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RESUMO

O deficit hidrico € um dos principais fatores limitantes para o aumento da
produtividade da cana-de-agucar no nordeste brasileiro. Essa situagcdo pode ser
agravada, pois, devido as preditas mudancas climaticas globais, estima-se que os
episodios de restricao hidrica sejam ainda mais freqlentes, inclusive em outras
areas de cultivo no Brasil. As plantas, quando submetidas ao estresse hidrico,
expressam uma série de genes e proteinas especificas como um mecanismo de
adaptacdo a essa condi¢cdo. Portanto, o estudo da protedbmica pode ser uma
poderosa ferramenta para a identificacdo de proteinas e determinacdo dos
mecanismos de resposta e adaptacido ao estresse hidrico. O presente estudo teve
como objetivo verificar a alteragdo no proteoma e identificar as proteinas envolvidas,
dos gendtipos: RB72910 (tolerante ao estresse hidrico) e RB72454 (sensivel) de
cana-de-agucar quando submetidos ao estresse hidrico. As plantas foram cultivadas
em casa de vegetacdo, e apos dois meses de cultivo (controle), suspendeu-se a
rega por 2 dias (estresse) que foi monitorado pela determinagédo do potencial hidrico
(Yw). Apds esse periodo, retomou-se a irrigagdo na capacidade de campo por mais
dois dias (Recuperacao). Trés métodos de extragdo para preparacdo de amostras
protéicas para eletroforese bidimensional foram testados. O método que apresentou
os melhores resultados no numero de spots, qualidade e reprodutibilidade dos géis
foi o método modificado de extragcao fendlica. Apés a analise do proteoma dos
tratamentos (controle, estresse e recuperagao) para os dois genotipos, constatou-se
a presenca de varios spots exclusivos e com diferengcas de expressdo entre os
genotipos sensivel e tolerante. Foram detectados 480 spots para o genétipo sensivel
e 352 spots para o genétipo tolerante e um total de 80 spots foram identificados por
espectrometria de massas. Foi possivel observar que dentre as proteinas
possivelmente envolvidas com o estresse hidrico 24% estavam presentes no
gendtipo tolerante, enquanto apenas 3% foram observadas no gendtipo sensivel. A
analise dos spots identificados via espectrometria de massas demonstrou para a
cana-de-acgucar, a presenca de proteinas como Chaperonas, Ascorbato peroxidase,
Superéxido dismutase, choque térmico, 14,3-3-like e Isoflavona reductase, proteinas
que tém sido descritas por participar de mecanismos de defesa das plantas contra
estresses bidticos e abidticos.

Palavras-chave: Cana-de-aclcar, Estresse hidrico, Eletroforese bidimensional,
Protedmica.
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ABSTRACT

Hydric deficit is one of the main limiting factors for the sugarcane productivity
increase in the Brazilian northeast. The process can be worsened due to the global
climatic changes and it is estimated the episodes of hydric restrictions will be much
more frequent, including in other cultivation areas in Brazil. When plants are
submitted to the hydric stress, there is an induction of a series of genes and specific
proteins as an adaptation mechanism to this condition. Therefore, proteome studies
can be a powerful tool to identify proteins and find out their mechanisms of response
and adaptation to the hydric stress. The present study aimed to evaluate changes in
the proteome of the RB72910 (tolerant of the hydric stress) and RB72454 (sensitive)
genotypes of sugarcane as well to identify the proteins involved when submitted to
hydric stress. To carry out these goals, plants were cultivated in a greenhouse, and
after two months of cultivation (control), the irrigation was suspended for 2 days
(stress), which was monitored by the hydric potential determination (Ww). After this
period, the irrigation was restarted for two more days (recovery). For the proteome
analysis, three extraction methods to prepare protein samples for two-dimensional
electrophoresis were tested. The method that presented the best results on the
number of spots, quality and reproducibility of the gels was the adapted method of
phenol extraction. Results showed the presence of several exclusive spots with
differences in the expression between sensitive and tolerant genotypes. It was
detected 480 spots for the sensitive genotype and 352 spots for the tolerant
genotype, and a total of 80 spots were identified by mass spectrometry (MS-MALDI-
TOF) after the proteome analysis for the control, stress and recovery treatments. It
was possible to see between both genotypes that 24% of the proteins identified and
related to the stress were present in the tolerant genotype, while just 3% of the
proteins associated to the hydric stress were observed in the sensitive genotype. The
MS analysis of the identified spots showed the presence of proteins such as
chaperona, ascorbato peroxidase, superoxide dismutase, heat shock, 14,3-3-like and
isoflavone reductase, which have been described to participate in the plant defense
mechanisms against biotic and abiotic stresses.

Key words: Sugarcane, Hydric stress, Two-dimensional gel electrophoresis,
Proteomics.
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1. INTRODUGAO



Introducao

1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar € uma cultura de alta importancia social, econdmica e
ambiental para o Brasil, que é o maior produtor mundial desta cultura, e se
apresenta como o principal pais do mundo a implantar, em larga escala, um
combustivel renovavel alternativo ao petréleo. Considerado o pais mais competitivo
por deter os maiores niveis de produtividade, de rendimento industrial e menores
custos de producdo, € o maior exportador de acgucar e alcool, exercendo forte
influéncia na determinagao dos precos internacionais desses produtos.

Gendtipos que diferem em tolerancia ao déficit hidrico devem apresentar
diferengas qualitativas e quantitativas na expressdo génica quando submetidos a
periodos de seca. Essas consideragcbes reforcam a necessidade de um enfoque
sistematico nos estudos de estresse hidrico, com maior énfase na diferencas
genéticas entre os gendtipos (CASAGRANDE et al., 2001; NEPOMUCENO et al.,
2001).

Os genes induzidos em condi¢gbes de estresse tém fungcdo ndo somente na
producado de importantes proteinas do metabolismo, como também na regulacio de
genes na traducgao de sinal (DERGISI, 2005), e podem ser separados em proteinas
que provavelmente funcionam na resposta ao estresse, como aquaporinas,
proteinas necessarias para producao de varios osmoprotetores (agucar, prolina,
glicina, betalaina, etc.), proteinas que protegem macromoléculas e membranas,
proteinas late-embriogenesis abundant protein (LEA), chaperones, proteinas
ligadoras de mRNA, proteases, e enzimas de desentoxificagdo. O segundo grupo
contém proteinas envolvidas na regulacdo da traducéo de sinais, expresséo génica
(ativagcdo e inativagdo), como as proteinas cinases, fatores transcricionais,
fosfolipases C, proteinas de biossintese de acido abscisico (ABA) (DERGISI, 2005;
UMEZAWA, 2006). Muitas proteinas sofrem modificagdes pos-traducionais como
remocao de peptideos sinais, fosforilagcao, glicosilagdo, carbamilacéo, e entre outras
sdo extremamente importantes para atividade e localizagdo sub-celular (KRISHNA e
WOLD, 1993; GARAVELLI et al., 2001).

Os recentes avangos na protedmica tém possibilitado o estudo de processos
biolégicos dindmicos com a analise sistematica do perfil protéico expresso sob

determinada condigdo em um organismo, e ainda mapeamento de caminhos
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metabdlicos e a identificacdo de novos genes alvos que podem ser usados na
manipulagdo genética (PANDEY e MANN, 2000; PATTERSON e AEBERSOLD,
2003).

O sucesso do cultivo da cana-de-acucar se deve a utilizagado de cultivares
obtidos por meio de melhoramento genético classico desenvolvido pelos centros de
pesquisa e estacbes experimentais. Este € um processo relativamente demorado,
visto que, dentre as espécies cultivadas, a cana-de-agucar possui um genoma
bastante complexo, o que dificulta a aplicacdo de técnicas convencionais de
melhoramento para esta planta (VETORRE et al., 2001). Entretanto, o
sequenciamento do genoma, transcriptoma e/ou protedmica de varias plantas, tais
como a cana-de-agucar, vem facilitando e acelerando a identificacdo de genes
responsaveis por qualidades desejaveis, tornando possivel a manipulagio
subsequente de genes de interesse através de técnicas de genética molecular. Tais
avancgos possibilitardo, cada vez mais, a obtencdo de cultivares resistentes a
doengas, mais adaptadas e produtivas, diminuindo as perdas na agricultura, além de
permitir o aproveitamento de solos até entdo nao utilizaveis (SACILOTO, 2003).

A maior limitagdo para o melhoramento genético visando a tolerancia ao
déficit hidrico em plantas € o conhecimento insuficiente sobre as bases fisioldgicas,
moleculares e genéticas das respostas das plantas ao déficit. Uma resposta
fisiologica especifica ao déficit hidrico representa na verdade combinagdes de
eventos moleculares que sao ativados ou desativados pela percepg¢ao do estresse
(BRAY, 1993). Compreender como tais eventos interagem entre si representa um
importante passo no desenvolvimento de plantas com maior tolerdncia a seca.
Dessa maneira, o estudo dos mecanismos moleculares assume papel-chave na
identificacdo pontual de genes e de rotas metabdlicas envolvidas nas respostas
fisiologicas a seca (CASAGRANDE et al., 2001).

Este projeto teve na primeira etapa estudar as proteinas de folhas de cana-
de-agucar em ambientes de estresse hidrico, e sera complementado pelas proteinas
identificadas nas raizes da cana-de-acgucar. Esses resultados abrem a perspectiva
para a identificagdo de novas proteinas envolvidas na resposta ao estresse hidrico,
podendo ser aplicadas como novos alvos para o desenvolvimento de OGMs e
marcadores moleculares de tolerancia ao estresse hidrico para programas de

melhoramento genético de cana-de-agucar.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

v Analisar e identificar proteinas cuja expressdo é modificada por deficiéncia

hidrica em cana-de-agucar.

2.2. Objetivos especificos

v Desenvolver protocolos para o isolamento de proteinas totais de folhas de

cana-de-acucar em condicdes de estresse hidrico;

v Identificar “spots” que representam eventuais diferencas entre os géis
gerados pela eletroforese 2-D de proteinas dos tecidos isolados dos gendtipos
tolerantes e submetidos a estresse hidrico, quando comparadas com gendtipos

susceptiveis a baixos indices de umidade no solo;

v Desenvolver metodologias especificas para preparacdo das amostras
destinadas aos experimentos de espectrometria de massa baseadas no peso
molecular relativo das proteinas isoladas e seus respectivos pontos isoelétricos
(IEF).
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A Cana-de-agucar

3.1.1. Distribuicao e importancia econémica

A cana-de-acgucar, uma monocotiledénea alégama e semi-perene, pertence a
familia Poaceae e ao género Saccharum, que abrange varias espécies, porém, as
canas atualmente cultivadas, em sua maioria, sdo hidridas. E originaria do Sudeste
Asiatico, na grande regidao central da Nova Guiné e Indonésia, propria de climas
tropicais e subtropicais. A maioria das cultivares comerciais € originaria do
cruzamento interespecifico de Saccharum officinarum com outras espécies do
género, tais como S. spontaneum, S. robustum, S. sinnensis, S. barberi e S. edule
(SACILOTO, 2003).

A cana-de-agucar € cultivada em areas tropicais e subtropicais em mais de 90
paises e considerada uma das mais importantes espécies vegetais da atualidade,
particularmente em fungdo de seu papel como fonte de energia (agucar, etanol e
eletricidade) (FAO, 2010). No Brasil, a cana-de-agucar foi introduzida como planta
ornamental e, posteriormente, em fungdo do seu teor de acucar, foi utilizada como
alimento e como matéria prima para a produgdo de aguardente. Na atualidade,
também ¢é utilizada para a produgédo de alcool (aditivo para gasolina), de alcool
hidratado, de energia elétrica, bem como na alimentacdo animal. Devido ao seu
elevado teor de fibras, ainda apresenta, em termos energéticos, grandes vantagens
competitivas na comparagao com outras matérias-primas (SEAG, 2008).

A producgao de cana-de-agucar foi em cerca de 664 milhdes de toneladas na
safra 2009, cerca de 90% do total na principal regido produtora do Pais, a Centro-
Sul, e 10% no Nordeste. Inicialmente utilizada quase exclusivamente para a
producao de agucar, nas ultimas trés décadas a cana se tornou um novo paradigma
de energia limpa e renovavel. Ela contribui decisivamente para a sustentabilidade do
planeta e para a luta contra o aquecimento global, ja que hoje € a matéria-prima
mais eficiente para a producdo de etanol, obtido do caldo da cana, e bioeletricidade,
obtida da biomassa formada pelo bagaco (residuo fibroso gerado apés a extragao do

caldo) e a palha (pontas e folhas) da cana. A produgao mundial de cana-de-agucar
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totaliza quase 1,5 bilhdes de toneladas e esta localizada predominantemente na
faixa tropical do planeta, nos paises em desenvolvimento da América Latina, Africa e
do Sudeste Asiatico. A ampliagao da producido, do consumo e principalmente do
comércio mundial de etanol, especialmente o produzido a partir da cana-de-agucar,
deve gerar renda e beneficiar os produtores rurais dos paises mais pobres. O
faturamento anual bruto do setor sucroenergético brasileiro ¢ de cerca de US$ 23
bilhdes, sendo que do total de agucar produzido, 67% foi exportado, situagéo inversa
a do etanol, que teve apenas 17% do total produzido voltado para a exportagao
(FAO, 2010).

