000) genes ativados pelas GAs que atuam
na promog¢do da germina¢do e na repressdo da dorméncia embrionaria. As GAs
promovem a sintese de enzimas envolvidas no enfraquecimento dos tegumentos e/ou a
hidrolise de reservas, eventos relacionados principalmente a protusdo da radicula
(Bewley & Black, 1994). Recentemente foi mostrado por Perez-Flores et al. (2003) que
a biossintese de giberelinas ¢ reprimida durante a embebicdo em grdos de sorgo
dormentes quando comparado a graos ndo dormentes, e este controle ao nivel de
expressao de uma enzima chave na codificacdo de gene da via biossintética de GA. As
giberelinas representam uma classe de fitormonios envolvidos tanto na promocao da
germinacdo quando aplicadas em sementes dormentes, quanto na iniciagdo do
crescimento de plantas (Castro & Hilhorst, 2004). Sao encontradas em grandes
concentragdes nos tecidos de sementes germinantes (Karssen, 1995).

O hormonio vegetal etileno ¢ usualmente associado a maturagdo de frutos,
senescéncia de flores e folhas (Brady & McCourt, 2003) e também a quebra de
dorméncia 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 fisiologicas mediadas pelo ABA em Arabidopsis ¢ também que
¢ um regulador negativo de acdo do ABA durante a germinagdo da semente e o
crescimento da raiz desta espécie. Foi verificado por Corbineau & Come (1990) que a
dorméncia em sementes recém-colhidas de girassol (Helianthus annuus L.) em
temperaturas proximas a 10°C, ¢ estabelecida pelo ABA durante a maturagdo. Nestas
condigdes, o etileno ¢ eficaz na quebra da dorméncia destas sementes (Corbineau &

Come, 1995).

3.3 - Interacéo entre as vias de transducéo de sinais dos fitormdnios

A agdo dos fitormonios ¢ modulada através de cascatas de transdug@o de sinais
(Beaudoin et al., 2000; Ghassemian et al., 2000), porém, o processo pelo qual o ABA
inibe a germinagdo, ou como as GAs e o etileno promovem a germinagao, ainda nao foi
completamente elucidado (Nambara & Marion-Poll, 2003). Estudos de caracteristicas
da germinacdo de insensibilidade ao etileno e deficiéncia em brassinoesterdides em
plantas mutantes t€ém realcado o papel destes hormdnios no controle da dorméncia,
provavelmente pela interagdo com as vias de transdugdo de ABA e GAs (Beadouin et
al., 2000; Steber & McCourt, 2001). Brassinoesterdides sdo uma classe de agentes de
quebra de dorméncia, sendo também reguladores de respostas multiplas nas plantas
como, alongamento e a divisdo celular, o desenvolvimento do tubo polinico e o
crescimento no escuro (Steber & McCourt, 2001).

As vias de transducdo de sinais do etileno e ABA interagem extensivamente
dentro da célula. Beaudoin e colaboradores (2000) verificaram que o etileno regula
negativamente o grau de dorméncia em Arabidopsis thaliana por suprimir a expressao
de genes envolvidos na sinalizagdo do ABA. Foi verificado que ABA pode agir através
da via de transducdo de sinal do etileno para inibir o alongamento da raiz, e que a
competicdo entre o etileno ¢ ABA pela ativacio da via, reflete nos niveis de

sensibilidade do ABA que podem ser reduzidos pelo etileno (Ross et al., 2001).
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3.4 - Participacao de proteinas no controle da dorméncia por fitohorménios

Diversos genes e proteinas, os quais sdo afetados tanto pelo estagio de
desenvolvimento como por fatores ambientais, estdo envolvidos nos complexos eventos
de dorméncia e germinagdo (Koorneef et al., 2002). Alguns estudos de genética da
regulacdo da dorméncia em sementes t€ém concluido que a dorméncia ¢ um traco
quantitativo controlado por loci multiplos que afetam diferentes tecidos da semente e
freqiientemente diferentes aspectos de sua fisiologia (Foley & Fennimore, 1998).

Corbineau e colaboradores (1991) verificaram que ABA induz a dorméncia em
embrides de sementes de aveia (Avena sativa), e este ecfeito ¢ dependente da
temperatura. Além disto, na andlise de perfil da sintese protéica, eles verificaram a
sintese de determinadas proteinas apenas na presenca deste fitormonio, e a sintese de
uma proteina que s6 foi observada na auséncia de ABA, sugerindo que esta pode estar
relacionada com a germinagdo. Garello e colaboradores (2000) demonstraram que a
intensidade das bandas de determinadas proteinas mudam durante o inicio da embebi¢do
de embrides de girassol dormentes e ndo-dormentes, indicando que estas mudancas
podem estar associadas com a expressdo diferencial de genes responsaveis para a
manutenc¢ao da dorméncia.

Barduche e colaboradores (1999) analisaram o perfil da mobilizagdo de
proteinas de reserva e atividade de proteases, respectivamente, apos o inicio da
germinacdo de sementes de angico (Anadenanthera peregrina), e verificaram que o
ABA bloqueia a mobilizagdo protéica através da inibigdo da atividade enzimadtica nos
cotilédones, mas ndo impede totalmente a germinagdo, concluindo que este hormonio
afeta a germinacdo e atividade enzimatica independentemente. Os autores sugerem que
para a quebra da dorméncia ocorre o silenciamento de genes, cuja sintese ¢ promovida
pelo acido giberélico e também a remogao ativa de proteinas inibidoras da germinacao
(Barduche et al., 1999). Em conjunto, estes trabalhos mostram que a dorméncia em
sementes pode ser investigada através de técnicas moleculares como sintese e
degradagdo de proteinas, que por sua vez sdo reflexo do comportamento metabdlico de

uma semente dormente ou germinante.
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3.5 Temperatura, Dorméncia e Sintese de proteinas:

Como ja mencionado por Kumar & Bhatla (2006), a temperatura ¢ umas das
importantes condi¢cdes que influenciam a germinagdo das sementes. Foi verificado por
Borghetti et al. (2002) que a dorméncia em sementes recém-colhidas de girassol
manifesta-se somente sob incubacdo a baixas temperaturas (10°C), mas ndo em altas
temperaturas (25°C). Segundo Corbineau & Come (1990) a principal responsavel pela
sensibilidade da semente a baixas temperaturas ¢ a dorméncia embriondria.

O estresse promovido por temperaturas elevadas pode ocasionar alteragdes
bioquimicas e metabolicas a célula como a inativacdo enzimadtica e interferéncia em vias
metabodlicas. No entanto o impacto provocado por altas temperaturas em processos
complexos como a fotossintese e respiracdo, ¢ dependente do gendtipo da planta e
condicdes de adaptacdo das plantas a diferentes regides com regimes de temperatura
diferentes (Chaisompongpan et al., 1990).

Estas condi¢des apresentam consideraveis alteragdes na fluidez das membranas,
resposta estomatal e sintese de proteinas diante das alteracdes do regime térmico
(Heuss-Larosa et al., 1987). A resposta celular frente a estresses ambientais esta
intimamente relacionada com alteragcdes no padrdo de expressdo e sintese de proteinas
especificas (Aratjo et al., 1998).

Um grupo particular de proteinas denominado de proteinas 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). Ha ainda dentro deste grupo diferengas entre os grupos sintetizados como as
HSPs de 60 a 100KDa, consideradas de alto peso molecular, cujos resultados sugerem
que possuem uma fun¢do celular bésica, e as proteinas de baixo peso molecular (Low
Molecular Weight — LMW HSPs) que estdo diretamente relacionadas com a
sobrevivéncia e recuperagdo de estresses térmicos, assim como processos especificos do
desenvolvimento em condigdes normais (Waters et al.,1996). Por exemplo, foi
observada a expressdo dessas proteinas durante fases especificas do desenvolvimento
reprodutivo e vegetativo de girassol (Almoguera & Jordano, 1992; Coca et al., 1994).
As analises genéticas indicam que em plantas as LMW HSPs apresentam consideravel

heterogeneidade em ponto isoelétrico, peso molecular, estabilidade e nivel de expressao
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(Lee et al., 1994). Pelo exposto, temperaturas extremas podem induzir a sintese de uma
categoria especifica de proteinas envolvidas provavelmente com a tolerancia dos tecidos
ao tratamento térmico, e/ou adaptagdes metabolicas das células a estas condi¢des
extremas. No caso de sementes, hd a hipdtese que temperaturas extremas, quebradoras
da dorméncia, poderiam estar atuando nas células através da inducao de proteinas de
estresse, que por sua vez poderiam fazer parte do processo de promog¢do da germinagao

(Labouriau & Agudo, 1987).

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

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma oleaginosa da Familia Asteraceae,
originada no continente norte americano (Raven et al., 1996). Atualmente cultivada em
todos os continentes destacando-se como a quarta cultura em producdo de graos e a
quinta em darea cultivada no mundo, além do que o mercado de produgdo € promissor e
estd em expansdo em todas as regides produtoras (Castro et al., 1997).

