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Introducao

Os ajustes metabdlicos que conferem a semente ortodoxa
a tolerancia extrema e rapida a perda de dgua durante seu
desenvolvimento (essa perda em graos atinge niveis de
50-60% (Ellis et al.,1987)), tém, sobretudo, uma funcao
protetora contra os efeitos deletérios da desidratacdo, em
diferentes componentes celulares (membranas, citoplasma
e proteinas). Tal funcao protetora é atribuida, basicamente,
aos processos bioquimicos resumidos a seguir:

1. O acimulo de oligossacarideos (rafinose e estaquiose) e
acucares sollveis (sacarose) que protegem a integridade
estrutural das membranas, prevenindo sua fusao e suas
fases de transicao e separacao durante a desidratacao, e
provendo as interacdes hidrofilicas necessérias a
estabilidade das proteinas e das atividades enzimaticas.

O efeito protetor dos acUcares estaria também associado a
formacao de uma fase de vitrificacdo citoplasmatica,
evitando os danos causados pela cristalizacdo na auséncia
de agua (Koster & Leopold, 1988; Williams & Leopold,
1989; Chen & Burris,1990; Blackman et al., 1991;
Ooms et al., 1993; Sun et al., 1993; Sun et al., 1994).
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2. A habilidade de prevenir, tolerar e reparar o ataque de
radicais livres durante a desidratacao
(Leprince et al., 1993).

3. A sintese de proteinas especificas, com carater
hidrofilico, que manteriam a integridade estrutural dos
componentes intracelulares durante a perda de agua, por
meio do “seqliestro” de ions e da protecao de outras
proteinas ou membranas. Essas proteinas atuariam,
indiretamente, no controle das caracteristicas da agua de
ligacao da semente (Bartels et al.,1988; Dure et al.,1989;
Blackman et al.,1991; Bewley & Oliver, 1992;

Bray, 1993; Leprince et al.,1993).

Nas fases posteriores ao acumulo de reservas é detectado
no embrido um conjunto de mRNAs que codificam
proteinas especificas, as quais diferem daquelas de
armazenamento (Skriver & Mundy, 1990). Essas proteinas
sdao denominadas “late embryonic abundant proteins”
(LEA), “maturation proteins”, “dehydrin-like proteins”
(Kermode, 1990; Farrant et al.,1992). Os mais altos niveis
de expressdao dos mRNAs de genes das proteinas LEA
ocorrem antes da fase final de dessecamento do embrido
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(Kermode, 1990; Espelund et al., 1992). Os mRNA's
transcritos, cuja regulacao parece ser sobretudo
transcricional, onde o ABA (4cido abscisico) desempenha
o principal papel. Preservados na semente quiescente,
desaparecem rapidamente nas primeiras horas de
embebicao durante a germinacao (Goldberg et al.,1989;
Kermode,1990; Almoguera & Jordano,1992;

Espelund et al., 1992; Leprince et al.,1993).

Alguns aspectos relativos a sintese e a funcao dessas
proteinas ndo estao elucidados. Nao se sabe ao certo se o
declinio da sintese das proteinas é uma conseqiiéncia da
desidratacao per se, ou se esta geneticamente programado,
constituindo-se, assim, um evento inerente e necessario ao
inicio do processo de maturacdo da semente

(Berjak et al.,1984). Se, por um lado, essas proteinas sao
necessarias para assegurar a sobrevivéncia do embrido face
a desidratacao, por outro lado, elas ndo parecem ser
essenciais a germinacao. Diferentes subconjuntos ou
grupos das proteinas LEA tém sido identificados, segundo
a especificidade e/ou seqiiéncia homéloga de aminoacidos
(Farrant et al.,1992; Bray,1990; Leprince et al,1993).

A familia de genes do primeiro grupo (LEA) esta
relacionada a desidratacao celular e sua sintese coincide
com a aquisicao da tolerancia ao dessecamento e/ou com o
dessecamento. A familia de genes do segundo grupo

(heat shock proteins - HSP; cold regulation - COR) esta
relacionada a termotolerancia. A terceira familia de genes
(RAB) esta relacionada ao estresse hidrico (dehydrin) e a
inducao pelo ABA.

As proteinas LEA sao fortemente hidrofilicas, resistentes a
desnaturacao, estaveis, sollveis a altas temperaturas, nao
tém um estado termodinamico preferencial. Apresentam
estrutura secundaria o - hélice e mantém conservada,
através das espécies, seqiiéncia homéloga de aminoacidos.
Devido a essas caracteristicas, tem sido sugerido que elas
podem atuar como osmo-protetoras ou reparadoras de
danos de desidratacao (Close et al., 1989;

Dure et al., 1989; Jacobsen & Shaw, 1989;

Almoguera & Jordano, 1992; Bradford & Chandler, 1992;
Espelund et al., 1992; Kovach et al., 1992;

Bewley & Black,1994).