A produtividade da cana-de-agucar € regulada por diversos fatores de
producao, dentre os quais se destacam: a cultivar, o solo (propriedades quimicas,
fisicas e bioldgicas), o clima (umidade, temperatura, insolagao), as praticas culturais
(controle da eroséo, plantio, erradicagdo de plantas invasoras, descompactagéo do
solo), o controle de pragas e doengas, a colheita (maturacao, corte, carregamento e
transporte), entre outros (ORLANDO FILHO et al., 1994).

Na cana-de-agucar quatro estagios de desenvolvimento sdo reconhecidos,
denominados de germinagdo e emergéncia, perfilhamento e estabelecimento da
cultura, desenvolvimento da cultura e maturagédo. Os dois primeiros estagios sao os
mais prejudicados pelo déficit hidrico. Nestas ocasides, a deficiéncia de agua afeta o
perfilhamento e a altura final dos colmos diminuindo, consequentemente, a producao
final de acucar (SUGIHARTO, 2004). Estes estresses provocam uma variedade de
respostas nas plantas, que variam desde a alteragcdo na expressao de genes até
mudangas no crescimento, desenvolvimento e na produtividade final.
Posteriormente, vias de transducdo de sinais sdo ativadas, transmitindo a
informacéo dentro de células individuais e da planta como um todo (BRAY et al.,
2000).

Em ambientes naturais e agricultaveis, as plantas freqliientemente crescem
sob condigdes desfavoraveis, tais como a seca, a salinidade, o resfriamento, o
congelamento, a alta temperatura, o alagamento ou a intensa luminosidade. Estas
condicbes sdo coletivamente chamadas de estresses abidticos e qualquer uma
delas pode retardar o crescimento e o desenvolvimento, reduzir a produtividade e,
em casos extremos, levar a planta a morte (XIONG et al., 2002).

O crescimento e desenvolvimento da cana-de-agucar, quando cultivada em

pleno sol, apresentam variagado nas caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas, pois
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0s colmos se apresentam mais grossos, mais curtos, as folhas mais largas e verdes,
e o perfilhamento mais intenso (CAMARGO, 1968). Porém, com o aumento da
temperatura acima de 20°C ocorre o aumento no comprimento, didmetro e numero
de internddios, sendo que a faixa ideal para desenvolvimento da cultura da cana-de-
acucar situa-se entre 20 a 35°C (CASAGRANDE, 1991).

Outro fator importante corresponde a disponibilidade de agua ao longo do
ciclo de desenvolvimento da cultura que segundo Sousa (1976) é fundamental para
o crescimento da cultura. Dados obtidos por Inman-Bamber (2004) evidenciam que
se ocorrer estresse hidrico durante o desenvolvimento da cultura da cana-de-agucar,
havera uma restricdo dos processos fisioldgicos como a divisdo celular e a sua
elongacgao, o que causaria danos como a diminuigdo na taxa de acumulo de massa
seca, na taxa de elongagao da cultura e no indice de area foliar.

A area foliar dos cultivares de cana-de-aglcar permite correlacionar os
cultivares com seu potencial produtivo, massa seca, quantidade de acgucar ou taxa
de assimilacdo liquida. Pois a folha é a estrutura responsavel pela producao da
maior parte dos carboidratos essenciais ao crescimento e desenvolvimento dos
vegetais (HERMANN E CAMARA, 1999). As folhas s&o os 6rgdos responsaveis por
90% da massa seca acumulada nas plantas, resultante da atividade fotossintética
(Benincasa, 1988). Inman-Bamber (2004) cita que as temperaturas elevadas em
periodos de estresse hidrico causam a diminuicao da area foliar, pois aceleram o
processo de senescéncia das folhas verdes. De acordo com Maule et al. (2001), a
disponibilidade de agua no solo governa a producao vegetal, sendo que sua falta ou
seu excesso afeta de maneira significativa o desenvolvimento da area foliar da cana-
de-agucar.

A cana-de-agucar vem ampliando suas fronteiras agricolas por meio do uso
de cultivares mais adaptadas aos nichos de produgao, desenvolvida por centros de
pesquisas e estacbes experimentais (LANDELL et al., 2004). No entanto, as
selecdes dessas cultivares geralmente sdo realizadas através de técnicas do
melhoramento genético classico, baseadas em observagdes de campo. A demanda
por cultivares mais tolerantes a periodos mais severos de seca tem despertado na
comunidade cientifica relevante interesse na investigacdo dos mecanismos
bioquimicos e fisiolégicos utilizados pelas plantas em resposta ao estresse hidrico
(BARTELS & SUNKAR, 2005). A habilidade de algumas espécies em ajustar

osmoticamente suas células sob condigcdes de estresse hidrico € uma resposta
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bioquimica- fisiolégica que indica a capacidade destas plantas em tolerar periodos
curtos de seca, proporcionando a planta a continuar a expansao celular,
favorecendo o crescimento vegetal (BARTELS & SUNKAR, 2005). Estes compostos
atuam como osmoprotetores e, em alguns casos, como estabilizadores celulares,
entre os quais se destacam a trealose e a prolina livre (NEPOMUCENO et al., 2001).

A trealose é um dissacarideo nao redutor, quimicamente estavel que, sob
condicbes de estresse hidrico, interage com os grupos polares das cadeias
fosfolipidicas existentes na membrana, substituindo a agua que foi removida,
mantendo estruturas hidrofilicas da membrana plasmatica e, consequentemente, a
estabilidade celular (PATIST & ZOERB, 2005; ALMEIDA et al., 2007). Por sua vez, a
prolina livre € um aminoacido, pois seu grupo amino esta ligado a dois atomos de
carbono, formando um anel imina, o qual confere caracteristicas de neutralidade a
molécula. Sua principal caracteristica como osmoprotetor deve-se a redugdo do
potencial osmodtico da célula, mantendo equilibrio hidrico entre o vacuolo e o
citoplasma (BRAY et al., 2001). Também lhe é atribuida a fungdo de depdsito de
energia e reserva de carbono e nitrogénio, utilizado no restabelecimento da planta
apos o estresse (KAVI KISHOR et al., 2005).

Como qualquer outro cultivo agricola, a cana-de-agucar tem sua produgao
diretamente influenciada pelos estresses ambientais. O aumento do aquecimento
global tem ocasionado a ampliagdo dos periodos de seca, influenciando de forma
direta na disponibilidade de agua do solo em canaviais, reduzindo,

significativamente, os rendimentos destas areas (MAULE et al., 2001).

3.2. Estresse abiotico

Segundo Larcher (2000) e Fancelli (2003), estresse é um conjunto de reagdes
de um organismo a agressdes de ordem fisica, fisioldgica, ou de outra natureza,
capaz de interferir em um estado normal de equilibrio, ou seja, na sua homeostase.

O estresse refere-se a um desvio das condigbes 6timas para a vida e induz
mudancas e respostas em todos os niveis funcionais do organismo, as quais sao
reversiveis a principio, mas podem se tornar permanentes (LARCHER, 2004). Em
condicbes naturais e agricultaveis, as plantas estdo freqlientemente expostas as

condicoes de multiplos estresses, tais como a seca, a elevada salinidade, a alta
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temperatura, as inundagdes e a intensa luminosidade (CHEN e MURATA, 2002), as
quais limitardo seu desenvolvimento e suas chances de sobrevivéncia. Estes
estresses, por sua vez, desempenham um papel importante na determinacao de
como o solo e o clima limitam a distribuicdo de espécies vegetais (BRESSAN, 2004).

O estresse pode se manifestar em varios graus de severidade, com duragao
variavel, combinados ou n&o, de modo continuo ou alternando com momentos de
normalidade. No que concerne as plantas, a intensidade do estresse vai depender
do 6rgéo ou do tecido alvo, do estadio de desenvolvimento da planta e do gendtipo
em questdo. Levados em consideracido estes fatores, o genétipo pode manifestar
resisténcia ou tolerancia, sobrevivendo e, as vezes, até crescendo, mesmo que em
menores taxas ou o gendtipo pode manifestar suscetibilidade sofrendo redugao do
crescimento e, dependendo da intensidade do estresse, podendo chegar a morte da
planta (CAMBRAIA, 2005).

A resposta ao estresse ¢ iniciada quando a planta reconhece o estresse em
nivel celular. A partir do reconhecimento do estresse, vias de transducdo de sinal
sao ativadas, as quais, por sua vez, transmitem a informacao dentro de células
individuais e da planta inteira (BRAY et al., 2002). Mudangas na expressao génica
sado fundamentais nas respostas a curto, médio e longo prazo que ocorrem durante o
déficit hidrico. No entanto, a expressao de alguns genes durante o estresse pode
ndo garantir necessariamente habilidade da planta em sobreviver ao estresse, ou
seja, pode ser simplesmente resultado de estresses secundarios e/ou injurias.
Outros genes induzidos podem ter uma funcdo adaptativa, embora a repressao
génica também possa estar ligada ao aumento da tolerancia ao estresse (BRAY,
1993; BRAY, 2002; NEPOMUCENO, 2000).

O estado de estresse envolve mecanismos especificos de resisténcia em
todos os niveis funcionais e, em muitos casos, eles sao induzidos por agao genética
diferenciada, representada pela sintese de proteinas de estresse, isoenzimas
especiais e, principalmente, de compostos oriundos do metabolismo secundario das
plantas (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Os estresses ambientais podem induzir padroes similares de resposta ou de
adaptacdo nas plantas. Algumas dessas respostas podem ser: a produgdo de
compostos osmorreguladores; alteragées no metabolismo de carboidratos; redugao
no crescimento; alteragdes nas propriedades das membranas celulares e na

arquitetura da parede celular; inibicido da fotossintese; aumento da respiragao;
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senescéncia e abscisdo foliar; atuacdo do acido abscisico (ABA) como um
‘horménio de estresse”, entre outras (BRESSAN et al., 2004).

Uma resposta comum a diferentes tipos de estresses abidticos é o acumulo
de solutos compativeis, os quais, além de atuarem no ajustamento osmotico,
protegem as estruturas celulares contra os danos induzidos pela desidratacdo e
oxidagdo. Por essa razdo o nome soluto compativel utilizado algumas vezes para
designar estes osmdlitos ndo é o mais apropriado devido estes compostos nao
serem apenas compativeis, ou seja, nao prejudiciais quando em elevada
concentragcdo, mas também protetores. Ademais, a sintese de osmoalitos pode ter
papéis fisiologicos adicionais (CHEN & MURATA, 2002). Por exemplo, auxiliando no
controle redox por consumir equivalentes redutores. Este consumo pode ser
particularmente benéfico durante a desidratacdo devido a este estresse induzir uma
perturbacao na cadeia de transporte de elétrons e aumentar a formacao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) a partir de equivalentes redutores. Os solutos
compativeis que podem ser acumulados diferem dentre as espécies vegetais e
podem incluir betainas e compostos relacionados, agulcares, tais como manitol,
sorbitol e trealose e aminodacidos, tais como prolina e hidroxiprolina (CHEN &
MURATA, 2002).

Folhas e raizes sao os tecidos vegetais mais utilizados para avaliar a resposta
da planta a um estresse ambiental. No entanto, o efeito do estresse causado por um
fator abidtico na planta pode afetar diversos tecidos ao mesmo tempo e envolver
multiplas respostas, levando a um controle genético complexo da tolerancia ao
estresse (SALEKDEH e KOMATSU, 2007). Em funcédo disso, tem-se procurado
realizar a anadlise do proteoma de plantas estressadas a partir de experimentos
planejados para acessar diferentes tecidos simultaneamente, incluindo caule,

perfilho hipocétilo, entre outros.
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Tabela 1. A complexidade da aclimatagdo aos estresses abidticos (adaptada
de Cushman e Bohnert, 2000).

Classe dos Exemplos Possivel modo de agéao
compostos/proteinas
Osmoprotetores Prolina, glicina, betaina, manitol, Ajustamento osmético,
sorbitol, sacarose, trealose, protegéo contra espécies
frutanas. reativas de oxigénio.
Protetores contra Enzimas (catalase, superoxido Detoxificagao celular.

espécies reativas de dismutase, ascorbato peroxidase,
oxigénio glutationa S-transferase, glutationa
peroxidase, oxidase alternativa,
proteina desacopladora
mitocondrial); Compostos néao-
enzimaticos (ascorbato, flavonas,

carotenoides, antocianinas).