O oleo obtido de suas sementes (aquénios) destaca-se aqueles que por suas
excelentes caracteristicas fisico-quimicas, nutricionais e organoléptica, sao os de melhor
qualidade (Balla et al., 1997). As sementes podem ser utilizadas como fonte de
proteinas, pois fornecem 45% de proteina bruta apds extracdo do 6leo (Balla et al.,
1997, Castro et al., 1997).

As sementes de girassol apresentam dorméncia relativa que se manifesta sob
incubacdo em baixas temperaturas (10°C), mas ndo em altas temperaturas (25°C)
(Borghetti et al., 2002). Este bloqueio a germinacao esta localizado especificamente no
eixo embriondrio, sugerindo a existéncia de mecanismos de controle da germinagdo que
podem ser ativados e mantidos tanto por sinais provenientes de outras partes da semente
como por sinais provenientes do proprio eixo embrionario (Bewley & Black, 1994).

A aplicagdo do etileno nos embrides de girassol e a pds-maturacdo por até seis meses a
10°C também sdo tratamentos eficazes de quebra da dorméncia. Apds 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
dorméncia: pés-maturagdo, aplicagdo de etileno, ou mesmo incubando-se as sementes a

25°C.
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4. Material e Métodos

4.1 Selegéo e caracterizagdo das sementes

Sementes de girassol (Helianthus annuus L.) utilizadas nos experimentos foram
colhidas e fornecidas pela EMBRAPA em dois lotes em diferentes periodos, um em
julho de 2004 e outro em julho de 2005, sendo este ultimo um hibrido, no municipio de
Dourados — MT. Estas sementes foram armazenadas em freezer (-15°C) para manté-las
em estado dormente durante a fase experimental, pois esta espécie apresenta dorméncia
nas sementes quando recém colhidas. Para cada experimento realizado foram
selecionadas sementes uniformes em relagdo ao tamanho e coloragdo, e descartadas
aquelas que apresentavam alguma injuiria no tegumento ou nos tecidos embrionarios.

O contetido de 4gua das sementes foi obtido pesando-se, em balanca analitica
Metler Toledo (modelo College B154), 100 sementes antes ¢ apos da secagem em estufa
a 50°C por 96 horas. O conteudo de dgua foi obtido utilizando a expressao:

CA = (PMF — PMS) x 100 / PMF

onde, CA ¢ o conteudo de 4gua da semente, PMF ¢ o peso freso PMS ¢ o peso seco.

4.2 Estudos de quebra de dorméncia

Para investigar a quebra da dorméncia de embrides de girassol utilizando alta
temperatura e etileno como agentes, realizou-se o seguinte bioensaio (1).

Das sementes selecionadas foram retirados os tegumentos, com auxilio de
bisturi, ficando somente o embrido. Estes embrides foram acondicionados em tampas de
pléstico eppendorff, embebidas em 100uL de dgua destilada, colocados em camara de
germinagdo (Marconi MA 403) com fotoperiodo de 12 horas, e submetidos aos
seguintes tratamentos:

a) incubacao a 10°C.

b) incubacdo a 10°C com 50 pL/L de etileno. Para a aplicacdo do gas, os embrides
foram dispostos dentro de kitassatos de 250ml (10 embrides / kitassato), fechado na
boca com parafilme, e uma mangueira de borracha na abertura lateral que permite a
aplicacdo do etileno por meio de uma seringa graduada.

¢) incubacgdo a 30°C.
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Para cada tratamento foram utilizados trés replicatas de 10 embrides. Foram

conduzidas trés repeti¢cdes deste bioensaio.

4.3 Irreversibilidade da quebra da dorméncia.

Considerando-se que embrides dormentes incubados a 30°C germinam
rapidamente, buscou-se investigar quanto tempo de incubagdo a 30°C ¢ necessario para
que a germinagdo seja induzida irreversivelmente, de maneira que a transferéncia para
10°C ndo mais bloqueie a germinagdo. Para isto, embrides foram acondicionados em
tampas de plastico eppendorff, embebidas em 150puL de 4dgua destilada e incubados a
30°C (fotoperiodo 12 horas) por 2, 4, 6, 8 ¢ 10 horas, e entdo transferidas para 10°C.

Os controles foram os seguintes: incubacao sob temperaturas constantes de 10°
C e 30°C. Foram utilizados 30 embrides por tratamento, e foram realizadas trés
repeti¢des deste experimento (n=90).

As observagdes foram realizadas a cada 4 horas, ¢ os embrides germinados

foram retirados das camaras.

4.4 Transferéncia para 30°C dos embrifes ndo germinados a 10°C.

Como no experimento 4.3 diversos embrides incubados a 30°C ndo germinaram
apos transferidos para 10° C (ver resultados), perguntou-se se os mesmos haviam
perdido a viabilidade ou entrado em dorméncia novamente. Para tal, o experimento
anterior foi repetido, mas desta vez os embrides ndao germinados a 10°C foram
transferidos novamente para 30°C apos 24 horas do inicio deste experimento. De mesma
maneira que o anterior, as observagdes foram realizadas a cada 4 horas até o fim do

experimento (n=30).
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4.5 Parametros de germinacéo

Para calcular os parametros de germinag¢dao nos experimentos 4.2, 4.3 ¢ 4.4,

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

Germinabilidade:
%G = (Zn; . N) . 100 onde,

¥n; - namero total de sementes germinadas
N-—ntmero de sementes dispostas para germinar
Os dados sdo expressos em porcentagem

Tempo médio de germinagao:
t=2n;.t4/ 2 onde,
ti — tempo entre o inicio do experimento e a i-ésima observacao (dia ou hora)
n; — namero de sementes germinadas no tempo t;
Os dados sdo expressos em horas
Variancia do tempo médio:
S*=[Zn; -1t/ Cni-1) onde,

t; — tempo entre o inicio do experimento ¢ a i-ésima observagao (dia ou hora)
ni — nimero de sementes germinadas no tempo ti
Os dados sdo expressos em horas-1

Desvio padrao do tempo médio:
Si= \/tsz onde,

2 ‘A . JO B
+S” — variancia do tempo médio

Velocidade média de germinagao:
v=1/t onde,

t — tempo médio de germinagdo

Variancia da velocidade média de germinacao:
SP=v)t . §? onde,

2 A . ;1 . ~
S” - variancia do tempo médio de germinagado
v = velocidade média de germinagdo
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4.6 Analise estatistica

As germinabilidades obtidas nos experimentos 4.2 e 4.3 foram comparadas entre
si através dos intervalos de confianga de proporc¢des (Tablas Cientificas, Documenta
Geigy 1965). Os tempos médios de germinagao foram submetidos ao teste de Mann-

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

4.7 Extracdo de proteinas e incorporacao isotopica em embrides incubados a 10° C
e 30°C.

A fim de comparar a sintese e degradacdo de proteinas em embrides dormentes e
germinantes por efeito do etileno e temperatura (30°C) foi utilizada **S-metionina, um
aminoacido que contém o iso6topo radioativo do enxofre, € que ao ser absorvido pelos
embrides marcam as proteinas que foram sintetizadas de novo. Este ¢ o primeiro
aminoacido incorporado na cadeia de polipeptideos durante a sintese protéica em
eucariotos (Mateus & Van Holde, 1990).

O momento para aplicar nos embrides a >°S-metionina foi escolhido segundo os
resultados do experimento 4.2. Entdo, para os tratamentos a 10°C (com ou sem etileno)
e a 30°C os embrides foram marcados, respectivamente, 12 e 6 horas antes da extragao.
Aplicou-se 1uL (14uCi/uL) de **S-metionina na ponta da radicula de cada embrio,
sendo marcados 6 embrides por tratamento. A incorpora¢do do isétopo radioativo foi
mensurada em cintilador (ver anexo).

Delineamento deste experimento para extracao de proteinas:

30°C
AL
Ohs 1hs 6 hs
Aplicacdo \
s Extracdo de
359 _met 2
me proteinas
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10°C e 10°C+etileno

12 hs 18 hs
| \
Aplicagdo
Extracdo de
35
S-met proteinas

4.8 Sintese protéica nos embrides transferidos de 30° C para 10° C, e de 10° C para

30°C.

A fim de investigar a sintese protéica nos embrides ap0ds a transferéncia de 30° C

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

Inicio:
tempo Oh
8 h
4 ..................................... N .........................
30°C i 10°C
Transferéncia | -
para 10°C e -
aplicagdo de Extracédo de
®s-met proteinas dos
embrides nao

germinados e

: x 35
aplicacdo de ~°S-

met nos ndo

germinados

32h
30°C
16 h 24 h Extracéo de
B P P PP PP ' 4 prOteinaS dos
10°C embrides
] .+ germinadose
i i ndo germinados
10°C + .. |
etilenn .
...... A
Extracéo de proteinas 32h

dos embribes
germinados e ndo
germinados e aplicacdo
de **S-met nos nao
germinados

ApO6s 8 horas de incubacao a 30° C (n=100), os embrides nao germinados (n=96)

foram transferidos para 10° C, sendo 15 deles marcados com 1puL de *°S-metionina.

Apos 8 h (tempo 16 h), foram extraidas as proteinas destes embrides (que nao

germinaram!), e novamente foi aplicado 1uL de **S-metionina em outros 15 embrides.