Cerejeira (Amburana cearensis, Leguminosae Papilionoideae)
é uma espécies arborea de multiplos usos (Usher, 1974),
possui caracteristicas xéricas e ocorre em matas
mesofiticas dos biomas Cerrado e Caatinga

(Barbosa, 1983). Devido a sua especificidade ecolégica, a
espécie pode ser utilizada para estudos elucidativos sobre
a atuacao de proteinas LEA. Assim, esse trabalho teve
como objetivo adaptar um protocolo de extracao de
proteinas para sementes de cerejeira, visando futuros
estudos de deteccado de proteinas LEA, nessa espécie.

Material e métodos

Material

A escolha dos tampdes de extracao de proteinas baseou-se
nos resultados obtidos para a deteccao de proteinas LEA
em sementes de Avicennia marina (Farrant et al., 1992) e
de soja (Blackman et al., 1991). O tampao que permitisse
a melhor resolucao das bandas seria definido, a priori,
como o mais eficiente para a extracao das proteinas de
cerejeira.

As sementes utilizadas procederam de quatro localidades
distintas, conforme identificacdo pelo nimero da amostra
em caderneta de campo dos coletores José Alves da Silva,
Antonieta Nassif Salomao, Aécio Amaral dos Santos e
Sérgio Eustaquio de Noronha:

210: sementes compradas na feira de Barreiras, BA;
conteudo de umidade inicial de 7,0%;

276: sementes coletadas em Guanambi, BA; contetdo de
umidade inicial de 6,5%;

285: sementes coletadas em Porteirinha, MG; contetdo de
umidade inicial de 7,8%;

322: sementes coletadas em Coronel Murta, MG;
conteudo de umidade inicial de 7,3%.

Tampodes de extracdo de proteinas

Tampao 1 Avicennia marina (Farrant et al., 1992):

Trizma base 50mM
Sacarose 0,7M
EDTA 50mM
KCI 0,1M
BMEOH 2%
PVPP 19
Thiourea 10mM
pH7,0

Tampao 2 Soja (Blackman et al., 1991):

Trizma base 50mM
NaCl 500mM
EDTA 50mM
MgCl, 5mM
pH 7,5

Extracdo de proteinas de sementes
inteiras, cotilédones e eixos embrionarios

Foram extraidas proteinas de sementes inteiras,
cotilédones e eixos embrionarios de 276, testando-se os
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dois tampodes (Avicennia marina e soja). Para as demais
procedéncias fez-se a extracao de proteinas apenas das
sementes inteiras com o tampao de Avicennia marina.
A quantidade de material /procedéncia triturado em
nitrogénio liquido foi de: 276: 1,2526g (semente),

1g (cotilédone) e 0,259 (eixos embrionéarios);

210: 1,1588g (semente); 285: 1,4032g (semente);
322: 1,1722g (semente).

Acrescentaram-se 5ml (semente e cotilédone) e 1,5ml
(eixos embrionérios) de tampao Avicennia marina ou soja.
Para sementes inteiras de 276 foi feita a extracao de
proteina apds desidratacdo das sementes em silica-gel a
temperatura ambiente (25 + 2°C) por O (testemunha),

72 e 144h e desidratacao seguida de embebicdo em papel-
-toalha por 24h a temperatura de incubacao de 25°C.
Para a testemunha (Oh de desidratacao) fez-se a extracao
de proteinas apés 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 18 e 24h de
embebicao, nas condicdes descritas anteriormente.

Os tubos foram colocados na geladeira por 2h, sendo
agitados manualmente a cada 15 min. Os extratos foram
centrifugados a 4°C, 13000rpm / 20min (centrifuga
refrigerada Sigma 3K10, rotor N12160). Apds a
centrifugacao, retirou-se o sobrenadante e os extratos
foram armazenados com 150ul de glicerol a -20°C.

Eletroforese
Solucdes estoque:

Solucao M Trizma HCI 0,5M pH 6,8 SDS 0,4%

Solucao N acrilamida 29,2g/100ml
bis-acrilamida 0,8g/100ml

Solugao L Trizma HCI 1,5M pH 8,4 SDS 0,4%

Tampao Trizma HCI 0,5M pH 6,8

Tampao de corrida:

Trizma HCI 3,09
Glicina 14,39
SDS 1,09
pH 8,4

Gel separador desnaturante em gradiente
de densidade de 10% a 18%

Solucoes 10% 18%
Solucao L 3ml 3ml
Solucao N 4ml 7,2ml
H,0 5ml 450ul
Glicerol - 1,35ul
PA 10% 25yl 25yl
TEMED 10ul 10ul

Volume final 12ml 12ml

Solucao gel concentrador (4,7%):

Solucao M 2ml
Solucao N 1,25ml
H,0 4,75ml

PA 10% 50pl

TEMED 5ul
Volume final 8ml

Tampao de amostra:

Trizma HCI O,5M 12,5ml
SDS 2%
BMEOH 2%
Sacarose 12%
Azul de bromofenol 0,02%
Volume final 100ml

pH 6,8

Preparacao da amostra para o gel de poliacrilamida:

Extrato protéico 10ul
Tampao de amostra 10ul

Solucao corante do gel:

Metanol 45%
Acido acético 10%
H,0 45%
Coomassie blue 0,25%
Volume final 100ml

Solucao descorante do gel:

Metanol 45%
Acido acético 10%
H,0 45%
Volume final 11

Resultados e Discussao

O tampao 1 Avicennia marina foi mais eficaz para a
extracao de proteinas de cerejeira, uma vez que permitiu
melhor resolucao das bandas no gel. Em géis
preliminares nao foi possivel obter uma resolucao
satisfatéria, quando da utilizacdo do tampao 2 soja.