Proteinas de estresse Late embryogenesis abundant Estabilizagdo de proteinas,
(LEA), Aquaporinas. estabilizacdo da membrana

celular, redugao do estresse

hidrico.
Heat shock proteins Varias HSPs presentes em Prevencao do dobramento
(HSP) diferentes compartimentos incorreto de proteinas,
intracelulares modulacéo traducional.
Transportadores de Transportadores de K°, Estabelecimento do gradiente
prétons/ions H*/ATPases, Na'/H" antiporters. de protons, remogao de fons

téxicos do citoplasma e de

organelas.
Proteinas de Desaturases de acidos graxos. Aumento da fluidez da
metabolismo membrana plasmatica.
especifico
Componentes da Hisdine kinases, MAP kinases, Transducgao de sinais
sinalizacao celular ca® - dependent protein kinases. celulares.
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Fatores de transcricéo Proteinas pertencentes a varias Ativagao da transcricao
familias génicas (EREBP/AP2, génica.
zinc finger, Myb).

Reguladores de Acido abscisico, citocininas, Alteracdo do metabolismo e da
crescimento brassinoesterdides, poliaminas, expressao génica.
etileno, etc.

3.2.1. O estresse hidrico

O estresse pela baixa disponibilidade hidrica (seca) € um dos principais
problemas da agricultura e a habilidade das plantas para resistir a tal estresse é de
suma importancia para o desenvolvimento do agronegdcio de qualquer pais (SHAO
et al., 2008).

As plantas durante seu ciclo de vida nem sempre encontram condi¢des
ambientais onde todos os fatores sejam favoraveis ao seu crescimento e
desenvolvimento. Um importante fator ambiental que limita o crescimento é a
reducdo na disponibilidade de agua do solo. O estresse hidrico ocorre geralmente,
na natureza, de maneira gradual e as plantas tolerantes desenvolveram mecanismos
para se adaptarem as condi¢cdes de baixa disponibilidade de agua no solo (FILHO e
SERAPHIN, 2001)

O déficit hidrico € um estresse abidtico de grande importancia, pois inibe o
crescimento e a produtividade das culturas (FLEXAS et al., 2004). As plantas
expostas a deficiéncia hidrica alteram seu metabolismo, por meio da ativacdo de
diferentes mecanismos de resisténcia, a fim de se adaptarem a esse tipo de
estresse. Uma das estratégias de sobrevivéncia das plantas, em ambientes secos, é
o ajustamento osmotico, via acumulo ou compartimentalizagdo de solutos (ASHRAF
e FOOLAD, 2007). O ajustamento osmotico € uma resposta ao estresse hidrico, que
beneficia a condutancia estomatica, a assimilacdo de CO, e a expansao dos tecidos,
além de permitir a assimilacdo da agua necessaria ao metabolismo celular (SERRAJ
e SINCLAIR, 2002). Esse mecanismo envolve, basicamente, dois processos:
absorcéo de ions pelo sistema radicular, seguido pelo acumulo dentro dos vacuolos,
e sintese de solutos organicos que sdo armazenados no citosol. Entre os solutos,

osmoticamente compativeis e mais conhecidos, destacam-se: a prolina, glicina
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betaina, proteinas soluveis, agucares e outros compostos nitrogenados (KOYORO,
2005). Dessa forma, deficiéncias hidricas iniciais podem afetar sensivelmente o
processo germinativo, comprometendo o estabelecimento da cultura. Deficiéncias
posteriores poderao paralisar o crescimento, bem como retardar o desenvolvimento
reprodutivo das plantas (FANCELLI e DOURADO NETO, 2000).

O papel da prolina na resposta ao estresse hidrico é€ amplamente
questionado. Em plantas superiores, o acumulo de prolina pode estar relacionado a
sintese “de novo” e a diminuicdo de seu catabolismo. Porém, a baixa utilizacdo de
prolina durante o estresse, em consequéncia da reducdo na sintese protéica e do
aumento na protedlise, também pode contribuir para seu acumulo (HARE et al.,
1998; SILVEIRA et al., 2003). No entanto, Hien et al. (2003) enfatizaram que toda a
controvérsia em torno do papel da prolina pode refletir a predominancia de sua agao
em outros mecanismos de tolerancia, que ndo o ajustamento osmoético. Em relagao
ao papel das proteinas soluveis, além do ajustamento osmético em si, Mansour
(2000) relaciona o acumulo de proteinas soluveis, durante o estresse hidrico, a
manutencdo de um estoque de nitrogénio para ser reutilizado ao término do
estresse. Tais proteinas podem ser sintetizadas “de novo” ou ter a expressao
aumentada, em resposta ao estresse.

O efeito do estresse na seca € geralmente entendido como a diminuigdo do
crescimento e fotossintese no nivel da planta inteira que esta associado a alteragdes
no metabolismo de carbono e nitrogénio (CORNIC e MASSACCI, 1996). A redugao
da atividade fotossintética & devida a diversos eventos coordenados, como o
fechamento estomatico e a diminuicdo da atividade de enzimas fotossintéticas
(CHAVES et al., 2003, LAWLOR e CORNIC, 2002). Ademais, as plantas sob déficit
hidrico apresentam uma diminui¢do do volume celular, um aumento na concentragéo
de solutos e uma progressiva desidratacdo do protoplasma, sendo que, a primeira e
mais sensivel resposta ao déficit hidrico € a diminuigao da turgescéncia e, associada
a esse evento, a diminuicdo do processo de crescimento, particularmente, do
crescimento em extensdo (LARCHER, 2004).

Sendo assim, a desidratagdo causa mudangas fisioldgicas e bioquimicas nas
plantas, tais como diminuicdo nas atividades fotoquimicas, redugdo da fixagao de
CO,, acumulo de osmodlitos e osmoprotetores e alteracdo no metabolismo de
carboidratos (LIU & BAIRD, 2003). Uma perda acima de 30% de agua causa um

aumento gradual da taxa de respiragao, que podera exceder a taxa de fotossintese
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desencadeando um processo de inanicdo na planta, devido ao decréscimo das
reservas de carboidratos. Entretanto, em espécies de Populus tém verificado um
aumento da sintese de sacarose e outros acucares solUveis, em resposta ao
estresse hidrico, assim como acumulo de proteinas de estresse hidrico e sacarose
sintase (PELAH et al., 1997).

Em termos moleculares, o sinal de estresse, uma vez produzido pela célula
vegetal, deve ativar uma rota de transdugédo que envia esta mensagem aos fatores
de transcrigdo, que regulam a expressao dos genes encarregados da resposta ao
estresse. A perda do volume e da turgescéncia celular ou a concentragao de solutos
altera a conformacéao de proteinas da parede celular e da membrana plasmatica da
célula vegetal, ativando rotas de transducéo de sinais que dao lugar a expressao de
determinados genes, transformando assim o fenédmeno fisico do déficit hidrico em
uma resposta bioquimica (WILLLADINO & CAMARA, 2005).

Davies e Zhang (1991) sugerem que ha evidéncias de sinais quimicos das
raizes que agem diretamente no comportamento dindmico dos estdbmatos em
condigdes de déficit hidrico no solo. Pimentel e Rossielo (1995) afirmaram que um
ligeiro ressecamento do solo, mesmo que nao afete as relagdes hidricas da parte
aérea, causa um aumento na concentracdo de acido abscisico (ABA) no xilema,
provavelmente produzido na coifa das raizes, levando ao fechamento estomatico e a
diminuicdo da expansdo celular. Segundo Zeevaart e Creelman (1988) o déficit
hidrico promove uma rapida redistribuicdo e acumulagédo do ABA nos tecidos da
planta; assim, ocorrendo um aumento na concentracdo do ABA no apoplasto das
células-guarda, reduzindo a condutancia estomatal.

O ABA pode influenciar as respostas da planta ao déficit hidrico por regular as
caracteristicas morfofisiologicas das plantas (TUBEROSA et al., 1994). Os
experimentos de Lea et al. (1995) em plantas de milho cultivadas em campo e em
laboratério, demonstraram que a acumulagdo de ABA originados nas raizes foi
responsavel pela restricdo do desenvolvimento das folhas e pela manutencédo do
desenvolvimento do sistema radicular. Segundo Davies e Zhang (1991), o ABA pode
desempenhar importante papel através de sinais quimicos para comunicacao das
raizes com o dossel vegetativo, em resposta ao secamento do solo.

Situagcbes de estresse hidrico podem estimular a sintese de diversas
proteinas de protegcdo ao estresse, tais como as do grupo LEA (“late abundant

embriogenesis”) e as chaperonas, relativas a manutencao da estrutura de outras
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proteinas. Todos esses componentes podem também desempenhar a fungcdo de
protecdo dos tecidos vegetais contra danos celulares, como os causados pelo
estresse oxidativo (ZHU, 2001).

A capacidade apresentada pelas plantas de terem uma producdo satisfatéria
em areas sujeitas a déficit hidrico é referida como resisténcia a seca (TURNER
1997). Dependendo dos mecanismos desenvolvidos para resistirem a seca, as
plantas sao classificadas em trés categorias principais: a) espécies que escapam da
seca (rapido desenvolvimento fenoldgico), b) espécies que toleram a seca com alto
potencial hidrico (adiam a desidratagao) e c) espécies que toleram a seca com baixo
potencial hidrico (toleram a desidratagdo) (TURNER 1986, 1997).

3.3. A Protedmica

Proteoma é o conjunto de todas as proteinas expressas pelo genoma de um
organismo. O proteoma celular € muito complexo, formado por um grande numero
de proteinas que variam conforme o contexto, momento ou evento metabdlico que é
submetido o organismo (WASINGER et al., 1995, WILKINS et al.,, 1995, LOPEZ,
1999).

O estudo em larga escala da expressao génica de proteinas € conhecido
como protebmica. A protedmica envolve o isolamento sistematico, identificagao,
quantificagao e sequenciamento de proteinas expressas em uma organela, célula ou
tecido de um organismo, como também a determinagao de seu estado de ativagao,
interacao, alteracao e suas propriedades (ANDERSON et al., 2001).

O sinergismo oriundo de tamanha tecnologia faz-se necessario num cenario
onde se pretende estudar a fungdo e comportamento dos genes com base nas
identificacbes das proteinas por eles codificadas e expressas. Neste contexto,
muitas vezes €& necessario ndo somente determinar o conjunto de proteinas
presentes em uma amostra e seus niveis, 0 que por si s apresenta um alto grau de
dificuldade, mas também caracterizar as inumeras isoformas presentes nas
proteinas, que sao produtos de modificacbes pos-traducionais sofridas pelas
mesmas, e por fim, como essas proteinas interagem entre si. Tais estudos sao vistos

como bastantes dificeis devido ao alto grau de complexidade das amostras bem
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como as baixissimas concentracoes de determinadas proteinas, o que requer uso de
técnicas analiticas extremamente sensiveis (TYERS e MANN, 2003).

O recente desenvolvimento de tecnologias aplicadas na biologia tem gerado
grande produgdo de informagdes na area de gendmica de plantas, através do
sequenciamento de diferentes organismos, gerando dados que permitiram a
identificacdo de provaveis novos genes (VIEIRA et al., 2006). Entretanto, é
impossivel estudar o comportamento dos sistemas biolégicos enfocando
exclusivamente o genoma, pois sao as proteinas e ndo os genes que determinam o
fendtipo de um organismo (PEREIRA et al.,, 2005). O nivel de proteina celular &
resultante dos processos pos-transcricionais e pés-traducionais que modulam a
quantidade, localizagdo e atividade de seus produtos finais nas células. Estas
informacbes podem assim ser incluidas a anotacdo do gene correspondente
(BAGINSKY e GRUISSEM, 2006). Desse modo, dados protedbmicos podem ser
usados para melhorar anotagées genémicas (DESIERE et al., 2004), pois permitem
validar ESTs (‘Expressed sequence tags’) através de comparagao da proteina
expressa com o transcrito do gene correspondente (VIEIRA et al., 2006). A
protedmica nos fornece dados sobre os atores reais na célula e, portanto, também
estd numa posigédo unica para integrar os dados de toda a genémica funcional em
uma imagem coerente da funcéo celular (GORG et al., 2004).

Embora a identificacdo de todas as proteinas codificadas no genoma de um
organismo parega uma tarefa bastante dificil de realizar, mesmo em organismos
simples, sdo cada vez mais completas as informacdes obtidas através de estudos
protedmicos (SURESH et al.,, 2005). Esses novos conhecimentos estéao
relacionados as vias de sinalizagao celular, conjuntos de proteinas reguladoras, bem
como outras informagdes cruciais sobre os estados fisiologicos e fisiopatolégicos de
células e organismos (ROCHA et al., 2005).

A protedmica esta se tornando uma das mais promissoras areas da pesquisa,
conduzida por grandes avangos da tecnologia e cada vez mais sofisticadas
aplicacdes para quase todas as areas da biologia, biomedicina e as agrarias (GORG
et al., 2004). Diversas pesquisas vém sendo realizadas nesse sentido, como por
exemplo, analise da resposta de plantas a estresses ambientais (BAE et al., 2003;
DANI et al., 2005).