Apds mais 8 h (tempo 24 h), foi novamente feita a extracdo protéica dos embrides

marcados (que também ndo germinaram). Vale salientar que durante este periodo cinco
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embrides germinaram, mas nenhum deles havia sido marcado com **S-metionina. No
tempo 24 h decidiu-se transferir parte dos embrides para 30° C (n=28), sendo 15 deles
marcados com 1uL de °S-metionina. O restante (n=28) foi mantido a 10° C, sendo
nestes aplicado 1puL de **S-metionina e 50 uL/L de etileno (seguindo protocolo descrito
anteriormente). Apds 8 horas de incubacdo nestas condi¢des, foram extraidas as

proteinas separadamente dos embrides germinados e ndo germinados.

Os controles deste experimento seguiram os seguintes delineamentos:

Aplicacao de Extracéo de
*S-metionina proteinas
0 hs 8 hs 16 hs

30 embrifes incubados a 10°C

Aplicagdo de Extragdo de
33S-metionina proteinas
Ohs 1hs 8 hs

‘ ..... l ...................... *

\ o )
~

30 embrides incubados a
30°C

4.9 Procedimentos para extracdo de proteinas e eletroforeses

Para a extracdo das proteinas, os eixos embrionarios marcados com 1uL de *°S-
metionina foram destacados com auxilio de um bisturi, ¢ macerados em um ependorff
com 3uL de coquetel de inibidores de proteinases e tampao O’Farrel (1975) (uréia
9,0M; NP-40 10%; B-mercaptoetanol 0,4%, anf6litos pH 5-7 1,6%; anfolitos pH 3,5-10

0,4%; 4gua deionizada) obedecendo a proporc¢ao de 40mg de matéria fresca para S00uL
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de tampao (anexo). Apds a maceracdo, as amostras permaneceram em repouso
acondicionadas em isopor com gelo por aproximadamente 30 minutos para que
houvesse a solubiliza¢do das proteinas. Apds este periodo, 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 separacdo eletroforética em primeira dimensdo foi realizada segundo a
metodologia de O’Farrel (1975). Neste procedimento foram aplicadas 60ug de proteina
em cada capilar, e a corrida foi mantida em 400 volts at¢ o momento em que a
amperagem atingisse valor constante. A quantidade de proteina aplicada nos capilares
foi determinada pela dosagem utilizando o método descrito por Ramagli & Rodrigues
(1985).

A segunda dimensao foi realizada por SDS-PAGE (Laemmli, 1970) em géis de
poliacrilamida 12,5% e conduzidas em cuba Biorad sob alimenta¢do constante de fonte
Biorad com 60 mA, e regulada a maxima de 996 volts e 80 watts de poténcia.
Marcadores moleculares entre 14,4 a 97,4 KDa foram utilizadas como padrdes 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. Apos a secagem os geis foram expostos aos
filmes de raio-x para obter os fluorogramas, estes obtidos com materiais de revelagdo e
fixacdo Kodak. O tempo de exposicdo dos géis foi determinado segundo a incorporagdo
radioativa (anexo 3). Em anexo estdo citados os protocolos com reagentes e
procedimentos para os experimentos de sintese protéica, dosagem de proteina,
incorporagao de isotopos radioativos e revelacao de fluorogramas.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Termobiologia L.G.
Labouriau, do Departamento de Botanica da Universidade de Brasilia (UnB) e nos
Laboratérios de Biologia do Gene e de Biologia Molecular do Departamento de

Biologia Celular da Universidade de Brasilia.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Conteudo de agua dos embrides de girassol

A porcentagem do conteudo de dgua obtido para cada um dos lotes (2004 e
2005) esta apresentado na tabela 1. O baixo conteudo de 4gua, em torno de 5 a 10% de
seu peso fresco, quando dispersas da planta-mae ¢é caracteristico das sementes ortodoxas
(Bewley & Black, 1994). Os dados mostram que a semente atingiu um estado de
maturidade fisiologica permitindo que fossem armazenadas em temperaturas negativas
sem que houvesse prejuizos aos tecidos. Desta maneira, se preserva a condi¢do de
dorméncia das sementes, evitando o processo de poOs-maturagdo que normalmente

acontece quando armazenadas em temperaturas acima de zero.

Tabela 1 — Contetido de agua das amostras de embrides de girassol (Helianthus annuus L.).

Lote N Peso fresco (mg) Peso seco (mg) conteudo agua (%)
2004 100 6,68 6,23 7,17
2005 100 5,37 5,17 3,66

5.2 Perfis de embebicao de embrides dormentes e germinantes sob as temperaturas
de 10°C e 30°C.

Com objetivo de verificar o perfil de absor¢dao antes de iniciar o alongamento
embrionario, embrides de girassol foram embebidos em agua sob as temperaturas de
10°C e 30°C.

Os resultados apresentados (figura 1) mostram que o processo de embebigdo
ocorreu tanto em sementes dormentes incubadas a 10°C quanto em sementes incubadas
a 30°C. No entanto, o processo de embebi¢ao a 10°C foi mais lento que a 30°C, pois os
embrides incubados a 10°C levaram mais tempo para embeber o mesmo volume de
agua que os embrides incubados a 30°C, alcangando um equilibrio de embebi¢ao/tempo

aproximadamente apds 11 horas de incubacao.
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Figura 1. Embebic¢do de agua (em miligramas) de embrides de girassol (Helianthus annuus L.)
do lote 2004 a 10°C e 30°C. N=30 por tratamento.
*A seta aponta no grafico o momento em que ha inicio de germinagao na temperatura 30°C.

A absorcdo de agua em sementes normalmente apresenta um padrao tipico
trifasico de hidratacdo. A fase I ¢ répida e dirigida pelo potencial matricial da semente
seca, sendo este um processo fisico, a fase II ¢ normalmente caracterizada por um platd
na embebicdo, e a fase III da embebig¢do ¢ marcada pelo aumento no conteido agua e
protusdao da radicula (Bewley, 1997). O comportamento de absor¢do de agua
apresentado pelos embrides de girassol na figura 1 mostrou que houve um aumento
progressivo do contetido de 4gua e mais rapido quando incubados a 30°C que a 10°C,
no entanto o processo trifasico de absor¢ao neste caso ndo esta evidente, quando refere-
se a fase I a 30°C, pois esta ¢ mais rapida que a fase I e em seguida ja germina (como
indicado pela seta na figura). J4 os embrides incubados a 10°C apresentaram a fase I
mais lenta em relacdo aos incubados a 30°C e um platd na embebicdo (fase II),
momento este, em que a dorméncia embrionaria manifesta-se, ndo resultando, contudo
no alongamento embrionario.

Desta forma, fica demonstrado que a absor¢do de 4gua em embrides de girassol

apresenta comportamentos diferentes quando incubados em diferentes temperaturas.
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5.3 Etileno e alta temperatura quebram a dorméncia em embrides de girassol

Com o proposito de se estabelecer os pardmetros cinéticos da germinagdo de
embrides de girassol sob duas diferentes condi¢des de temperatura, embrides dormentes

foram incubados a 10°C na auséncia e presenga de etileno, ou a 30°C (tabela 2).

Tabela 2 — Parametros médios de germinagdo de embrides de girassol (Helianthus annuus L.),
dos lotes 2004 e 2005. Tempo médio de germinagdo, velocidade média de germinagdo,
variancia do tempo médio, desvio padrio da varidncia do tempo médio e varidncia da
velocidade média. Dados expressos em horas. N=90 sementes por tratamento. '

Parametro 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 ¢ 12.67 cd
Germinabilidade 8,89% 2,22% 78,89% 68,89% 95,56% 92,22%

Velocidade Média (horas )| 1,07. 107 1,09. 102 | 1,77. 107 1,55.107% | 7,89. 102 7,89. 102
Variancia do tempo médio

(horas ?) 7.71 0 290.79  408.52 53.52 47.34
Desvio Padrdo do Tempo
Médio (horas) 2.78 0 17.05 20.21 7.32 6.88
Variancia da Velocidade
Média (horas ) 1,01. 107 0 2,84.10° 2.36.10° | 2,07.10° 1,83.10°

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

Os parametros de germinagdo apresentados na tabela 2 mostraram que a
incubacdo a 30°C e aplicagdo do etileno agiu na quebra de dorméncia e influenciaram
de forma a acelerar a germinag¢do. Quando incubados a 30°C, ha uma diminui¢do no
tempo médio de germina¢do em torno de 7x e 4x em relacdo aos embrides incubados a
10°C sem e com etileno respectivamente. Isto mostra que em temperaturas mais altas ha
tendéncia de maiores velocidades de germinag¢do (Labouriau, 1970; Labouriau &
Pacheco, 1979).

Os resultados apresentados nas figuras 2 e 3 mostram que a dorméncia em
sementes de girassol pode ser removida por aplicacdo de etileno e incubagdo em alta
temperatura. As germinabilidades apresentadas na figura 2 s3o: 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).

