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RESUMO - Na literatura ndo hé relatos sobre a relacéo de proteinas resistentes ao calor,
expressas em gréos de milho, e a toleréncia de genétipos aos fungos que causam gréos
ardidos. Diante disto, objetivou-se neste trabalho avaliar o padréo eletroforético de proteinas
resistentes ao calor em gréos de linhagens de milho tolerantes e suscetiveis aos gréos ardidos.
A partir de 30 linhagens foram selecionadas cinco que apresentaram maior tolerancia aos
gréos ardidos e cinco linhagens que apresentaram um maior nivel de severidade dadoenca. As
espigas de todas as plantas foram inoculadas com uma suspensdo de conidios 2 x 10* de
Fusarium verticillioides. Para a extracdo das proteinas resistentes ao calor utilizou-se solucéo
tampdo 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 500 mM NaCl; 5mM MgClz; 1 mM PMSF. A eletroforese
foi realizada em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% no gel separador e 6%, no
concentrador. Foi observado um padrdo de bandas mais expressivas nos genétipos que
apresentaram tolerancia aos gréos ardidos quando comparado com o padrdo de bandas
observado nos gendtipos que apresentaram dta severidade da doenca Os padrbes
eletroforéticos de enzimas resistentes ao calor diferem em gréos de linhagens tolerantes e de
linhagens suscetiveis aos gréos ardidos causados por F. verticillioides.
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Introducéo

Na literatura ndo h4 relatos sobre a relagdo de proteinas resistentes ao calor, expressas
em gréos de milho e a toleréncia de gendtipos aos fungos que causam gréos ardidos. Estas
proteinas sdo hidrofilicas, compostas por aminoécidos localizados no citoplasma, no nuicleo e
nos vacuolos das células. Elas expressam em situactes de estresses abidticos (GOYAL et a.,
2005). A fungdo dessas proteinas ainda ndo esté totalmente elucidada, mas sua abundancia em
organismos que toleram a desidratac&o sugere que elas tém um papel importante natolerancia
adessecacdo (BLACKMAN et al., 1995).

Dentre as proteinas resistentes ao calor, a LEA (late embryogeneses accumulated) € a
mais estudada em milho. Foi verificado maior quantidade destas em sementes de milho
tolerantes a alta temperatura de secagem (ROSA et al., 2005). Estes autores afirmam que este

! Trabalho realizado com o apoio financeiro da CNPg e Fapemig

2899



sistema proteico tem relagdo com o mecanismo de protecdo celular contra danos causados
pela dessecacéo.

Diante do exposto, o objetivo neste trabalho foi avaiar o padréo eletroforético de
proteinas resistentes ao calor em gréos de linhagens de milho tolerantes e suscetiveis aos
gréos ardidos.

M aterial e M étodos

A partir de 30 linhagens de milho, foram selecionadas visualmente, gréos de cinco
linhagens que apresentaram maior toleréncia aos gréos ardidos e gréos de cinco linhagens que
apresentaram um maior nivel de severidade da doenca.

E importante ressaltar que as espigas de todas as plantas foram inoculadas com uma
suspensdo de conidios 2 x 10* de Fusarium verticillioides.

Para a extracdo das proteinas resistentes ao calor, foram macerados, em nitrogénio
liquido, 100 gréos de cada linhagem selecionada que foram previamente submetidos a
secagem natural.

Para a extracdo das proteinas foram adicionados solugéo tamp&o (50 mM Tris-HCI pH
7,5; 500 mM NaCl; 5mM MgClz; 1 mM PMSF) na proporcéo de 1:10 (peso do material:
volume tamp&o extracdo) e transferidos para microtubos de capacidade de 1500 nL. O
homogeneizado foi centrifugado por 45 minutos a 4°C a 16000 xg e o sobrenadante retirado
foi incubado em banho-maria a 85°C por 15 minutos, sendo novamente centrifugado como
citado acima, por 30 minutos. O sobrenadante foi vertido em microtubos e o pellet descartado.
Antes da aplicagdo no gel, os tubos de amostras contendo 70 M de extrato + 40 nl de solucéo
tampdo da amostra (2,5 mL de glicerol; 0,46 g de SDS; 20 mg de azul de Bromofenol e
completado o volume para 20 mL com o tampéo de extragdo Tris pH 7,5) foram colocados
em banho-maria com &gua em ebulicdo por 5 minutos. Foram aplicados 50 ml. dessa solucéo
em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% no gel separador e 6%, no concentrador. A
corrida eletroforética foi realizada a 150 V e os géis corados em Coomassie Blue a 0,05%,
conforme Alfenas et al. (1991), durante 12 horas e descorados em solucdo de écido acético
10%.

Os padroes eletroforéticos de cada genétipo foram avaliados, utilizando como
referéncia o padréo de proteina da INVITROGEN, contendo 15 padrfes de peso molecular
entrel0 e 220 kDa

2900



Resultados e Discussio

Houve diferencas entre os padrfes protéicos de bandas das linhagens que foram
sel ecionadas como tolerantes e as selecionadas como suscetivels.

Foi observado um padréo de bandas mais expressivas nos genotipos que apresentaram
tolerancia aos gréos ardidos quando comparado com o padrdo de bandas observado nos
gendtipos que apresentaram ata severidade da doenca (Figura 1). Isto indicou que a
concentragdo das proteinas resistentes ao calor foi mais ata nos graos que apresentaram
menor severidade da doenca causada pelo F. verticillioides. Este resultado sugere que estas
proteinas podem estar envolvidas no mecanismo de defesa da planta ao fungo. Segundo Rosa
et al. (2005), este sistema protéico pode estar envolvido com mecanismos de protecéo celular
contra os efeitos danosos da perda de agua em sementes de milho.

As proteinas resistentes ao calor tém sido relacionadas com a preservacéo e o reparo
das estruturas macromolecul ares da membrana plasmatica durante a desidratacdo de sementes
e das plantas (VERTUCCI e FARRANT, 1995; ROSA et d., 2005; HORVATH et al., 2012).

A vantagem das proteinas resistentes ao calor é o fato delas apresentarem padres
eletroforéticos estaveis em sementes (JOSE et al., 2004). Portanto, o perfil destas proteinas
apresenta potencial como marcador para caracteristica de toleréncia aos gréos ardidos, porém
€ necessario verificar se elas sdo expressas em outras partes da planta.

Conclusdo

Os padroes eletroforéticos de enzimas resistentes ao calor diferem em gréos de
linhagens tolerantes e de linhagens suscetiveis aos gréos ardidos causados por F.
verticillioides.
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Figura 1. Padréo eletroforético de proteinas resistentes ao calor expressas em graos de linhagens suscetives (1S,
2S, 3S, 4S, 59) eresistentes (1R, 2R, 3R, 4R, 5R) e o padrdo molecular de 15 a 220kDa (M).
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