A protedbmica tem como objetivo estudar as propriedades das proteinas, seus

niveis de expressao, suas funcdes, modificacdes pds-traducionais, interacdes entre
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proteinas e mecanismos regulatorios (BACKSTOCK e WEIR, 1999). Uma descrigao
completa do proteoma de um organismo fornece, ndo apenas um catalogo do
conjunto de proteinas que esta sendo expresso pelo genoma, mas também dados
de expressao celular sob condicbes definidas e a distribuicdo dessas proteinas na
célula (CASH, 1998). Portanto, o passo do genoma para o proteoma € um passo do
nivel da informagéo genética para a fungao celular. As concentragdes de proteinas
que sao alteradas em determinadas condi¢bes fisiologicas mostram quais funcdes
sofrem modificagbes (JUNGBLUT, 2001).

Através da constru¢cdo de mapas celulares ou proteomas estruturais,
diferentes laboratérios tém realizado analises comparativas entre individuos
identificando proteinas com acumulo diferencial, induzidas ou suprimidas, sob
diferentes condigdes, obtendo uma nova visdo e compreensao sobre as questdes
como expressao e regulagdo génica das proteinas (GUERREIRO et al., 1997,
WILJK, 2001). As proteinas detectadas nesses mapas podem ter suas supostas
identidades definidas por seqlienciamento pela espectrometria de massas
combinada com ferramentas como a bioinformatica (LOPEZ, 1999, NATERA et al.,
2000).

Os estudo protedmicos em plantas foram iniciados com milho (TOUZET et al.,
1996) e Arabidopsis thaliana (SHANOUN et al., 2000). De acordo com os trabalhos
iniciais, as analises protedmicas em plantas foram divididas em duas categorias: 1)
estudo do proteoma especifico de determinados 6rgaos ou tecidos e consequente
elaboragdo de mapas protebmicos de referéncia e; 2) analise protedmica
comparativa de diferentes proteomas (ROSE et al., 2004). Este ultimo ainda pode
ser dividido de acordo com o objetivo do estudo em: 1) avaliagdo entre diferentes
gendtipos; 2) avaliacdo da influéncia da aplicagao de sinais no metabolismo vegetal,
por exemplo, a adicdo ou supressdo de reguladores de crescimento e; 3)
comparagao entre diferentes tecidos e/ou estadios de desenvolvimento vegetal
(DIAS, 2000).

Nas plantas a identificacdo de varias proteinas por espectrometria de massas
realizada em arroz (KOLLER et al., 2002), arabidopsis (SANTONI et al., 1998;
GALLARDO et al., 2002), milho (TOUZET et al., 1996) e Medicago truncatula
(WATSON et al., 2003), etc. Koller et al. (2002) identificaram um total de 2.528
proteinas de diferentes tecidos da planta de arroz, sendo 1.022 proteinas em folhas,

1.350 nas raizes e 877 diferentes proteinas nas sementes. A maioria das proteinas
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identificadas (67,2%) possui fungdes ou sequéncias homdlogas de outras proteinas
com fungdes conhecidas nos bancos de dados. Tais proteinas foram classificadas
em 16 categorias funcionais, das proteinas identificadas um total de 20,8% estavam
envolvidas nos processos metabdlicos, como por exemplo, a sintese protéica, na
degradacdo e traducido de sinais. Algumas proteinas envolvidas no processo das
vias metabdlicas foram encontradas em todos os tecidos da planta, ja outras
apresentaram um padrao de expressao tecido-especifico.

Um dos métodos mais utilizados em protedmica inclui a eletroforese
bidimensional e espectrometria de massas que € utilizada para quantificar e
identificar proteinas e essas técnicas possibilitaram um aumento na capacidade de
resolugao das sequéncias peptidicas (BLACKSTOCK et al., 1999).

Um dos principais objetivos da protedbmica sao a identificacdo em larga escala
de diferentes proteinas encontradas em uma célula, tecido ou organismo. As
técnicas de identificacdo de proteinas sdo baseadas em analises de MALDI-TOF-MS
e HPLC ESI-MS/MS. A técnica que utiliza espectrdbmetros de massa tem sido o
método mais utilizado em protedmica de plantas para a identificagcdo de proteinas
envolvidas em diferentes estresses abidticos (SARAVAN e ROSE, 2004) (Figura 1).
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Figura 1: Etapas da analise protedmica em plantas, usando a interface eletroforese
bidimensional (2D-PAGE) e espectrometria de massas MS/MS (Adaptado segundo
DIAS et al., 2000).

3.4. A separacgao das proteinas por eletroforese bi-dimensional (2-D)

A identificacdo rapida e genérica de proteinas requer um método eficiente
para relacionar informacdes no nivel de proteinas com informacdes no nivel do
genoma (TYERS e MANN, 2003). Em contraste a analise classica de proteinas, na
qual se analisam proteinas individualmente, a anadlise protedbmica tem uma
vantagem unica, em que o estado fisiologico pode ser obtido independentemente da
atividade biologica da proteina individual, pois € identificado um conjunto de
proteinas que podem ser correlacionadas com vias metabdlicas (TYERS e MANN,
2003). Para a analise do proteoma, dois principios sao utilizados: o de separacgao e
o de identificacdo. As duas técnicas de separagao mais utilizadas sao a eletroforese
bidimensional e a cromatografia multidimensional. Na eletroforese bidimensional, as
proteinas sdo separadas por focalizagao isoelétrica (IEF) e, posteriormente, por

massa molecular (SDS-PAGE). Essa estratégia possibilita resolugédo para separar
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proteinas de um extrato protéico complexo (JOUBERT et al.,, 2000). Na
cromatografia multidimensional, as proteinas sado separadas pela utilizagdo de
cromatografia em varias colunas, com principios de separagao distintos, geralmente
empregando-se a cromatografia em colunas de troca ibnica e fase reversa
(MAYNARD et al., 2004).

A eletroforese bidimensional € o modo direto para mapear o proteoma de um
organismo (LOPEZ, 1999; CAHILL et al., 2001). Um importante aspecto do 2D-
PAGE é o uso de gradientes iméveis de pH (IPG’s - Immobilises pH Gradients), onde
um gradiente de pH é fixado em uma matriz de poliacrilamida. IPG também
possibilita a producdo de géis que cobrem diversas faixas de pH, tornando assim
mais especifica a analise das proteinas ou grupos de proteinas (LANGEN et al.,
2000, HOVING et al., 2002).

3.4.1. Primeira dimensao: Focalizagao isoelétrica (IEF)

O ponto isoelétrico (pl) de uma proteina corresponde ao valor de pH no qual o
somatorio de todas as suas cargas parciais é igual a zero. Esta propriedade
depende da forga ibnica, da natureza do tampao utilizado e qualquer outro soluto
presente no meio, mas depende também da concentracdo de proteina. Na
focalizagao isoelétrica as proteinas sdo separadas eletroforeticamente de acordo
com a diferenca de seus pontos isoelétricos. Uma vez submetidas a um campo
elétrico, as proteinas migrardo até encontrar a faixa de pH referente ao seu pl onde
ficarao com carga total neutra, interrompendo a migragcéo no gel (PANDEY e MANN,
2000).

A quantidade de proteina que pode ser utilizada para se obter uma 6tima
resolugdo, o maximo de spots e o minimo de arraste nos géis depende do gradiente
de pH utilizado, da distancia de separacdo e da complexidade das proteinas na
amostra (GORG et al., 2004).

A corrida é realizada em etapas, geralmente com a amperagem limitada a 50
MA por tira. O tempo 6timo de focalizagdo deve ser estabelecido empiricamente
considerando cada amostra de proteina, a faixa de pH e o comprimento das tiras de
pH usadas (GORG et al., 2004).
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O desenvolvimento das tiras IPGs (Immobilises pH Gradients), nas quais um
determinado gradiente de pH é imobilizado em uma matriz de poliacrilamida,
permitiu melhor reprodutibilidade dos géis de focalizagdo isoelétrica e resolveu
alguns problemas que ocorriam quando a IEF era feita segundo O'FARREL. A
técnica de eletroforese bidimensional foi aprimorada por GORG e atualmente é o
método mais utilizado para a realizagdo da primeira dimensdo (DUNN e GORG,
2001). Através deste método de separacdo sdo obtidas informagdes importantes
sobre o ponto isoelétrico das proteinas, massa molecular, nivel de expressao,
abundancia relativa e modificagdes pds-traducionais, verificadas por alteragdes da
mobilidade eletroforética das proteinas (PANDEY e MANN, 2000).

3.4.2. Eletroforese Desnaturante em Gel de Poliacrilamida

A eletroforese bidimensional, ao combinar dois processos distintos de
separagao, pode ser usada para separar milhares de proteinas em um unico gel. Na
primeira dimensao (IEF), as proteinas sdo separadas em fungao das suas cargas
nativas (pl). Posteriormente, a tira de gel é mergulhada no tampdo de corrida
(tampdo SDS-PAGE) e logo em seguida colocada no topo de um gel de
poliacrilamida para a realizagao da eletroforese de segunda dimensao, através da
qual cada cadeia polipeptidica migra em fungdo de sua massa molecular (ROCHA et
al., 2005). A eletroforese é conduzida em corrente constante, em dois passos.
Durante a migragéo inicial e periodo de empilhamento (passo 1) a corrente é
aproximadamente metade do valor requerido para separagao das proteinas (passo
2) (VERBI et al., 2005). O resultado final consiste em um gel com diversos pontos
(‘spots’) dispersos, cada um correspondendo a uma proteina particular. O poder de
separacgao € tao grande que duas proteinas que diferem em apenas um aminoacido
carregado podem ser prontamente distinguidas (ROCHA et al., 2005).

Do ponto de vista eletroforético, as propriedades mais importantes das
proteinas sdo a sua massa molar e a sua carga. Estes fatores sdo os que
influenciam diretamente na velocidade de migragdo das mesmas ao longo da corrida
eletroforética, podendo ser citados, também, o campo elétrico aplicado e a
viscosidade do meio (VERBI et al., 2005). A poliacrilamida € uma matriz de gel muito

comum, por ser um material quimicamente inerte, transparente e estavel em uma
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ampla faixa de pH, temperatura e forca ibnica . Ela é formada pela copolimerizagao
entre a acrilamida e a N,N’-metilenobisacrilamida, na presenca de persulfato de
amonio e TEMED (VERBI et al., 2005).

Na eletroforese em gel de poliacrilamida em sistema desnaturante na
presenca de SDS, o surfactante é usado para desnaturar as proteinas, antes da
aplicacdo do campo elétrico. O SDS, sendo uma molécula anfifilica, interfere nas
interacdes hidrofébicas que normalmente estabilizam as proteinas e estas, em geral,
assumem uma forma cilindrica na presenga do mesmo. Além disso, a carga negativa
que o SDS transfere para as proteinas mascara as suas cargas intrinsecas. Assim
sendo, as proteinas tratadas com SDS possuem formas similares e razbes
massa/carga parecidas e, desta maneira, a SDS-PAGE é capaz de separar as

proteinas de acordo com as suas massas molares (MAGALHAES et al., 2005).

3.4.3. Eletroforese bidimensional diferencial (2D-DIGE)

A recente evolugdo da tradicional técnica de 2-D, a 2D-DIGE (Two
dimensional difference gel electrophoresis), primeiramente descrita por Unlu et al.,
(1997) tem permitido que multiplas amostras de proteina sejam separadas no
mesmo gel (multiplexacao). O principio dessa técnica envolve uma etapa, prévia a
separagao eletroforética, na qual cada amostra de proteina a ser analisada é
marcada com um corante fluorescente. As diferentes amostras de proteinas sao
marcadas com corantes fluorescentes espectralmente distintos, chamados de
CyeDye DIGE. Uma vez marcadas, as amostras sdo entdo misturadas e separadas
no mesmo gel. Concluida a etapa de separagao, a fluorescéncia de cada amostra
pode ser visualizada separadamente por meio da emissao de fluorescéncia do
corante empregado de acordo com seu comprimento de onde de excitagdo. Isso &
possivel pela utilizacdo de um scanner especial, o qual possui um laser que emite
radiacdo monocromatica nos comprimentos de onde especificos dos corantes
(MAROUGA et al., 2005).

Para essa metodologia s&o disponiveis dois conjuntos de corantes
fluorescentes, minimal (minima) e saturation (saturagéo). O conjunto de marcagéao
classificado como minima, que é o mais utilizado, possui trés corantes (Cy2, Cy3 e

Cy5), o que permite que até trés amostras sejam separadas no mesmo gel. Por

24



Revisao de Literatura

outro lado, o conjunto de marcagcédo denominado saturagdo possui dois corantes
(Cy3 e Cy5), permitindo a separagédo de até duas amostras no mesmo gel.
Experimentalmente, 2D-DIGE difere muito pouco da eletroforese 2D tradicional.
Basicamente, as Unicas diferencas sao a etapa de marcag¢ao anterior a re-hidratacao
das fitas (IPG) e a visualizagédo das imagens (GE, 2004).

A maior limitagcdo associada com a técnica 2D-DIGE esta relacionada as
reacdes quimicas requeridas para ligar o corante a molécula de proteina. Assim,
obviamente, essa técnica ndo se aplica as proteinas que ndo possuem lisinas (no
caso de marcagao com corantes minimos) ou cisteinas (marcagao com corantes de

saturagao) em suas sequéncias (ZHOU et al., 2002).