' As medidas por repeticio, utilizadas nas anélises estatisticas, se encontram no anexo (6).
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Figura 2 - Germinabilidade de embrides de girassol (Helianthus annuus L.) lotes 2004 e 2005.
*Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelos intervalos de confianca das
germinabilidades (n=90). Tablas Cientificas, Documenta Geigy 1965. Concentragdo de etileno é S50uL/L.

Quando se considera o parametro germinabilidade, o agente de quebra de
dorméncia que melhor atua nos embrides ¢ a alta temperatura. O alto grau de dorméncia
a 10° C e sua quebra por etileno concorda com resultados obtidos por Corbineau e
Come (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 embrides
incubados a 10°C ¢ estatisticamente igual a zero (intervalo de confianga de 0 - 4,02). A
baixa germinabilidade, no caso do lote 2005, ndo permite calcular a variancia e desvio
padrao do tempo médio e a variancia da velocidade média (tabela 2).

Entretanto, a alta germinabilidade apresentada pelos embrides incubados a
10°C+etileno a 50uL/L mantém o mérito de que esta ¢ uma forma de quebra de
dorméncia eficiente, condizendo com outros trabalhos que mostram que concentragdes
de 0,1 a 200 pl I'' de etileno sdo suficientes para remover a dorméncia primaria em
girassol e outras espécies, como a maga (Corbineau et. al,1988; Kepczynski et al, 1977).

Na figura 3 verificou-se que a quebra da dorméncia dos embrides incubados a

30°C torna o inicio da germinag¢do mais rapido e uniforme.
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Figura 3 — Distribui¢do da germinacdo de embrides de girassol (Helianthus annuus L.) ao longo
do tempo de incubagdo. Lotes 2004 ¢ 2005 (n=90 / lote).

Os perfis de germinagdo de embrides apresentados nesta figura realgcam a
eficacia da quebra da dorméncia por alta temperatura, em relagdo aos embrides
incubados a 10°C+etileno, pois atingiram maior quantidade de embrides germinados em
menor tempo, além de ter apresentado essa quantidade concentrada entre 10 e 15 horas
de germinagdo. Ja os embrides incubados a 10°C+etileno, apesar de grande numero de
embrides germinados, observa-se uma germinacgao mais distribuida ao longo do tempo,
entre 30 e 95 horas de incubacgdo, e iniciou quando praticamente todos os embrides
incubados a 30°C j& haviam germinado. Porém, em rela¢do aos embrides incubados a
10°C, considera-se eficiente a aplicagdo de etileno para a quebra da dorméncia.

Conclui-se, entdo, que a dorméncia manifestada em temperaturas baixas pode
ser superada tanto por tratamento com o fitohormonio etileno, como por temperatura
mais alta. No entanto o tratamento com alta temperatura ¢ mais barato, mais facil de ser
aplicado, independe do fornecimento do hormoénio. E além disto resultou em maior

porcentagem de germinagao.

5.4 Quanto maior o tempo de incubagdo a 30°C, maior a germinabilidade dos
embrides apds transferéncia para 10°C.

Com objetivo de investigar a quebra de dorméncia a 30°C, embrides de girassol
foram incubados por tempos crescentes nesta temperatura, e posteriormente transferidos
para 10°C. Verificou-se que, quanto maior a duragdo do tratamento a 30°C, maior foi a

velocidade de germinacdo e a germinabilidade dos embrides apds a transferéncia para
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10°C (figura 4). Isto mostra que a remog¢ao da dorméncia a 30°C ¢ gradativa.
Embrides incubados por mais de 8 horas nesta temperatura iniciaram a germinagao
antes da transferéncia.

Mesmo incubando os embrides a 30°C por 10 horas, a posterior transferéncia
para 10°C ndo assegurou alta germinabilidade e velocidade de germinagdo, quando

comparado aos embrides que permaneceram continuamente a 30°C.
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0 N —————@

0 8 16 24 32 40 48 56 64

embrides germinados

horas

—e—10°C —=—30°C 2h 4h —%—6h —e—8h —+—10h \

Figura 4 — Germinagdo de embrides de girassol (Helianthus annuus L.) a 10°C apds diferentes
tempos de incubagao a 30°C (2; 4; 6; 8 e 10 horas), e germinagdo de embrides de girassol a
30°C e 10°C sem mudanga de temperatura. (n=90 / tratamento)

Vale ressaltar que o tempo zero de contagem de embrides germinados ao final
do experimento foi a partir do momento de transferéncia, ou seja, embrides que
germinaram antes da transferéncia foram retirados da contagem, como no caso da
transferéncia a 8 e 10 horas que havia 22,22% e 26,66% de germinabilidade,
respectivamente, no momento da transferéncia.

Comparando-se as germinabilidades entre os tratamentos, podemos considerar
que, em relacdo ao controle a 30°C (G=97,78%), menores tempos de incubagdo nesta
temperatura resultaram em menores germinabilidades (figura 5). Apds as transferéncias
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 dorméncia

por efeito da temperatura de 30°C ¢ gradativa.
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Figura 5 — Germinabilidade de embrides de girassol (Helianthus annuus L.) a 10°C apds
incubagdo por diferentes periodos de tempo a 30°C, e germinagdo de embrides mantidos
continuamente a 10°C e 30°C. Lote 2005

* Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelos intervalos de confianga
das germinabilidades (n=90 / tratamento) Tablas Cientificas, Documenta Geigy 1965.

Os parametros de germinacdo indicados na tabela 3 mostram que os tempos
médios de germinacdo ndo sdo diferentes estatisticamente, exceto o tratamento apos 2

horas.

Tabela 3 — Germinag@o de embrides de girassol (Helianthus annuus L.) apds transferéncia de
30°C para 10°C, lote 2005.

-;/(Iag:j?c? Velocidade Variancia da Variancia do Desvio Padrio
Tratamento N G . o Média Velocidade Tempo Médio pn

erminacédo h 1 Média (horas 2) (horas?) Tempo Médio

(horas) (horas ™) é
30°C 90 | 12,82 a 7,80.10° 3,22.10" 8,70 2,94
Ap6s2h | 90 | 53,00 b 1,89.10% 7,27.10° 57,33 7,57
Ap6s4h | 90 | 20,40 a 4,09.10° 2,80.10° 484,27 22,00
Ap6s6h | 90 | 21,40 a 4,67.10° 8,53.10™ 178,99 13,37
Ap6s 8h 80 | 15,15 a 6,60.107 3,27.10° 172,54 13,13
Ap6s 10h | 66 9,29 a 10,8.10° 1,28.10° 95,61 9,77

* letras iguais dentro da mesma coluna indicam que nao hé diferenca estatistica entre os tempos médios,
conforme o teste do Mann-Whitney (P<0,05). Biostat 2.0.

Observa-se também que periodos crescentes de incubagdao a 30°C aumentam a
uniformidade na germina¢do, conforme pode se constatar na reducdo dos desvios
padroes (tabela 3).

Em relagdo a pequena germinagdo apos 2 horas de incubagdo a 30°C, pode-se
inferir que nao houve tempo suficiente de embebicdo para que fossem realizados os

processos metabolicos que ativassem a germinagdo nos embrides (figura 1), como nos
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embrides que ficaram mais tempo incubados a 30°C. O tempo médio e a velocidade de
germinagdo deste tratamento mostraram-se semelhantes ao apresentado pelos embrides
incubados a 10°C+etileno (tabela 2). Porém, ao contrario dos embrides incubados a
10°C+etileno, os embrides transferidos apos 2 horas de incubagdo a 30°C germinaram
quantitativamente semelhantes aos incubados continuamente a 10°C, sem etileno (figura
2).

Nos demais tempos de transferéncias (4, 6, 8, e 10 horas) as velocidades médias
aumentaram gradativamente com o aumento do tempo de incubacdo a 30°C,
reafirmando os resultados ja observados anteriormente que a quebra da dorméncia é um
processo progressivo.

Os resultados apresentados sugerem que houve quebra de dorméncia nos
embrides de forma gradual, mas, no entanto, quando transferidas para 10°C houve um
aparente recuo no processo, ndo permitindo atingir alta germinabilidade como nos

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

5.5 Germinabilidade apds retorno de embrides de girassol a temperatura inicial de

incubacdo.

Apos os resultados apresentados no qual a temperatura influenciou na cinética da
germinacdo o seguinte experimento tem o objetivo de verificar se o perfil da
germinagdo dos embrides que ao retornarem para incubagdo na temperatura inicial

(30°C) retomam a velocidade de germinacao.
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Figura 6: Germinabilidade de embrides de girassol (Helianthus annuus L.) apds transferéncia de
30°C para 10°C (em verde); apos esta transferéncia, os embrides que ndo germinaram a 10°C
foram novamente transferidos para 30°C (em roxo). Germinabilidade dos embrides mantidos
continuamente a 30°C (n=30 / tratamento).