Na Fig. 1 sdo apresentados os resultados obtidos com o
tampao 2 (bandas 1 e 2) e com o tampao 1(bandas 3 e 4)
para cotilédones e eixos embrionarios de sementes da
procedéncia 276. Esses resultados reforcaram a escolha
do tampao 1 de Avicennia marina, para o prosseguimento
do experimento, uma vez que se obteve maior nitidez e
resolucao no perfil eletroforético. A eficiéncia do tampéao

1 deve-se, possivelmente, a presenca do PVP
(polivinilpirolidona) que, por ser um inibidor de protease,
contribuiu para que ndo houvesse degradacao das
proteinas. As sementes de todas as procedéncias
analisadas apresentaram o mesmo padrao protéico,
conforme observado nas bandas 5, 6, 7 e 8 da Fig. 1.
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. Tampéo 2, cotilédones de 276
. Tampéo 2, eixos embriondrios de 276

. Tampéo 1, cotilédones de 276

. Tampéo 1, eixos embriondrios de 276
5. Tampdo 1, sementes de 210
6. Tampédo 1, sementes de 276
7. Tampéo 1, sementes de 285

8 8. Tampédo 1, sementes de 322

Fig. 1. Utilizacdo de tampdes de extracdo de proteinas
(Tampéao 1 Avicenna marina, Tampao 2 soja) de sementes,
cotilédones e eixos embrionarios de quatro procedéncia

Amburana cearensis.

A velocidade de desidratacao e absorcao de agua pela
semente é determinada, dentre outros fatores, pelas
caracteristicas morfocelulares dos envoltérios da semente
ou embrido. Sementes de cerejeira possuem tegumento
semipermeavel, o que torna os processos de perda e
absorcao de dgua mais lentos. Assim, para as sementes da
procedéncia 276, tanto a desidratacdo quanto a embebicao
nao resultaram em reducdo ou aumento pronunciado do
conteldo de umidade (Tabela 1). Dessa forma, a nédo-
-alteracado na expressao de proteinas das sementes
submetidas aos diferentes periodos de dessecamento e a
subseqliente embebicao, foi, provavelmente, em funcao da
semipermeabilidade do tegumento (Fig. 2). Outro fator que
pode ter contribuido para que nao fosse identificada a
degradacao protéica, nas bandas 2, 4 e 6 (Fig. 2), foi o
periodo de embebicao de 24h.

Tabela 1. Contetldo de umidade de sementes 276 apds
diferentes periodos de desidratacao e desidratacao seguida
de 24h de embebicao

ratamentos Umidade (%)

Oh de desidratacao (testemunha) 6,5
Testemunha ap6s 24h embebicao 8,7
72h desidratacao 5,6
72h desidratacao apés 24h embebicao 7.9
144h desidratacao 5,3

144h desidratacao apés 24h embebicao 8,2

1. Testemunha

2. Testemunha ap6s 24h embebigdo
3. 72h de desidratacédo

4. 72h de desidratagdo ap6s 24h
embebigdo

5. 144h de desidratagdo

6. 144h de desidratacdo ap6s 24h

embebigdo

1 2 3 4 5 6
Fig. 2. Proteinas de sementes de Amburana cearensis,
procedéncia 276, apds diferentes peridos de desidratacéo e

desidratacdo seguida de 24h de embebicdo.

Resultado similar, ou seja, a ndo mudanca na expressao do
padrao protéico, foi observado tanto para a testemunha
(banda 1) quanto para as demais amostras apés distintos
periodos de embebicao (bandas de 2 a 10), conforme
apresentado na Fig. 3.

1. Testemunha

. Testemunha ap6s 2h de embebigéo
. Testemunha ap6s 4h de embebigéo
. Testemunha ap6s 6h de embebigéo
. Testemunha ap6s 8h de embebigdo
. Testemunha ap6s 10h de embebigdo
. Testemunha ap6s 12h de embebigdo

. Testemunha ap6s 16h de embebigdo

12 3 45 6 7 8 910

9. Testemunha apds 18h de embebicdo

10. Testemunha ap6s 24h de embebigdo

Fig. 3. Proteinas de sementes de Amburana cearensis;
procedéncia 276, com 6,5% de umidade e apds diferentes

periodos de embebicdo

As etapas subseqlientes dos estudos de proteinas LEAs
em sementes de cerejeira serao: deteccao e quantificacao
das proteinas LEAs; determinacao do tempo de embebicao
requerido durante a germinacao, para que ocorra a
degradacao dessas proteinas e avaliacdo da estabilidade
dessas proteinas em bancos de sementes no campo.

O método estabelecido nesse trabalho seré utilizado para o
cumprimento dessas etapas.
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