3.4.4. Métodos de deteccgao de proteinas em géis

Uma vez concluida a segunda dimensdo, o0 mapa das proteinas separadas
por eletroforese 2-D pode ser visualizado no proprio gel, através da sua coloragao
com Coomassie blue, nitrato de prata ou compostos fluorescentes. A selecdo do
agente de coloracédo deve ser feita levando-se em conta a sensibilidade e o tempo
requeridos para a revelagcdo do gel, a simplicidade do procedimento, bem como as
etapas futuras de andlise. Os métodos mais comumente empregados s&o a
coloracao com prata e corantes organicos, tais como o azul de Coomassie Blue
(CANDIANO et al., 2004).

3.4.5. Analise da imagem no gel bidimensional

Os géis de eletroforese bidimensionais corados s&o digitalizados com o
auxilio de um scanner especifico. As imagens geradas sdo analisadas através de
programas desenvolvidos para a analise dos resultados obtidos em géis 2-D.
Atualmente no mercado existem varios softwares, como por exemplo, Phoretix 2D
(Nonlinear Dynamics), PDQuest (Biorad), Melanie (GeneBio); ImageMaster Platinum
(GE Healthcare). Estes softwares permitem a contagem do numero de spots, a

caracterizacdo automatica dos valores de pl e massa molecular, a analise dos
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niveisde expressao, assim como diversos outros recursos para o melhoramento
daqualidade da imagem (ROCHA et al., 2005).

3.5. Extragao de proteinas de tecidos vegetais

Atualmente a analise do proteoma de plantas, consiste em etapas cruciais
para a separagao e visualizacdo de proteinas de tecidos vegetais por eletroforese
bidimensional (2-D) e geralmente seguem a seguinte sequéncia: 1) extragcao de
proteinas dos tecidos em tamp&o com agentes caotrdpicos, 2) separagao protéica
através de 2-DE em gel de poliacrilamida, 3) digestdo dos spots in gel, 4)
identificacdo da proteina por espectrometria de massas, e 5) busca em bancos de
dados disponiveis (GIAVALISCO et al., 2003).

A extracdo das proteinas é um procedimento muito essencial para garantir o
sucesso da eletroforese bidimensional. Nao existe um método Unico de extragao de
proteinas totais que pode ser aplicado universalmente para todos os tipos de tecidos
analisados em 2-D (DUNN, 1993). Os protocolos necessitam normalmente ser
adaptados e otimizados para cada tipo de amostra (GORG et al., 2004). Isto significa
que se deve considerar o material biolégico utilizado e a caracteristica das proteinas
de interesse. Células de tecidos de plantas requerem normalmente condigcdes mais
drésticas para a lise, devido a robustez da parede celular (GORG et al., 2004). Neste
caso, muitos pesquisadores tém utilizado uma combinagido de dois ou mais métodos
para quebrar a parede celular e romper a membrana plasmatica pra a liberagdo das
proteinas (FOUROBERT et al., 2007; KATZ et al., 2007).

Os tecidos vegetais, além de ter relativamente baixas concentragdes de
proteinas, sao freqlientemente ricos em proteases e materiais que interferem
severamente na separagao e analise das proteinas, e incluem: parede celular rigida,
armazenamento de polissacarideos, lipidios, compostos fendlicos e uma ampla
variedade de metabdlitos secundarios (TSUGITA, 1999). Como exemplos, os lipidios
podem interferir na extracdo de proteinas de membrana, polissacarideos e acidos
nucléicos podem interagir com os tampdes utilizados na focalizagdo isoelétrica
aumentando a viscosidade da solugdo e fendis podem interagir com as proteinas.
Tais contaminantes tornam-se um problema especial para a eletroforese

bidimensional, resultando em géis com listras horizontais e verticais, manchas e uma
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reducdo no nuimero de spots de proteinas distintamente resolvidos (GORG et al.,
2004).

Desde que a técnica de 2-D foi desenvolvida por O'Farrell (1975), varios
métodos de extragao de proteinas vegetais tém sido desenvolvidos (JORRIN et al.,
2007). Entre eles, o mais comumente método utilizado é o do acido tricloroacético
(TCA), procedimento de precipitagdo com acetona, que tem sido utilizado com
sucesso em tecidos de plantas jovens, porém n&o é necessariamente a melhor
escolha para outros tecidos vegetais mais complexos (CARPENTIER et al., 2005;
SARAVANAN e ROSE, 2004, WANG et al., 2003). Para a cana de agucar existem
varios protocolos de extracdo de proteinas, mas nenhum tem se mostrado

satisfatério a todos os tecidos da planta.

3.6. Identificagao de proteinas por Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas (MS) trata-se de uma ferramenta fundamental
para aplicagcbes proteOmicas, fato esse atribuido a sua capacidade de analisar
proteinas e peptideos com alta especificidade, precisao, velocidade e sensibilidade.
Apesar da MS ser uma técnica centenaria, sua aplicabilidade na area biolégica
tornou-se notdria e praticamente imprescindivel somente depois do desenvolvimento
das técnicas brandas de ionizagao (ESI — Elesctrospray e MALDI — Matrix Assisted
Laser Desorption lonization), ocorridas no final dos anos 80 (AEBERSOLD, 2003).

A espectrometria de massa determina a massa molecular através da relagao
carga/massa (m/z) de ions gerados a partir da molécula analisada. Atualmente
MALDI é a tecnologia mais utilizada para a ionizagdo das proteinas e sua
subsequente identificacdo (KOPKE, 2003). O equipamento MALDI, acoplado a um
analisador de massas tipo tempo de voo (ToF), € normalmente utilizado para a
obtengéo da impresséao digital de peptideos (PMF) de proteinas e outras moléculas
(AEBERSOLD e GOODLET, 2001).

A tripsina, normalmente utilizada para a digestao das proteinas, faz clivagem
especifica C-terminal adjacente a residuos de arginina e lisina, gerando um conjunto
de peptideos unicos cujas massas sdo determinadas por espectrometria de massa
(SHEVCHENKO et al., 1996; CAGNEY et al., 2003) e que podem ser considerados
como impresséao digital daquela molécula (QUADRONI e JAMES, 2001).
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A identificagdo acontece a partir da observagdo de como a molécula interage
com o campo e com qual velocidade se desloca, j& que cada molécula deve ter
caracteristicas mais ou menos particulares (dependendo dos &atomos que a
compdem). Porém, no caso das proteinas (e de outras macromoléculas), a técnica
ainda era muito limitada, devido a dificuldade de ioniza-las sem destrui-las. Fenn,
em 1988, conseguiu o efeito de ionizagao recobrindo superficialmente a proteina
com uma substancia acida, a partir de um jato liquido “disparado” por um campo
elétrico (ionizagao por eletrospray). No mesmo ano, Tanaka obteve o mesmo efeito
de ionizacdo, utilizando, em vez do spray liquido, um gas, e, para dispara-lo, a
energia de um laser. Tais avangos mostram que, embora “sob todos os critérios, a
instrumentacao atual esteja longe de 6tima” para que a protedbmica consiga efetivar
todo o seu potencial — como afirmam Tyers e Mann (2003), os limites tornam-se
rapidamente cada vez mais ténues. Outra medida do progresso técnico é o numero
de proteinas identificadas em cada estudo.

Um avango tecnoldgico relevante que contribuiu para o desenvolvimento da
MS foi a conjugacao de analisadores de massa em sequéncia (MS/MS). Tal arranjo
aumentou muito o poder de resolucao e a sensibilidade da técnica, tornando-a
praticamente obrigatéria nas analises de moléculas biolégicas. Com esta técnica é
possivel fragmentar uma molécula ionizada pela colisdo com um gas inerte (argénio,
hélio, nitrogénio). A analise das massas dos fragmentos obtidos fornece informagdes
sobre estrutura da molécula original, permitindo determinar, por exemplo, a
sequéncia de aminoacidos de um peptideo ou uma alteracdo de algum residuo de
aminoacido (STTEN et al., 2004).

O processo de ionizagao/desorcao a laser assistida por matriz (MALDI) ocorre
com a solugcdo contendo a amostra misturada a uma solucdo super-saturada de
matriz organica, a qual absorve fortemente radiacdo eletromagnética em um
determinado comprimento de onda. A solucido resultante dessa mistura é entdo
aplicada a uma placa metalica de MALDI (volumes da ordem de poucos microlitros).
Apo6s alguns minutos o solvente tera evaporado e ocorrera a cristalizacdo da
amostra juntamente com o excesso de matriz. A placa é entdo transferida para
dentro do espectrémetro e o cristal formado bombardeado por feixe de laser de alta
poténcia com comprimento de onda correspondente ao maximo de absorgédo da
matriz. Essa energia € absorvida em grande parte pela matriz, a qual esta em

excesso, e transferida de maneira branda para a amostra, de modo que ocorre a
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sublimagao do analito e da matriz, resultando em ions em fase gasosa que seguirao
para o analisador de massas (ZENOBI et al., 1998).

Em ionizagdo por eletrospray (ESI) todo o processo de ionizagdo ocorre a
pressdo e temperatura atmosférica. Uma solugcdo levemente acida (ou basica)
contendo a amostra € bombeada a uma vazdo de alguns microlitros por minuto
através de um tubo capilar metélico submetido a uma alta diferenga de potencial (3 —
5 kV) em relagdo ao eletrodo cilindrico que circunda a saida do capilar. Assim,
forma-se um spray com goticulas carregadas que passam através de um gas
secante, ocorrendo a evaporagao do solvente. Como consequéncia da evaporagao
do solvente as goticulas carregadas tornam-se cada vez menores de modo que a
densidade de carga torna-se tdo alta que as moléculas carregadas aprisionadas nas
goticulas sao “ejetadas” para a fase gasosa, seguindo para o analisador de ions
(ARDREY, 2003).

Em relacdo aos analisadores de massas, existem diversos tipos com
diferentes principios, vantagens e desvantagens de acordo com a aplicagao
pretendida. Os analisadores do tipo TOF (time-of-flight) sdo os mais empregados em
associacao com MALDI e, por principio, os mais simples. Eles baseiam-se na
separagao dos ions de diferentes m/z, porém, com a mesma quantidade de energia
cinética. Apos dessorvidos da matriz, os ions sao acelerados em diregao ao detector
através de um tubo de v6o, mantido sob alto vacuo, por meio da aplicacao de uma
alta diferenga de potencial (entre 15-30 kV). Assim, o tempo necessario para atingir
o detector & proporcional a tenséo aplicada e a relagdo m/z dos ions (JAMES, 1997).

Atualmente existem dois tipos de ion traps comercialmente disponiveis, o ion
trap tridimensional, modelo convencional (PAUL, 1990) e o ion trap linear (Linear ion
Trap — LIT) (SCHWARTZ et al., 2002). Sdo considerados equipamentos robustos,
altamente sensiveis, seletivos e podem ser facilmente interfaceados com diversas
fontes de ionizagao, principalmente ESI. Nao sdo instrumentos que proporcionam
altas resolugdes e exatiddo de massas e em geral limitam-se a analise de espécies
com relagao m/z inferior a 2000, porém alguns modelos estendem esse valor até
16000. No entanto, possuem como caracteristica diferencial a capacidade de
realizar multiplos estagios de fragmentagao (MS) (MARCH, 1997).

Para a deteccdo desses ions, os potenciais sao alterados de modo a
desestabilizar o movimento dos ions, resultando na ejecdo desses através do

eletrodo endcap de saida. Assim, um espectro de massas € gerado pela ejecao

29



Revisao de Literatura

sequencial dos ions em ordem crescente de m/z proporcionada pela mudanga
gradual nos potenciais. Por fim, os ions sdo ejetados através de fendas nos
eletrodos endcaps e detectados, geralmente por um elétron multiplicador
(BUSTILLOS, 2003).

3.7. Bancos de dados

A identificagao de proteinas a partir da espectrometria de massa e de outras
técnicas depende, em grande parte, da comparacdo dos resultados obtidos com
grandes bancos de dados. Os softwares de busca comumente empregados para a
identificacao de proteinas em bancos de dados a partir de MS sao o Sequest (ENG

et al., 1994) e o Mascot (www.matrixscience.com) (PERKINS et al., 1999). Ambos os

programas correlacionam espectros de massas de fragmentacao (nao interpretados)
de peptideos com sequéncias de aminoacidos de proteinas registradas em bancos
de dados (CHAMRAD et al., 2004; ELIAS et al., 2005).

Durante as buscas, os programas interpretam os espectos gerados pelos
peptideos ou pela fragmentagao destes e, a partir de digestdes tedricas de proteinas
o ou fragmentacdo tedrica de peptideos depositados nos bancos de dados,
comparam os valores obtidos. As comparagdes entre as informagdes tedricas e
experimentais geram listas de proteinas com diferentes graus de similaridade e
estas, sdo ordenadas de acordo com a probabilidade estatistica determinada pelo
algoritmo e pelos parametros definidos pelo usuario (CHAMRAD et al., 2003). Se a
primeira proteina do banco de dados possuir algum peptideo com a mesma massa
molecular do peptideo em estudo passa-se entdo, a comparar os espectros de
MS/MS. Caso nao ocorra esta coincidéncia, uma préxima proteina do banco de
dados deve ser avaliada da mesma forma.