Os resultados apresentados na figura 6 mostram que os embrides de girassol ao
serem transferidos de 30°C para 10°C apresentam um gradativo aumento na
germinabilidade, corroborando com os dados anteriormente mostrados. As
germinabilidades alcangadas pelos embrides apds transferéncia 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 a baixa germina¢do em relagdo aos embrides incubados continuamente a
30°C, a questao foi verificar se os embrides que ndo germinaram a 10°C haviam entrado
novamente em dorméncia, ou perdido a viabilidade. Para isto, os embrides que apds 24
horas ndo haviam ainda germinado a 10°C, foram novamente transferidos para 30°C.
Com a transferéncia, estes apresentaram uma retomada na germinacdo, atingindo um
aumento significativo na germinabilidade (figura 6 — em roxo). As germinabilidades
apods 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 continuo a 30°C (96,67%).

Os resultados mostram que os embrides transferidos para 10°C ndo perderam
viabilidade, pois sua transferéncia de volta a 30°C resultou em alta germinabilidade.
Entdo, isto permite concluir que os embrides, ao serem transferidos para a temperatura
mais baixa, expressaram novamente a dorméncia.

Os parametros de germinagdo apresentados na tabela 4 mostram que os
tempos médios ndo se apresentaram similares ao controle (continuo a 30°C),

provavelmente pelo variado niimero de embrides que germinaram. Entretanto, a
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uniformidade de germinagdo foi similar, a julgar pelos desvios padrdes dos tempos

médios (tabela 4).

Tabela 4 - Parametros de germinacdo de embrides de girassol (Helianthus annuus L.) apds a
transferéncia de 30°C para 10°C, lote 2005. Tempo médio de germinagao, velocidade média de
germinagdo, varidncia do tempo médio, desvio padrdo da variancia do tempo médio e variancia
da velocidade média. Dados expressos em horas. N=30 sementes por tratamento (controle, apds
2,4 e 6 horas) N=28 (apos 8 horas) e N=22 (apos 10 horas).

N‘_’~ Te[npo (;/c?r_ll_zrrwncpl)% E:;’;’ég Veloc,:iG!ade Var_iéncia df’" _
Tratamento N emb_rloes Médio Médio Tempo Medla}1 VeIoudade_lg/Iedla

germinados (horas) (horasz) Médio (horas ™) (horas ™)
30° (controle) | 30 29 12.97 4.18 2.04 | 7,71.107 1,48.10™
Apdés 2h 30 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0,00
Apés 4h 30 1 8.00 0.00 0.00 1,25.10" 0,00
Ap6s 6h 30 5 20.00 8.00 2.82 5.10° 5,00.10°
Apoés 8h 28 4 15.00 4.00 2.00 6,67.10° 7,90.10°
Apo6s 10h 22 I 5.71 4.57 2.13 1,75.10" 4,29.10°

Os parametros de germina¢do dos embrides ndo germinados a 10°C, e
transferidos de volta a 30°C, estdo apresentados na tabela 5. Observa-se certa
heterogeneidade entre os parametros de germinagdo, provavelmente devido ao baixo
numero de embrides germinados. Entretanto, corrobora que os embrides estavam

viaveis a 10°C, mas ndo germinaram.

Tabela 5 - Pardmetros de germinagdo de embrides de girassol (Helianthus annuus L.) a 30°C
apos 24 horas de incubagdo a 10°C, lote 2005. Os tratamentos se referem aos periodos de
incubagdo a 30°C, antes da transferéncia a 10° C.

N‘_) Tempo c\ilc?tll'zrr:wcpl)?) Ejj;’ég VeIocid_ade Varién_cia da

Tratamento N emb_rlc"Jes Médio Médio Tempo Médle}1 }/elomdade_z

germinados (horas) (horas?) Médio (horas ™) Média (horas ™)
30° (controle) | 30 29 12.97 4.18 2.04 7,71.10° 1,48.10™*
Ap6s 2h 30 23 22.61 80.89 8.99 4,42.10° 3,10.10™
Apoés 4h 29 27 19.11 84.10 9.17 5,3.107 6,30.10™
Ap6s 6h 25 22 8.40 9.94 3.15 1,9.10" 2,0.10°
Apés 8h 24 19 18.10 82.59 9.08 5,53.107 7,70.10™
Ap6s 10h 15 14 9.14 18.29 4.27 1,09.10™ 2,62.10°

De maneira geral, os resultados permitem concluir que a dorméncia em
girassol ¢ uma caracteristica que se manifesta apenas em temperaturas baixas. Tanto a
incubagdo em etileno, quanto a transferéncia dos embrides para temperaturas mais altas,
promovem a germinagao. Além disto, a decisdo de germinar parece ser um processo

progressivo, ou ocorrer pouco antes da protrusdo da radicula, de acordo com os
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resultados obtidos com os experimentos de transferéncia dos embrides de 30°C para
10°C. Com o propdsito de se investigar este processo em nivel bioquimico, partiu-se
para estudos protedmicos da quebra da dorméncia de girassol, através de experimentos

de eletroforeses e fluorogramas.

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

Proteinas destacadas nas elipses na sua maioria sdo comuns a todos os géis, mas
nem todas estdo presentes nos fluorogramas. Isto sugere que tais proteinas ndo sdo
sintetizadas de novo, provavelmente ndo tendo participacdo direta no metabolismo
iniciado com a embebicao.

A maior parte das proteinas sintetizadas de novo ocorrem na faixa acida, abaixo
de ~pH6,8, ¢ acima de ~31KDa. A grande quantidade e sobreposi¢ao de Spots nesta
regido limitam uma analise e comparacdo mais precisa. Quando possivel isto foi
realizado, mas as comparacdes 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 embriGes dormentes e germinantes

Com o objetivo de verificar se proteinas de embrides de girassol, dormentes e
germinantes, que sdo removidas ou sintetizadas sob o efeito do tratamento com etileno a
10°C sdo as mesmas pelo tratamento de alta temperatura (30°C), foram analisados os

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

» 10°C (Figura 7):

Gel e fluorograma (figuras 7A e 7B): No gel obtido de embrides dormentes, as
setas 1, 4, 5, 6, 7 e 8 indicam proteinas que aparecem fracamente no gel, mas estdo
bem definidas no fluorograma. As setas 1, 6 e 8 indicam proteinas com
correspondentes nos géis 8A e 9A. As setas 2, 3 e 4 indicam proteinas que somente

sdo sintetizadas neste tratamento, ndo 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 embrides germinantes
(incubados por 12 horas a 10°C com etileno) ¢ muito semelhante ao perfil do
tratamento dos embrides incubados a 10°C sem etileno (figura 7A), sendo que as
pequenas diferengas foram apresentadas somente no respectivo fluorograma 8B, no
qual a seta 10 indica a sintese de uma proteina de baixo peso molecular e ha
correspondente somente no fluorograma 9B. As setas 7 ¢ 9 apresentaram uma fraca

sintese de duas proteinas e que ha semelhanga somente na figura 7B.

» 10°C (figura 9):

Gel (figura 9A): neste gel foi obtido o perfil de embrides também germinantes
(incubados por 8 horas a 30°C) e apresenta poucas diferencas em relacdo aos géis
8A e 9A. As setas 11, 12, 13 e 14 indicaram a presenca de proteinas que ndo
apresentaram correspondentes com os demais géis (7A e 8A). Ja as setas 10 e 11
indicam proteinas de baixo peso molecular que estdo presentes somente neste

fluorograma.

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

polipeptideos indicados nas figuras anteriores.
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PI 8.75 7.0 4.04

8,75 70 4,04

Figura 7 — Gel (7A) e fluorograma (7B) de amostra de
embrides de girassol (65 pg), incubados por 36 horas a
10°C. Os embrides foram marcados com *>S-met 12 horas
antes da extragdo das proteinas (embrides dormentes).
Setas pretas indicam proteinas especificas deste
tratamento, setas rosa indicam proteinas similares
presentes nos trés tratamentos comparativos (bioensaio de
estudos de quebra da dorméncia) e setas verdes indicam
proteinas presentes em somente dois tratamentos
comparativos.

31,0

21,5

144

KDa

97.4
66,2

45,0

31,0

21,5

14.4

Figura 8 — Gel (8A) e fluorograma (8B) de amostra de
embrides de girassol (65 pg), incubados por 12 horas a
10°C com etileno. Os embrides foram marcados com
S-met 6 horas antes da extracdo das proteinas

(embrides germinantes). Setas pretas indicam
proteinas especificas deste tratamento, setas rosa
indicam proteinas similares presentes nos trés
tratamentos comparativos (bioensaio de estudos de
quebra da dorméncia), setas verdes indicam proteinas
presentes em somente dois tratamentos comarativos.

21,5

14,4

Figura 9 — Gel (9A) e fluorograma (9B) de amostra
de embrides de girassol (65 pg), incubados por 8
horas a 30°C. Os embrides foram marcados com *°S-
met 6 horas antes da extracdo das proteinas

(embrides germinantes). Setas pretas indicam
proteinas especificas deste tratamento, setas rosa
indicam proteinas similares presentes nos trés
tratamentos comparativos (bioensaio de estudos de
quebra da dorméncia), setas verdes indicam
proteinas presentes em somente dois tratamentos
comparativos.



Tabela 6 - Proteinas apontadas para comparacfes nos géis e fluorogramas das
figuras7,8¢e9.

] PM (KDa) PI
Proteina . .
aproximado aproximado
Figura7 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 embrides dormentes e
germinantes, os tratamentos de quebra de dorméncia apresentam pequenas distingdes
quando comparados ao controle, e quando comparados entre si. A maioria das proteinas

sintetizada de novo ndo coincide com as ja presentes no embrido.
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5.6.2 Perfil eletroforético de embriGes germinados e ndo germinados apds

transferéncias entre temperaturas

Com o objetivo de analisar os perfis protéicos de embrides de girassol tratados
com diferentes temperaturas, com ou sem aplicacdo de etileno, foram delineados
experimentos de transferéncia dos embrides de temperaturas baixas para altas, e vice e
versa. Além disto, os embrides ndo-germinados na temperatura mais baixa ou
receberam etileno ou foram transferidos para 30°C, sendo posteriormente solubilizadas
as proteinas para efeitos de comparacao aos perfis de embrides ndo-germinantes. Foram

comparados também perfis de embrides ndo germinados com germinados.

» Figura 10: Observou-se que esta figura aparentemente apresenta maior
quantidade de proteinas que os demais géis e fluorogramas (figuras 11 e 12).
Gel (10A): no gel obtido de embrides germinantes, as proteinas indicadas pelas
setas 1, 3,4, 5,6, 7 e 8 sdo fracamente expressas no gel, e somente a proteina
indicada pela seta 8 tem proteina correspondente nos géis 11A e 12A, indicadas
pelas setas 12 e 17, respectivamente.
Fluorograma (10B): as setas 1, 2 e 3 indicam proteinas que foram sintetizadas
intensamente e bem definidas em relagdo ao gel 10A. Somente as proteinas
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; ¢ 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 embrides germinados, a proteina indicada pela seta
12 tem correspondente nos géis 10A e 12A, que sdo as indicadas pelas setas 8 e
17, respectivamente.
Fluorograma (11B): A seta 10 indica uma proteina ausente nos fluorogramas
10B e 12B.

» Figura 12:
Gel (12A): sutis diferencas sdo detectadas neste gel, obtido de embrides nio
germinados, em relagdo ao gel 11A. As mais representativas sdo as proteinas de

baixo e médio peso molecular indicadas pelas setas 14 e 15.
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Fluorograma (12B): a proteina indicada pela seta 15 ndo esta presente no
fluorograma 11B, e a proteina indicada pela seta 14 ¢ fracamente sintetizada
neste fluorograma e pouco aparece no respectivo gel. A seta 14 indica uma

proteina sem correspondente nos demais fluorogramas.

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

polipeptideos indicados nas figuras 10, 11 e 12.
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074
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31,0

21,5

14.4

Figura 10 — Gel (10A) e fluorograma (10B) de amostra
de embrides de girassol (65 pg), incubados por 16 horas a
10°C. Os embrides foram marcados com *S-met 8
horas antes da extracdo das proteinas (embrides néo
germinados). Setas pretas indicam proteinas especificas
deste tratamento, setas rosa indicam proteinas similares
presentes nos trés tratamentos comparativos (10°C+etileno
- ap6s transferéncias de temperatura).

KDa
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45.0
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14.4

PI 8,15 6.8 5,43

Figura 11 — Gel (11A) e fluorograma (11B) de amostra
de embrides de girassol (65 png) incubados a 30° C por 8
horas, e transferidos para 10°C. Ap6s 16 horas sem
germinar, foi aplicado etileno (50 pL/L) e *S-met
por 8 h antes da extracdo das proteinas (embribes
germinados). Setas pretas indicam proteinas especificas
deste tratamento, setas rosa indicam proteinas similares

presentes nos  trés  tratamentos  comparativos
(10°C+etileno - ap6s transferéncias de temperatura).
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Figura 12 — Gel (12A) e fluorograma (12B) de amostra
de embrides de girassol (65 png) incubados a 30° C por 8
horas, e transferidos para 10°C. Apos 16 horas sem
germinar, foi aplicado etileno e **S-met por 8 h antes
da extracdo das proteinas (embrifes nao
germinados). Setas pretas indicam proteinas especificas
deste tratamento, setas rosa indicam proteinas similares
presentes nos  trés  tratamentos  comparativos
(10°C+etileno - ap6s transferéncias de temperatura).



Tabela 7 — Proteinas apontadas para comparacfes nos geis e fluorogramas das
figuras 10, 11 e 12.

Proteina PM(KDa) ol
aproximado 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 hd uma maior sintese de proteinas
quando os embrides sao incubados continuamente a 10°C, sem pré-tratamento. Os perfis
protéicos das figuras 11 e 12, em que os embrides foram pré-tratados por 8 horas a
30°C, transferidos para 10°C, e posteriormente aplicado o etileno, sdo também bastante
semelhantes. De maneira geral, proteinas de baixo peso molecular aparecem nos géis
dos embrides ndo-germinantes (figuras 10A e 12A), mas ndo aparecem no gel de
embrides germinantes (11A). Tal fato se evidencia nos fluorogramas 10B, 11B e 12B,
que apresentam a sintese de uma mesma proteina, indicada pelas seta 2. mas que nos

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

e/ou conseqiiéncia da ndo germinagao.

» Figura 13:
Gel (13A): no gel obtido de embrides germinados, as proteinas indicadas pelas
setas 7 e 8 mostram que estas apresentam correspondéncia 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 proteinas sdo

apresentadas somente neste fluorograma.

» Figura 14:
Gel (14A): no gel obtido de embrides germinados, as setas 9, 10, 11 e 12
indicam que estas proteinas apresentam-se somente neste tratamento, nao
havendo correspondente em nenhum dos demais géis (13A e 15A).
Fluorograma (14B): as setas 9, 10 ¢ 12 indicam que estas proteinas foram
sintetizadas. A proteina indicada pela seta 11 estd presente no fluorograma, mas

nao no seu respectivo gel.

» Figura 15:
Gel (15A): o gel obtido de embrides ainda ndo germinados ¢ muito semelhante
aos demais géis. A baixa definicdo deste gel, entretanto, limita uma comparagao
mais precisa. Apresentando particularmente uma fraca sintese de proteinas.
Fluorograma (15B): as proteinas indicadas pelas setas 14 e 15 ndo estdo
presentes no respectivo gel (15A), nem apresentam correspondéncia nos demais

fluorogramas.

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

polipeptideos indicados nas figuras 13, 14 e 15.
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Figura 13 — Gel (13A) e fluorograma (13B) de amostra
de embrides de girassol (65 pg) incubados a 30°C por
16 horas. Foi aplicado *S-met 8 h antes da extragdo
das proteinas (embrides germinados). Setas pretas
indicam proteinas especificas deste tratamento, setas
rosa indicam proteinas similares presentes nos trés
tratamentos comparativos (30°C - apos transferéncias de
temperatura), setas verdes indicam proteinas similares
somente em dois tratamentos comparativos.
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Figura 14 — Gel (14A) e fluorograma (14B) de amostra
de embrides de girassol (65 pg) incubados a 30° C por 8
horas, e transferidos para 10°C. Ap6s 16 horas sem
germinar, os embrides foram transferidos novamente
para 30°C e aplicado **S-met por 8 h antes da
extracdo das proteinas (embrides germinados). Setas
pretas indicam proteinas especificas deste tratamento,
setas rosa indicam proteinas similares presentes nos trés
tratamentos comparativos (30°C - apos transferéncias de
temperatura), setas verdes indicam proteinas similares
somente em dois tratamentos comparativos.
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Figura 15 — Gel (15A) e fluorograma (15B) de amostra
de embrides de girassol (65 ng) incubados a 30° C por 8
horas, ¢ transferidos para 10°C. Apds 16 horas sem
germinar, os embrides foram transferidos novamente
para 30°C e aplicado *S-met por 8 h antes da

extracdo das proteinas (embrides ainda nao
germinados). Setas pretas indicam proteinas especificas
deste tratamento, setas rosa indicam proteinas similares
presentes nos trés tratamentos comparativos (30°C -
apos transferéncias de temperatura), seta verde indica
proteina similar somente em dois tratamentos
comparativos



Tabela 8 — Proteinas apontadas para comparagdes nos geis e fluorogramas das
figuras 13, 14 e 15.

PM (KDa) Pl
Proteina aproximado 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 proteinas de baixo peso molecular expressas com maior
evidéncia nos fluorogramas, podem estar relacionadas com a sintese de proteinas de
estresse (HSP- Heat Shock Proteins) (Waters et al.,1996). Isto fica mais evidente nos
tratamentos de transferéncia de temperaturas entre 30 e 10°C. Estas proteinas podem ser
sintetizadas para a recupera¢do de estresses osmoético e hidrico, como no caso do
girassol, segundo os resultados observados nos estudos de Coca et al. (1994). No

entanto, os perfis protéicos apresentados mostram a sintese de proteinas de baixo peso
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molecular, diferenciando a manifestacdo de embrides germinados, germinantes € nao
germinados, apos as mudancas de temperaturas. Isto permite sugerir que as proteinas de
baixo peso molecular encontradas no presente estudo possam resultar do estresse
térmico a que foram submetidas. A faixa de pesos moleculares destas proteinas estdo
dentro da faixa de peso molecular (entre 14-18 KDa) obtidos no trabalho de Coca et al
(1994).