No entanto, quando uma proteina do banco de dados é identificada com a
amostra, os resultados obtidos com a busca recebem uma pontuacao (score). Além
desta informacgao, sao fornecidos dados relativos ai nUmero de acesso no banco de
dados (NCBI), massa molecular, potencial isoelétrico, cobertura da sequéncia,
espectros de massa (MS) e MS/MS da proteina identificada.

Assim, a combinacdo dos dados espectrais de MS e MS/MS adquiridos

experimentalmente com as ferramentas de buscas de dados, possibilita que
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proteinas provenientes de digeridos de gel 2D, sejam caracterizadas na elucidagao
de misturas protéicas complexas (GIORGIANNI, 2003).
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiais e Métodos

4.1.1. Instalagdo do Experimento

O experimento foi realizado nas estruturas fisicas da Embrapa Tabuleiros
Costeiros, localizada no municipio de Rio Largo (09° 28’ S, 35° 49' W e 127 m de
altitude), Estado de Alagoas, Brasil, com temperatura e umidade controladas (Figura
2). Foram utilizados dois gendétipos de cana-de-agucar escolhidas com base nas
informacdes cedidas junto ao programa de Melhoramento Genético da Cana-de-
acucar (PMGCA-CECA-UFAL) - RIDESA. Os dois gendtipos estudados pertencem
ao grupo das variedades consideradas tolerantes (RB72910) e suscetiveis
(RB72454) ao estresse hidrico.
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Figura 2. Temperatura e umidade relativa do ar da casa de vegetagao durante as
analises fisiolégicas dos gendtipos de cana-de-agucar submetidos ao estresse

hidrico.
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Os gendtipos foram plantados inicialmente na forma de mini-rebolos em
caixas individuais de dimensdes 40 cm x 30 cm x 10 cm, contendo como substrato
polpa de coco, torta de filtro e terra preta, na propor¢cao de 1:1:2 (v/v), apds
receberem tratamento prévio com fungicida. Foram utilizadas 12 caixas, contendo 12
mini-rebolos/caixa para cada genétipo com regas perioddicas, sendo posteriormente
transplantados para vasos de 10L contendo 0 mesmo substrato.

A conducdo do experimento se deu por 66 dias, com delineamento
experimental inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial, 2 (variedades) x 2 (dois
regimes de umidade do solo - controle e estressado) x 3 (trés periodos de avaliagao
fisiolégica - niveis de estresse) x 4 (repeticdes). Todos os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas entre si pelo teste Tukey, com P <
0,05. As plantas foram mantidas em condi¢des ideais de umidade com reposi¢ao
didria da agua evapotranspirada através da pesagem individual dos vasos por 66
dias, realizada em balanca digital, até o ponto de inicio da suspenséao da rega.

Durante o desenvolvimento da planta, manteve-se o substrato na condicao de
umidade préxima de sua capacidade de campo, determinada no laboratério de
ciéncias do solo da Universidade Federal de Campina Grande-PB, através da curva
de retencdo de agua no solo. Portanto, para analisar a disponibilidade de agua no
solo para a planta, utilizou-se o método-padrao de estufa (gravimétrico) e entdo s6
assim submeter a planta a uma deficiéncia hidrica de 80% para os tratamentos sob
estresse.

Cada tratamento apresentou dois grupos: um de plantas sem irrigagao e outro
de plantas-controle, sendo cada um composto por quatro repeticdes de forma a ter
uma maior confiabilidade nos resultados. A primeira coleta se deu apds 2 dias de
supressao da irrigacao e a segunda coleta foi apos 3 dias da volta da irrigagdo para
gue fossem normalizadas as condi¢gbes de umidade por igual periodo, equivalendo a

um total de 73 dias de cultivo.

4.2. Coleta e acondicionamento do material vegetal

As folhas de plantas de cana-de-agucar dos tratamentos foram coletadas
quando apresentaram uma deficiéncia hidrica de 80% de agua disponivel (déficit

hidrico de -1,1 MPa), acondicionadas em sacos plasticos, imediatamente
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congeladas em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenadas em Ultra-Freezer (-

80°C) até a realizagédo das extragdes.

4.3. Determinagao do Potencial hidrico foliar

O potencial hidrico foliar (W) foi determinado em folhas completamente
expandidas de plantas distintas, por meio de uma bomba de pressao (Soil Moisture,
Equipament Corporation, Santa Barbara, USA) realizada em duas etapas: entre a
antemanha (folhas +2) (potencial hidrico de base) e o meio-dia, em folhas que se
encontravam em perfeito estado e no maximo de atividade fotossintética (folhas +1)
conforme descrito por Da Matta et al. (1997). As folhas foram cortadas na ligula,
colocadas em sacos plasticos previamente identificados, de acordo com cada
tratamento e acondicionadas em caixa térmica contendo gelo para minimizar a perda

de umidade e levadas ao laboratério para realizacdo das analises.

4.4. Extracao de proteinas

Para extracdo de proteinas de folhas de cana-de-agucar foram avaliados trés
meétodos de extracdo de proteinas que apresentassem uma melhor preparacéo,

resolugcao e separacao dos spots para a eletroforese bidimensional.

4.4.1. Metodologia 1: Extragdao em solugao de acido tricloroacético (TCA)

Essa metodologia foi baseada segundo modificagdes do método descrito por
Damerval et al., (1986). As folhas foram pulverizadas em almofariz pré-resfriado com
nitrogénio liquido. O material pulverizado (aproximadamente 1 grama) foi
ressuspendido em tampé&o contendo Tris-HCI 50 mM (pH 7,5 ), R-mercaptoetanol 14
mM e Fluoreto de fenilmetanosulfonila (PMSF) 1 mM. Apds 10 minutos de
homogeneizagédo constante em gelo, o material foi entdo centrifugado a 10.000 g a
4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e

acrescentado 10 mL de 10% TCA em acetona e incubadas a -20°C por 2 horas para

35



Metodologia

precipitacdo das proteinas. Em seguida, o extrato protéico foi centrifugado por
10.000 g a 4°C por 15 minutos. O precipitado foi lavado duas vezes em acetona 80%
gelada. A cada etapa o precipitado foi agitado por 1 minuto e centrifugado por 15
minutos a 10.000 g a 4°C. O precipitado foi seco a temperatura ambiente e
dissolvida em tampao de solubilizagdo contendo 7M de uréia, 2M de tiuréia e 2% de

triton x-100 e, armazenadas a -20°C.

4.4.2. Metodologia 2: Extragdo com solugdo de acido tricloroacético em
acetona

Essa metodologia foi baseada em Shen et al., (2002) com modificagdes. O
material pulverizado foi ressuspendido em tampao de extragdo contendo Tris-HCI 40
mM (pH 7,5), Polivinil polipirolidona (PVPP) 0,2% (m/v), sacarose 250 mM, EDTA
10mM, triton x-100 1% (v/v), PMSF 1mM, R-mercaptoetanol 2% (v/v). A amostra foi
agitada por um minuto e mantida sob homogeneizagdo constante em gelo por 2
horas. O material foi centrifugado por 15 minutos a 12.000 g a 4°C e o sobrenadante
foi repassado para um novo tubo se acrescentado mais 10 mL do tampé&o de
extracdo. Centrifugou-se novamente por 15 minutos a 12.000 g a 4°C. Transferindo-
se em seguida o sobrenadante para a um tubo novo, ao qual foram acrescentado 10
mL de 10% TCA em acetona. O material foi incubado a -20°C por 12 horas. Em
seguida, as proteinas foram lavadas por trés vezes em solugao 10% de
TCA/acetona e uma vez em etanol 80%. Durante a lavagem o material foi
centrifugado por 15 minutos a 10.000 g a 4°C. O precipitado foi seco a temperatura
ambiente e dissolvido em tampao de solubilizacdo contendo de uréia 7M, de tiuréia

2M, 2% de triton x-100 e, armazenadas a -20°C.

4.4.3. Metodologia 3: Extracdo em tampao Fenol/SDS

Essa metodologia foi baseada em Wang et al., (2003), com algumas
modificacdes. Esse método de extragao constou de trés etapas.

Etapa 1. Homogeneizacdo do material foliar
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O material pulverizado foi ressuspendido em solucdo contendo PVPP 1%
(m/v), B-mercaptoetanol 2% (v/v), PMSF 1mM em acetona gelada e mantido sob
homogeneizagdo constante em gelo por 2 horas. Apoés a centrifugagédo por 15
minutos a 10.000 g a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado
com acetona gelada. O processo foi repetido 5 vezes e o material em seguida foi
seco e liofilizado.

Etapa 2. Lavagem do precipitado

O precipitado foi lavado por 4 vezes com 10 mL de TCA 10% em acetona
gelada, centrifugado por 10 minutos a 10.000 g (4°C). Para cada etapa o material foi
agitado por 30 segundos em vortex, lavado 2 vezes com 10% TCA em agua, lavado
2 vezes em acetona 80% e uma vez em etanol 80%. Para cada lavagem o
precipitado foi ressuspendido e centrifugado e, em seguida liofilizados.

Etapa 3. Extracao e precipitacdo das proteinas

O precipitado foi ressuspendido em tampao de extracdo contendo SDS-denso
(sacarose 30%, SDS 2%, Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0), PMSF 1mM, [3-mercaptoetanol
2% (v/v). Apds agitagdo por 10 minutos a temperatura ambiente, foi adicionado
tampéo tris-fenol saturado (pH 8,0;) e o material foi agitado novamente em gelo por
10 minutos. Posteriormente a amostra foi centrifugada por 10 minutos a 10.000 g a
4°C e a fracao fendlica foi coletada e transferida para um novo tubo. As proteinas da
fase fendlica foram precipitadas adicionando-se 5 volumes de acetato de amdnio
0,1M em metanol e incubadas por 12 horas a -20°C. Em seguida o extrato protéico
foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 x g a 4°C. O precipitado recuperado foi
lavado duas vezes em acetato de amodnio 0,1M, duas vezes em acetona 80% e mais
uma vez em etanol 80%. A cada etapa o precipitado foi homogeneizado e
centrifugado por 10 minutos a 10.000 g a 4°C. O precipitado foi liofilizado e as
proteinas foram dissolvidas em tampao de solubilizagdo contend 7M de uréia, 2M de
tiuréia e 2% de triton x-100. As amostras foram sonicadas trés vezes por 30

segundos, centrifugadas e, armazenadas a -20°C.

4.5. Quantificagao de proteinas

A quantificagdo de proteinas foi feita segundo método descrito por Bradford

(1976) utilizando Bradford reagent — Protein dye reagent (SIGMA) e utilizando
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albumina sérica bovina (BSA) como padrao, segundo recomendagdes do fabricante.

As absorvancias foram determinadas a 595 nm.

4.6. Analise de proteinas por SDS-PAGE e eletroforese bidimensional (2D)

4.6.1. Eletroforese unidimensional (1D)

As analises da pureza e degradagao das amostras foram realizadas por SDS-
PAGE de acordo com Laemmli (1970). As amostras protéicas foram desnaturadas a
95°C na presenga de B-mercaptoetanol por cinco minutos e resolvidas por SDS-
PAGE em gel de poliacrilamida a 12%. Utilizaram-se para cada amostra 30ug de
proteina. Os géis foram corados utilizando solugdo Coomassie Brilhante blue G-250,
0,1%.

4.6.2. Eletroforese Bidimensional (2D)

4.6.2.1. Primeira dimensao

As proteinas foram primeiramente separadas de acordo com o seu ponto
isoelétrico (pl), através do processo de focalizagao isoelétrica (IEF). Foram utilizadas
tiras comerciais de gel de poliacrilamida com gradiente de pH imobilizado (IPG). A
caracterizacao preliminar das proteinas presentes na amostra foi realizada com fitas
IPG de 13 cm com gradiente de pH imobilizado linear de 3-10 e 4-7. As tiras foram
reidratadas e posteriormente submetidas a analise por IEF, em seguida,

armazenadas a -20° C para posterior analise.

4.6.2.2. Reidratagao das fitas de gradiente de pH imobilizado

As fitas IPG foram reidratadas durante um periodo de 12 horas a 20°C no
aparato para focalizagao isoelétrica (IPGphor, Amersham GE Healthcare) com 250
ML de amostra, contendo aproximadamente 800 ug de proteina dissolvido no tampéao
de hidratagao (uréia 7M, tiuréia 2M, triton x-100, 10 mM de DTT, 0,5% IPG buffer,
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125 uL tampao de reidratacao (Amersham GE Healthcare) e 0,005% m\v de azul de
bromofenol). Sobre as fitas foi aplicado 1,5 mL de fluid cover (Amersham GE
Healthcare) para evitar a evaporagdo da amostra durante a reidratagdo. Esse

processo foi utilizado para todas as amostras analisadas.