Os estudos mostraram diferencas sutis nos géis e fluorogramas de embrides
dormentes e germinantes, submetidos a diferentes tratamentos térmicos. Embora os
dados apresentados e suas interpretagdes estejam de acordo com a literatura, ndo esta
claro qual ou quais as proteinas, de fato, estdo envolvidas no controle da germinagao.
Uma analise mais profunda destas diferencas como a identificagdo das proteinas cuja
sintese se mostrou diferencial entre embrides germinantes e ndo germinantes permitira
maior conhecimento quanto ao mecanismo de controle da dorméncia e germinagdo de

sementes.
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6. Conclustes

e Os embrides de girassol quando recém-colhidos se apresentam dormentes
quando incubados a 10°C.

e A quebra da dorméncia em embrides de girassol ocorre quando estes sdo
incubados a 30°C e/ou quando sdo incubados a 10°C na presenca de etileno.

e A germinagdo dos embrides de girassol a 30°C apresentou menor tempo médio
de germinagdo, menor desvio padrdo e maior germinabilidade em relacdo aos
embrides germinados a 10°C.

e A quebra da dorméncia ¢ mais rapida e uniforme quando os embrides de girassol
sdo incubados a 30°C que quando incubados a 10°C com etileno.

e A quebra da dorméncia a 30°C em embrides de girassol é um processo
gradativo.

e Os perfis protéicos de embrides dormentes e germinantes de girassol se
apresentaram bastante similares.

e A presenga de proteinas de baixo peso molecular encontradas nos perfis
protéicos dos experimentos de quebra da dorméncia e dos experimentos de
transferéncias de temperaturas sugere que estas resultam do estresse térmico a
que foram submetidas, e que elas podem estar relacionadas com a quebra da

dorméncia.
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8. Anexo

Protocolos utilizados nos experimentos de extracdo de proteinas, eletroforeses e
fluorogramas.

1 - Coquetel de Inibidores de Proteases

Diluiu-se 3 inibidores em 250 pL de tampao (Tris-HCl 10 mM, pH 74),

respeitando as seguintes concentragdes:
TPCK: Concentragdo de uso de 50 mg/mL.
TLCK: Concentracao de uso de 50 mg/mL.
Leupeptina: Concentracdo de uso de 2 mg/mL.

O coquetel foi preparado na hora do uso.

2 - Quantificacdo protéica (Método de Bradford modificado)

Procedimentos

Tampao Bradford comercial da Biorad foi diluido na propor¢do de 4mL de agua
para 1mL do Bradford totalizando uma quantidade final suficiente para construir a
curva padrdo e para quantificar as proteinas das amostras desejadas.

Para construir a curva padrao (absorbancia x concentra¢ao de proteinas) colocou-se
em ependorfs identificados as seguintes medidas:

Estoque BSA Agua Bradford 1X [ ] final de BSA
(1000ug/mL) (uL) (uL) (ug/mL)
0 20 1000 0
4 16 1000 4
8 12 1000 8
12 8 1000 12
16 4 1000 16
20 0 1000 20

A leitura da curva foi feita em espectofotometro (marca Hitachi), que havia sido
ligado pelo menos 30 minutos antes da leitura das absorbancias.

Ajustou-se, no aparelho, o comprimento de onda desejado: 595 nm.

O aparelho foi zerado (branco) com: 20uL de dgua + 1000 uL de Bradford.

Fez-se a leitura das amostras em ordem crescente de contetido de BSA para a
obtencdo da curva padrao.

Para a leitura das amostras com conteudo protéico desconhecido dissolveu-se 2ulL
da amostra + 2ulL. de HCI 0,1N + 16uL de 4gua + 1000 uL de Bradford..

O zero das amostras com conteudo protéico desconhecido foi determinado diluindo-
se 2uL do tampao O’Farrel + 2uL de HCI1 0,IN + 16uL de agua + 1000 uL de
Bradford..

Para a leitura, transferiu-se as amostras dos ependorfs para cubetes apropriados para
o espectofotometro.
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e A leitura das amostras foi realizada em duplicata.

e Para a construgdo do grafico da curva padrdo e para a obtengdo da quantidade de
proteinas das amostras utilizou-se a planilha do Excel apresentada abaixo. Salienta-
se que as curvas s6 sdo apresentadas quando todos os dados estdo na planilha.

Curva Padréo - Bradford
1,2
g 1
c
o 084
Q o6
«» 04
;‘E 02 |
0 T T T T
0 5 10 15 20 25
concentragdo BSA (mg/mL)
‘4— ABS 595 nm Linear (ABS 595 nm)
[BSA] ABS.
Equacao 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! ulL
2 0,0000 -6,8763 0 #DIV/0! #DIV/0! ulL
3 0,0000 -6,8763 0 #DIV/0! #DIV/0! ulL
4 0,0000 -6,8763 0 #DIV/0! #DIV/0! ulL

3 - Incorporacéo isotopica

1. Cortou-se papéis filtro de 1 cm?.
Colocou-se 1 pL do lisado sobre o papel e deixar secar.
Colocou-se os papéis em 10 mL de TCA 10% no gelo por 10 min.
Transferiu-se os papéis para 5 mL de TCA 5% e ferveu-se por 5 min.
Transferiu-se os papéis para 5 mL de TCA 5% no gelo por 5 min.
Lavou-se os papéis em 5 mL de metanol por 2 min.
Em seguida, lavou-se os papéis em 5 mL de acetona por 2 min.
Deixou-se os papéis secarem’ e mediu-se a radioatividade no cintilador.

PN R
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Solugao para o cintilador:

PPO S5¢g
POPOP 03¢g
Tolueno g.s.p. 1litro

Colocou-se os papéis nos tubos apropriados e adicionou-se a solu¢do acima.

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

2. O programa apropriado para a leitura do isétopo em consideragao 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
impressao do resultado. No presente caso, considerou-se que uma incorporagao
satisfatoria 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 Dimensdo

Seguem as tabelas com as quantidades e concentragdes dos tampdes e solugdes
utilizados nas eletroforeses, assim como a composicdo dos géis e as condi¢cdes de
corrida.

Tampao de lise (1X) *

Reagente Quantidade Concentrag¢ao

50¢g 9,0M
Uréia
NP-40 10% 2,0 mL 2,0%
Anfolitos pH 5-7 400 pL 1,6%
Anfolitos pH 3,5-10 100 puL 0,4%
-mercaptoetanol 0,5 mL 5,0%
Agua g.s.p volume final

10 mL

Volume Final

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

Tampao Overlay *

Reagente Quantidade Concentragao

4.8 ¢ 8,0 M

Uréia

NP-40 10% 1 mL 1,0 %

Anfédlitos pH 5-7 200 uL 0,8 %

Anfélitos pH 3,5-10 50 uL 0,2 %

Agua q.s.p. volume final

Volume Final 10 mL

* adicionar tracos de verde de metila para 0 acompanhamento visual da corrida. Fazer
usando os mesmos reagentes do tampao de lise, principalmente os anfélitos.
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Confec¢ao dos Géis

Reagente 2-DITC
50g
Uréia
Agua 2,0 mL
NP-40 10% 2,0 mL
Anfolitos pH 3,5-10 500 pL

Anfolitos pH 3.5-5 -
Anfolitos pH 4-6.5 -
Anfolitos pH 5-7 -

Sol. Acrilamida-Bis. 30% 1,3 mL
APS 10 % * 15 uL
TEMED * 10 uL

* Aplicados no momento do preparo do gel.

Solucgbes Estoque

¢ Acrilamida 30% (p/v)

Acrilamida 282 ¢ 564¢ 2,82¢g

bis-acrilamida 1,8¢g 036¢g 0,18¢g

agua destilada gsp 100 mL 20 mL 10 mL
¢ NP-40 10% (v/v)

NP-40 5mL

agua Milli-Q 45 mL

¢ Estoque Acido fosférico (H3PO4) 0,03 M (densidade = 1,685, PM 98,0) 85%: 1,64
mL para 1000 mL de agua Milli-Q (Deve ser preparado na hora de uso, pois é
muito volatil).

» Concentracdo de uso (H3;PO4) 0,01 M: 0,547 mL para 1000 mL de dgua Milli-
Q.

¢ Estoque Hidroxido de Sédio (NaOH) 0,05M PM 40,0: 2,0 g para 1000 mL de 4dgua
Milli-Q (Preparar preferencialmente no momento de uso).

» Concentragao de uso (NaOH) 0,02 M: 0,8 g para 1000 mL de 4gua Milli-Q.

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

Tampdes de corrida e condi¢des de migracdo

Cuba ITC
Superior ' 0,01 M H3POy4 (+)
Inferior ' 0,02 M NaOH (-)
Migracao

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

'Freqgiientemente utiliza-se a concentracéo de estoque das solucdes para a corrida.
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2 Como no caso do ITC a posicéo dos tampdes foi invertida, deve-se inverter também a
polaridade. Corre sempre da base para o acido. O ITC modificado segue 0 mesmo
procedimento. Para parte de baixo (basico) o volume é de 1800 mL e para parte de
cima (acido) é de 700 mL.