4.6.2.3. Focalizagao Isoelétrica

Depois de reidratadas as fitas foram retiradas das canaletas e colocadas em
um suporte de ceramica com o6xido de aluminio (manifold), posicionado no aparelho
de IPGPhor Ill (Amersham GE Healthcare) onde a focalizagdo isoelétrica foi
conduzida. Cada tira foi posicionada com o gel voltado para cima em contato com os
eletrodos. Papel filtro umedecido foi colocado em cada extremidade acida e basica
do gel a fim de estabelecer um contato entre o gel e os eletrodos e cobertas com 3
mL de dry strip fluid™ (GE Healthcare).

As condigdes de corrida incluiram uma etapa inicial de 500 Volts/hora (V\h) na
qual se manteve constante por um determinado tempo. Apds essa etapa, um
gradiente de potencial de 3500 V\h foi aplicado até o maximo do valor desejado e
por fim, esse valor de 3500 V\h, foi mantido por um tempo necessario para que a
quantidade de voltagem acumulada (18 kVh) seja atingida. A temperatura de 20°C
foi mantida constante e aplicada uma amperagem de 50 pA por fita. Apds a IEF, as
fitas foram colocadas em tubos de ensaio, vedados e armazenadas a -20°C até

posterior utilizagao.

4.6.2.4. SDS-PAGE

Para a segunda dimenséo, as fitas IPG foram lavadas em agua destilada,
mantidas por 15 minutos em solug¢ao de equilibrio e redugéo (Tris-HCI 50 mM e pH
6,8; uréia 6M; glicerol 30%; SDS 2%; azul de Bromofenol 0,002% e DTT 2%). Apds
agitacao suave, a fita foi transferida e mantida por 15 minutos em uma solugao de
alquilagao (tris-HCI 50mM e pH 6,8; uréia 6M; glicerol 30%; SDS 2%; azul de
Bromofenol 0,002% e iodoacetamida 2,5%). A segunda dimenséo foi constituida de

eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% em condi¢des desnaturantes contendo
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Tris-HCI 0,375M e pH 8,8; SDS 0,1%; persulfato de aménio 0,05%; TEMED 0,034%.
Depois de equilibradas, as fitas IPG foram colocadas sobre o gel da segunda
dimensao e seladas com solugéao de agarose 0,5% (m/v) em tamp&o de corrida Tris-
Glicina (tris 0,025M; glicina 0,192M; SDS 0,1%). A separacéo eletroforética das
proteinas foi realizada em uma cuba modelo Rubi SE 600 (Amersham GE
Healthcare). Na primeira etapa utilizou-se uma corrente fixa de 15mA por gel durante
30 minutos e na segunda etapa, utilizou-se uma corrente fixa de 30mA por gel

durante aproximadamente 4 horas.

4.6.2.5. Coloragao

Apods a eletroforese, os géis foram lavados e as proteinas visualizadas por
impregnacdo com Coomassie Blue coloidal, conforme modificagdo do método
descrito por Candiano et al.,, (2004). Os géis foram tratados com as seguintes
solugdes: solugao fixadora (Etanol 40% v/v e Acido Acético 10% v/v) por 12 horas e
em seguida com solugéo de coloragdo (Acido fosférico 10% vl/v, sulfato de aménio
15% m/v, metanol 17% v/v e Coomassie blue coloidal 0,1% m/v) por 72 horas. O
excesso do corante foi removido com agua deionizada e os géis conservados em

solucao de acido acético 1% até a digitalizagdo das imagens.

4.6.2.6. Analises dos géis

Os géis foram escaneados e calibrados e as imagens foram obtidas através
do programa Labscan e suas imagens digitalizadas e analisadas no programa
ImagemMaster 2D platinum 7.0 (Amersham GE Healthcare). A autenticidade e o
contorno de cada “spot” foram determinados automaticamente e, posteriormente,
validados por inspegao visual e editados quando necessarios. Trés repeti¢gdes foram
realizadas para cada metodologia de extracdo, sendo avaliados o numero de “spots”
detectados e a resolugédo dos géis obtidos. As massas moleculares aparentes foram
determinadas utilizando padroes de massa molecular (Wide Molecular Weight
Range — Sigma) presentes em cada gel. A detecgdo dos spots e sua determinagao

de volume foi realizada de modo automatico pelo imageMaster adotando os
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seguintes parametros: smooth = 3, area minima = 5 e saliéncia = 250. Os
alinhamentos entre os géis das repeticbes foram realizados automaticamente,
utilizando trés “spots” como referéncia, seguido de inspegdo e corregdo manual

quando necessario.

4.7. Descoloragao dos spots

Apds a obtengao das imagens digitais dos géis, os spots foram manualmente
retirados dos géis, de acordo com o tamanho do spot. Os fragmentos foram
acondicionados em microtubos de 1,5mL previamente lavados com metanol (2
vezes). Esta lavagem serviu para que possiveis residuos de plasticos fossem
eliminados uma vez que esses compostos frequentemente sdo observados como
interferentes nos espectros de massas.

Estes fragmentos de gel foram descorados empregando-se trés lavagens
sucessivas com solugédo de bicarbonato de amdnio 25mM em acetonitrila 50% (pH
8,0). Ao final, foi efetuada uma lavagem com agua Milli-Q para remogao completa do

bicarbonato de aménio e, o sobrenadante, foi desprezado.

4.8. Desidratagcao dos spots

Apods descoloragao, os spots foram desidratados pela adicao de 200 uL de
acetonitrila 100%, incubados por cerca de 5 minutos, a temperatura ambiente e, em
seguida a acetonitrila foi removida e os géis foram completamente secos em speed

vac.

4.9. Digestao triptica

A digestdo enzimatica realizada com tripsina possibilita uma especificidade
elevada ao promover a quebra das seqiéncias peptidicas nos residuos de lisina e
arginina. O gel foi re-hidrato com 10 pL de uma solugao gelada de Tripsina 0,02 ug
(PROMEGA, cat. # V511A) por 10 minutos a 4°C. Em seguida, foi adicionado 20 yL
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de solucao de bicarbonato de aménio 50mM a reacao enzimatica e, esta mistura foi
incubada por 12 horas a 37°C (16-24h).

4.10. Extracao dos peptideos

Passado o periodo de incubagao, o sobrenadante foi transferido para um tubo
novo de 500 pL. Para a extragdo dos peptideos digeridos, foram adicionados 30 pL
de acido formico 5% em acetonitrila 50% ao fragmento de gel e a mistura foi
suavemente agitada por 30 minutos. O sobrenadante foi transferido ao novo tubo e o
procedimento foi repetido por mais uma vez. As amostras foram concentradas até 10

ML (cerca de 1h, com Speed Vac operando para solventes volateis).

4.11. Dessalinizagao das amostras

Uma vez digeridos e extraidos, os peptideos foram submetidos a um
processo de dessalinizagdo e purificagdo empregando, para isso, colunas Zip Tip®
com resina Cqs. Tal procedimento objetivou a melhor ionizagcdo das moléculas e
consequente identificacdo das proteinas com os dados obtidos no espectrdmetro de
massas. Os peptideos aplicados a coluna foram lavados com solugéo 0,2% de acido
formico e, eluidos com 8 pL de acetonitrila 50% em acido trifluoroacético 0,1%. O
elutato foi concentrado em speed vac e, analisado em espectrdmetro de massas
MALDI-TOF-TOF.

4.12. Analise por espectrometria de massas

Os peptideos provenientes da digestdo triptica dos spots dos géis, foram
analisados em Espectrémetro de Massas MALDI-TOF-TOF MS/MS (Autoflex Il
Smartbeam, Bruker Daltonics Handelsregister, Bremen, Germany). As anadlises
foram realizadas no Nucleo de Estrutura e Fungdo de Biomoléculas (Departamento
de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade

Federal de Minas Gerais) em Belo Horizonte — MG.
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A matriz empregada foi o acido ciano-4-hidroxicinamico (CHCA). Volumes
iguais de uma solugdo 0,5 yL da matriz e da amostra foram homogeneizados e
aplicados na placa de MALDI. Apds a cristalizagdo da mistura (amostra + matriz),
espectros de MS e MS/MS foram adquiridos de forma automatica, através de uma
varredura no intervalo de m/z compreendido entre 1000 e 3000. Picos com
intensidade superiores a 30 unidades foram submetidos a fragmentagao (MS/MS) na
camara de coliséo e, os dados de MS e MS/MS obtidos experimentalmente, foram
empregados na determinagdo da identidade das proteinas através da ferramenta

Mascot (www.matrixscience.com).

Os espectros de massa (MS) e espectros de massa em tandem (MS/MS)
foram obtidos no modo positivo, e 0 modo de operacéao foi linear, Laser repetition
rate a 50 Hz, fon source voltage 1 a 20 kV, jon source voltage 2 a 18,3 kV, fon
source lens voltage 6,75 kV e number of shots de 2000. Para a fragmentacéo de
peptideos tripsinolizados no PMF (Peptide Mass fingerprinting), foi empregado o

método CID (Collision induced dissociation).

4.13. Busca no banco de dados MASCOT

As buscas no banco de dados séo realizadas a partir das informagdes
espectrométricas (MS e MS/MS) obtidas por MALDI-TOF-TOF, através dos
parametros empregados, o MASCOT submeteu a busca de todos os spots
analisados. Os espectros gerados foram comparados com dados depositados no

National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://ncbi.nlm.nih.qov/BLAST).

Peptideos sem homologia em nenhum dos bancos foram comparados com
sequéncias de bancos de dados publicos usando BLASTp (Basic Lenth Alignament
Search Tool), um algoritmo que permite a identificacao de proteinas via alinhamento
preciso de sequéncias curtas de aminoacidos (short nearly, exact matches).

A identificacdo, quando assim ocorre, recebe uma pontuagcdo em termos de
probabilidade (score). Quando a confianga desta identificacdo n&do atinge niveis
aceitaveis, uma proxima proteina da lista do banco de dados € submetida a digestao
teérica e assim sucessivamente, até que a proteina em questdo seja

inequivocamente identificada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinagao do potencial hidrico na folha (WYw)

No experimento, os genotipos tolerantes e sensiveis ao estresse hidrico foram
mantidos em condigdes ideais com reposi¢cao diaria da agua evapotranspirada, e 66
dias apds o plantio, quando as plantas estavam em pleno crescimento vegetativo foi
iniciada a restricdo hidrica nos tratamentos que estariam sob regime de déficit
hidrico até atingir 80% de deficiéncia de agua. A reposi¢cdo da agua no solo foi
realizada sempre no inicio da manha. As medigdes do potencial hidrico foliar foram
determinadas pela antemanhd, antes do inicio da transpiracdo e ao meio-dia,
quando se encontrava em perfeito estado e no maximo de atividade fotossintética
(Figura 3).

Controle Estresse Recuperacao

Figura 3. Plantas de cana-de-agucar dos gendtipos estudados sob diferentes

condicbes de estresse.

Sob constante irrigacdo (plantas controle), alteragdes nao significativas no
potencial hidrico na antemanha (Wam) foram observadas entre os dois gendtipos, e
as médias variaram entre -0,087 MPa e -0,053 MPa (Figura 4). Apés 3 dias da
suspensao da irrigacdo, o potencial hidrico diminuiu de -0,087 MPa nas plantas
controle para -0,553 MPa nas plantas do gendétipo sensivel, enquanto nas plantas do
gendtipo tolerante, o potencial hidrico passou de -0,053 para -0,146 MPa. Quando a
irrigacdo foi retomada, o Wam nos dois gendtipos previamente estressados
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aumentaram de -1,10 MPa (gendtipo sensivel) e -1,25 MPa (gendtipo tolerante)
para -0,040 MPa e -0,03 MPa, respectivamente, ambos gendtipos foram capazes de
se restabelecer e alcancar taxas com valores proximos aos seus respectivos
controles, indicando uma excelente habilidade das plantas em recuperar sua
turgescéncia. No potencial hidrico ao meio dia (¥Ymd) nao foram observadas
alteragdes significativas entre os gendétipos contrastantes.

Ja o potencial hidrico entre os tratamentos declinou significativamente nos
gendtipos sob condigdes de estresse hidrico atingindo valores de -0,553 MPa e -
1,10 MPa as 6:00h e 12:00h respectivamente para o gendétipo sensivel e -0,146 MPa
e -1,25 MPa as 6:00h e 12:00h respectivamente para o genétipo tolerante. Os dois
genotipos apresentaram respostas semelhantes quanto aos seus respectivos
tratamentos, podendo indicar que este seja um mecanismo de defesa a tolerancia a
seca. Assim, pode ter ocorrido redugao no potencial osmoético e, consequentemente,
aumento da absor¢do de agua mesmo sob estresse.