A corrida encerra quando a corrente ficar constante

Procedimentos experimentais

1.

10.

11.

Pipetou-se a acrilamida/bisacrilamida, o NP40 (10%) e a dgua, misturou-se bem.
Adicionou-se a uréia e, sendo necessario, aqueceu-e a solucio (NO MAXIMO 50°
C) para dissolvé-la. Apds dissolver a uréia, adicionou-se os anfolitos e misturou-se.
ANTES de adicionar TEMED e persulfato, preparou-se todo o material, tubos,
solugdo de uréia 7M, seringa e suporte para aplicar o gel nos tubos.

Marcou-se com caneta de retro até a altura que os tubos sao 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 &pice para evitar bolhas, mas nao tao
lento, para evitar polimerizacdo do gel. Apos preencher todos os tubos, colocou-se
um pouco de solucao de uréia 7M para a polimerizagdo uniforme do apice. Apos
polimerizado, retirou-se a uréia com um movimento brusco, retirou-se o parafilme.
Instalou-se os capilares na cuba, aplicou-se agarose no local de inser¢ao dos
capilares (borrachinhas) e verificou-se se havia vazamento na parte superior
colocando um pouco de tampao, evitando que o tampao caisse dentro do tubo. Nao
colocou-se (ainda) o tampao acima do nivel dos tubos.

Aplicou-se o tampao da parte inferior nos capilares (base) com o auxilio de uma
seringa evitando, dessa forma, a permanéncia de bolhas na base dos tubos.
Misturou-se bem a amostra (spin 10000 rpm/5 min) pois a uréia freqiientemente
precipita. Aplicou-se lentamente no 4pice do tubo, encostando-se a ponteira no
fundo e na lateral do tubo para evitar espumar e a formacao de bolhas. Em seguida,
aplicou-se o tampao overlay - 50uL (com tragos de verde de metila) sobre a amostra
para evitar o contato desta com o tampao superior de corrida.

Colocou-se o tampdo superior dentro dos capilares completando o volume destes, e
depois lentamente dentro da cuba superior até cobrir bem todos os capilares.
Ligou-se os eletrodos conforme procedimento acima (no caso da cuba 2ITC a
polaridade ¢ invertida nos eletrodos da fonte).

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

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

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

Limpeza dos capilares em solucao sulfocromica, e da seringa em agua abundante.

Preparo das tripas para a segunda dimensao

Deixou-se as tripas imersas em tampao de transferéncia por 30 min, sob agitagao
suave.
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2. Apoiou-se as tripas sobre o gel da segunda dimensao (preparado apenas com o pente
para aplicacao dos marcadores de peso molecular — ver abaixo), por conveng¢ao, com
a porg¢ao 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 (duracao, aproximada de 4:30 horas).

Preparo dos padroes de massa molecular para corrida
(para 20puL — 10 pL por pogo)

1.Preparou-se o tampao estoque para os padrdes (estoque temperatura ambiente):

Agua destilada - 48 mL
0,5M Tris-HCI 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

9,5mL

2. Preparou-se o tampdo redutor para aplicagdo (N0 momento do uso):

19uL Tampao Estoque

1uL B-mercaptoetanol

1uL padrdes

Ferveu-se por 5 minutos a 95°C. Esfriou-se e aplicou-se nos pogos (10 L por
POCO).

5 - Eletroforese em Segunda Dimensao

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

Solugdes estoque Separador 12,5% Concentrador 3,8%
(mL) Concentragao (mL) Concentragao
Final Final
Acrilamida/bisacrilamida 25 12,5% 2,5 3,75%
(30:0,8)
Tampao estoque do gel -- -- 5,0 0,08 M
Concentrador
Tampao estoque do gel 7,5 0,375 M -- --
Separador
SDS 10% 0,6 0,1% 0,2 0,1%
Agua 23.9 11,3
Persulfato de amoénio 10%* 0,450 0.075% 0,150
TEMED* 0,030 0,05% 0,015
Volume final p/ 2 géis 60 mL 40 mL

* Aplicados no momento do preparo do gel.
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Solug¢des Estoque

Acrilamida/bisacrilamida: 29.2 g de acrilamida e 0.8 g de bisacrilamida sdo diluidos
em agua e o volume ¢ completado para 100 mL. Armazenamento no escuro, 4°C,
por até 30 dias.

Tampao estoque do gel concentrador: Tris-HCI1 0,5 M, pH 6,8: 6,0 gramas de tris
sao dissolvidos em 40 ml de agua. pH ajustado a 6,8 com HCl 1,0 M
(aproximadamente 48 ml). O volume ¢ completado para 100 ml com agua. A
solucao ¢ armazenada a 4°C.

Tampao estoque do gel separador: Tris-HCI 3,0 M, pH 8,8: 36,3 gramas de tris ¢ 48
ml de HCI1 1,0 M s3o misturados e levados a um volume final de 100 ml com agua.
Armazenado a 4°C.

Tampao 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 sdo dissolvidos em &4gua
suficiente para completar um litro de solugdo. Armazenado a 4°C. Para eletroforese
em cuba Biorad, sdo necessarios dois litros € meio de tampao de corrida.

Tampao de transferéncia: Tris-HCI 80 mM, B-mercaptoetanol 2,0%, SDS 2,0%, azul
de bromofenol 0,02%. Ajustar pH para 6,8.

Solugdes utilizadas para corar e para secagem dos géis:

Corante: Comassie blue G 0,1% em 40,0% metanol, 10,0% &acido acético, agua gsp.
100 ml.

Descorante: 40,0% metanol, 10,0% acido acético, agua gsp. 100 ml.

Preservador: 10,0% acido acético, agua gsp. 100 ml

Solugdo para secagem: Metanol 40,0%, glicerol 5,0%, dgua gsp. 100 ml.

Procede-se a secagem em secador de gel 70°C/3 horas.

Medidas para o preparo das solugdes utilizadas na revelagdo dos fluorogramas.

Revelador Kodak Dektol: o estoque ¢ comercializado para se fazer um volume final
de 3,8L com 551g do po revelador. Para o experimento fez-se uma dilui¢ao de 150%
do revelador para que a revelagdo pudesse ser acompanhada lentamente. Para isso
diluiu-se 58g do p6 em 1L de agua deionizada.

Fixador Kodak: o estoque comercializado faz um volume total de 3,81 com 700g do
po6 fixador. Para o experimento fez-se 400 mL da solugao.

Acido Acético 1%: fez-se 1L dessa solucdo.

Procedimentos experimentais para eletroforese em segunda dimensao e

fluorogramas.

Preparou-se os reagentes para confeccdo dos géis. Dissolveu-se a acrilamida/
bisacrilamida no respectivo tampao, conforme tabela acima, adicionou-se o SDS e
completou-se com agua. Reservou-se.

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

. Adicionou-se o TEMED e o persulfato de amonia no gel SEPARADOR, e virou-se
lentamente a solucdo dentro da placa, com esta inclinada para impedir formagdo de
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10.

11.
12.

13.

14.

bolhas. Colocou-se o suporte na horizontal, ¢ o gel foi coberto com butanol ou
mesmo agua para que a polimerizacdo formasse uma superficie superior uniforme;
aguardou-se a polimerizagao.

Ap0s a polimerizagdo do gel separador, lavou-se a parte interna das placas com agua
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 polimerizagao.
Retirou-se o pente e removeu-se as placas do suporte. As placas foram entao
instaladas na cuba.

Encheu-se a cuba inferior com tampao de corrida, evitando a permanéncia de bolhas
na base da placa. Encheu-se a parte superior da cuba com o tampao de corrida, e
depois aplicou-se as amostras de proteinas.

Instalou-se os eletrodos, regulou-se a fonte e procedeu-se a corrida conforme
amperagem, voltagem e poténcia ja citadas.

Ap6s a corrida, removeu-se as placas, retirou-se os géis e colocou-se para corar nos
tampodes apropriados. Lavou-se todo o material utilizado conforme procedimentos
usuais.

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

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

Ap6s o periodo de exposicao, o filme de raio-X foi revelado em uma sala escura.
Retirou-se o filme e o gel do cassete. O filme (sem o gel) foi mergulhado em uma
bandeja contendo a solucdo reveladora. A revelagdo foi acompanhada visualmente
observando-se o gel contra a luz vermelha.

Ap0s o aparecimento das bandas, o filme foi lavado rapidamente em 4gua corrente e
mergulhado em écido acético por alguns minutos para parar a revelagao.

Novamente lavou-se o filme em agua corrente e o mesmo foi mergulhado na
solucdo fixadora por alguns minutos. O filme foi novamente lavado em &4gua
corrente e colocado em um "varal" para secar. Nesse ponto ele pode ser exposto a
luz branca.

6 — Medidas por repeticdo utilizadas nas andlises estatisticas dos resultados
apresentados na tabela 2:

Tempo médio Tempo médio (horas)

Repeticéo (horas) 10°C +etileno Tempo médio (horas)
Lote N=30/bioensaio 10°C (50 pL/L) 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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