Inman-Bamber e Smith (2005) obtiveram resultados semelhantes com plantas
de cana-de-agucar, com valores superiores a -0,05 MPa (6:30h) e -1,0 MPa (12h) e
de -0,2 MPa (6:30h) e -1,5 MPa (12h). Siddique et al. (2000) comparando quatro
variedades de trigo em resposta ao deficit hidrico no solo registraram uma redugéao
significativa de 68,5% no Yw foliar atribuido a uma possivel mudanga na pressao
osmoética, que é um dos componentes de potencial hidrico. Nesse sentido, Bergonci
et al. (2000) observaram que o potencial da agua na folha de milho foi sensilvemente
menor do que em plantas irrigadas, mostrando que pode ser indicador de deficit

hidrico.
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Figura 4. Potencial hidrico da antemanha (A) e ao meio dia (B) em folhas de dois
genotipos de cana-de-agucar submetidas aos tratamentos controle (100% de AD),

estresse severo (20% de AD) e recuperagéo (voltando a 100% de AD).

Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos. As comparacgdes entre as
médias foram realziadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os valores representam a média
de quatro repeti¢des + erro padrao (EP).

De um modo em geral e de acordo com Rosenthal et al. (1987) a taxa relativa
de transpiragéo ou expansao foliar esta correlacionada a AD (agua disponivel nas
plantas). Ritchie et al. (1972) encontraram que valores de AD menores que 0,25
produziram significativa redugdo na area foliar de plantas de sorgo. Valores
semelhantes foram relatados por Meyer e Green (1980), ja as investigagcdes de
Rosenthal et al. (1987) demonstraram que a inibigdo no desenvolvimento da area
foliar ocorreu quando a AD foi infeiror a 0,50.

Muitos trabalhos tém procurado definir o limite critico de agua no solo, a partir
do qual o desenvolvimento da planta e a producdo da cultura sao afetados
siginificativamente. A limitagdo na area foliar pode ser considerada como uma
primeira reagado das plantas em relagao ao deficit hidrico (TAIZ e ZEIGER, 1991). A
sensibilidade do desenvolvimento das folhas ao deficit hidrico pode mudar durante
todo o dia, ou nas diferentes estagdes do ano, porém, de modo geral, o
entendimento dos mecanismos utilizados pela planta é, segundo Shultz e Mattews
(1993), ainda limitado.

Os valores de potencial hidrico da folha refletem bem o status de agua na
planta. Porém, ndo ha um valor especifico de potencial hidrico da folha para

fechamento estomatico, numa determinada espécie em particular, uma vez que este
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potencial varia conforme a posicdo da folha na planta, a idade e as condi¢cdes de
crescimento ou ambiente onde a planta se desenvolve (DAVIES et al., 1990).

5.2. Avaliagoes dos métodos de extragao de proteinas

Foram avaliados trés métodos de extracado de proteinas para uso em 2-D de
proteinas totais de folhas de cana-de-agucar: método 1 (acida), método 2 (acida
modificada) e método 3 (fendlica), utilizando-se a mesma amostra e exatamente as
mesmas condigdes experimentais. Os extratos protéicos obtidos pelos trés métodos
em estudo foram submetidos a analise por eletroforese uni e bidimensional.

Existem varios protocolos de extracdo de proteinas de plantas publicados e
quase sempre estes sao adaptados conforme o tipo de tecido analisado, a espécie
em questdo e as proteinas de interesse. As recomendag¢des sdo que o método tenha
como principio basico: ser o mais simples possivel, com reprodutibilidade e as
modificacdes durante o preparo da amostra devem ser minimizadas, pois podem
resultar em artefatos no gel bidimensional (DUNN, 1993; GORG et al., 2004).

A quantificagao foi realizada pelo método de Bradford, com um rendimento de
130 pg (método 1), 170 ug (método 2) e 220 pg (método 3) de proteina soluvel por
grama de tecido vegetal. A tabela 1 apresenta a quantidade de proteinas totais
extraidas para cada método avaliado.

O método acido (método 1) ndo apresentou uma eficiéncia no rendimento
protéico para folhas de cana-de-aclUcar e sua amostra resultou em uma baixa
qualidade nos géis, sendo um método pouco sensivel para deteccdo dos spots
quando submetidos a eletroforese bidimensional (Figura 5), ja os métodos 2 e 3
resultaram em géis de boa qualidade com poucas impurezas e centenas de spots

bem resolvidos.
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Tabela 2. Quantificacao de proteinas usando os diferentes métodos de extracao nos
tecidos foliares de cana-de-agucar.

Métodos Quantidade proteina (MG)
Metodologia 1 18, 33:0.72
Metodologia 2 17,00+ 1,12°
Metodologia 3 22,33+ 0,80°

Os resultados estdo expressos na forma de média + desvio padrao (n=3).
Valores indicados com a letra sdo diferentes estatisticamente pelo teste de Tukey a 0,05 de
significancia.

A avaliagdo dos extratos protéicos obtidos das folhas de cana-de-agucar
utilizando os trés métodos de extracdo foi analisada através de géis 1-D (SDS-
PAGE), combinado com coloracdo Coomassie coloidal. As amostras foram

realizadas em duplicata para confirmagao de sua reprodutibilidade (Figura 5).
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Figura 5. Gel unidimensional (SDS-PAGE) de extratos protéicos de folhas de cana-
de-agucar: M (padréo de peso molecular — kDa). 1 e 2: método 1; 3 e 4: método 2; e
5 e 6: método 3.
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O perfil das proteinas expressas nas folhas de cana-de-agucar foi
primeiramente caracterizado em gel com primeira dimenséo entre pH 3-10. Pela
figura 6 foi observado que a maior parte das proteinas estavam concentradas na
regiao de pH 4-7. A separagao das proteinas usando fitas IPG com gradiente de pH
4-7 apresentou uma maior resolugao que com as fitas de pH 3-10, possivelmente
devido a propria caracteristica do material estudado, o qual apresentou um
predominio de proteinas com pl entre 4-7. A comparacao entre as duas diferentes
faixas de pH pode ser observada na figura 6.
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Figura 6. Avaliacdo por eletroforese bidimensional da distribuicdo das proteinas de
folhas de cana-de-agucar em diferentes faixas de pH. Em (A) foi usado um gradiente
de pH linear de 3-10 e em (B) gradiente de pH linear de 4-7.

Os dois métodos de extracao, acida modificada e a fendlica apresentaram um
rendimento similar quanto a quantidade de proteinas extraidas das folhas de cana-
de-acgucar. Porém quando se realizou uma comparagdo entre os dois métodos
através da eletroforese bidimensional usando fitas IPG de 13 cm com gradiente de
pH de 4-7, demonstrado na figura 7, foi observado que a extragdo fendlica
apresentou os melhores resultados.
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FIGURA 7: Separagdo das proteinas de folhas de cana-de-agucar. Focalizagédo
isoelétrica realizada em gradiente linear de 4-7. A. Método 2 (acida modidficada) e B

método 3 (fendlica).

Na extracdo fendlica ndo é necessario realizar tratamentos adicionais para
eliminar os acidos nucléicos do extrato, pois estes sdo separados durante a
extracdo, ficando retidos na fase aquosa a qual é descartada, enquanto que as
proteinas ficam na fase fendlica. Durante o processo também sao eliminados
polissacarideos e sais. Outro aspecto positivo dessa técnica é o fato da protedlise
ser minimizada pela presenga do fenol (HURKMAN e TANAKA, 1986).

Segundo Alfenas et al., (1998) um dos problemas encontrados na extragao de
proteinas e enzimas de plantas € a presenca de compostos fendlicos liberados
durante a maceracao do tecido. Tais fendis, quando descompartimentalizados, sao
prontamente oxidados a quinonas por enzimas da propria planta (polifenoloxidases e
peroxidases). Tanto os compostos fendlicos ndao oxidados quanto as quinonas
reagem com as proteinas e inativam as enzimas e na eletroforese podem alterar a
mobilidade das moléculas de proteina, resultando em artefatos no gel. Os métodos
de extracdo devem ser desenvolvidos de modo a separar especificamente fenodis de
proteinas e, simultaneamente prevenir a oxidagdo dos compostos fendlicos.

A andlise dos géis bidimensionais com gradiente de pH 4-7 através do
programa ImageMaster 2D Platinum demonstrou reprodutibilidade nos resultados.
Apés a deteccao automatica, foi realizada uma edigdo manual com correcao, adicao
e remogao dos spots. O método 3 resultou num maior numero de spots (518) que o

método 2 (179), foram encontradas 484 spots exclusivos para o método 3 e 145
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spots exclusivos para a metodologia 2, onde foi possivel observar no método 3
proteinas acidas e basicas e de altos e baixos pesos moleculares, tendo uma maior
resolugdo e menores quantidades de listas horizontais nos géis (Figura 7), a
reprodutibilidade entre as repeticoes foi de 0,9632 de correlacao linear para o
método 3 e 0,943 para o método 2 (Figura 8) e para cada ponto no grafico
correspondente a um spot foi encontrada correspondéncia com os outros spots das

repeticoes dos géis analisados.
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FIGURA 8: Graficos de dispersao de intensidade de “spots” entre as repeticdes para
cada metodologia de extragao de proteinas de folhas de cana-de-agucar. A. Método
2 (acida modificada). B. Método 3 (fendlica).

Os padroes eletroforéticos, obtidos a partir dos mapas 2-D, foram avaliados
nos dois métodos de extragdo. Para tanto, os géis analisados foram alinhados,
visando atribuir identidades comuns entre os spots das repeticdes, e os “spots”
presentes nas trés repeticdes foram adicionados aos mapas. No método 3 a maior
parte dos spots observados apresentaram massa molar (MM) superior a 40 kDa,
enquanto para o método 2 a maioria dos spots tiveram massa molar inferior a isso
(Figura 9) . Tanto para o método 3 como para o método 2 predominaram os spots
com pl entre 5 e 6 (Figura 10).
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FIGURA 9: Grafico de distribuicdo dos spots de acordo com massa molecular
relativa (Mr). Azul: extragdo utilizando método 2 (acida modificada), Amarelo:

extracao utilizando método 3 (fendlica).
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FIGURA 10: Grafico de distribuicdo dos spots de acordo com o ponto isoelétrico (pl).
Azul: extragao utilizando método 2 (acida modificada), Vermelho: extragao utilizando

método 3 (fendlica).
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34 spots foram comuns para ambos os métodos de extragdo analisados
(Figura 11).
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FIGURA 11: Géis bidimensionais de proteinas de folhas de cana-de-agucar. (A)
spots detectados utilizando o método 2 (acida modificada). (B) spots detectados
utilizando o método 3 (fendlica) mostrando os spots similares para os dois métodos
de extragao.

Uma das maiores desvantagens da metodologia que emprega a precipitacéo
por TCA como no método 2 é a dificuldade de ressolubilizacdo das proteinas
(NANDAKUMAR et al.,, 2003). Métodos que utilizam TCA (método acido) para
extragdo de proteinas é ainda o método mais comum entre os métodos de extragao
utilizados, e alguns trabalhos tém mostrado que de acordo com o tecido analisado,
ele € um dos principais métodos para 2-D (ZHOU et al., 2006). Segundo Carpentier
et al., (2005) observou-se que ha uma grande possibilidade de perda de proteinas
de alto peso molecular utilizando o método de precipitagcdo por TCA e um grande
enriquecimento de proteinas de baixo peso molecular. Resultados similares foram
encontrados para tecidos de folha e cana-de-agucar como mostrado na figura 7A.

Uma das limitagbes no numero de spots detectados no gel € a técnica
adotada no momento da revelagdo das proteinas. A técnica deve ter
reprodutibilidade e alta sensibilidade, permitindo a visualizagdo de um maior nimero
possivel de proteinas e ao mesmo tempo ser compativel com o método de

identificacdo usado, ou seja, a espectrometria de massas (CANDIANO et al., 2004;

54



Resultados e Discussao

GORG et al., 2004). O uso do corante Coomassie Brilhant Blue G-250 demonstrou
repetibilidade dos géis e compatibilidade com a espectrometria de massas. Segundo
Candiano et al., (2004), o método apresenta uma sensibilidade que permite detectar
proteinas com quantidades de até 1ng. O método 3 foi 0 mais eficiente na remogéao
de substancias interferentes e resultou em géis de maior qualidade. Resultados
similares tém sido descritos também em outras espécies vegetais como macga, péra
e batata (CARPENTIER, 2005).

Ja em tecidos como banana, maca, tomate e batata, utilizando os mesmos
meétodos testados nesse trabalho, a utilizagdo da extragcdo por fenol foi a
metodologia mais eficiente em tecidos de plantas que possuem altos teores de
interferentes. O método 3 foi adaptado para esses tipos de tecidos recalcitrantes,
primeiramente proposto por HURKMAN e TANAKA (1986), pela adicdo de sacarose
(SARAVAN e ROSE, 2004; e CARPENTIER et al. 2005). Segundo Saravanan e
Rose (2004), o extrato utilizando o protocolo TCA/acetona geralmente contém
menos proteinas de altos pesos moleculares, enquanto que com o método de
extragdo fenol/acetato de amdnio geravam extratos com proteinas bem resolvidas
inclusive de altos pesos moleculares. Eles concluiram que a extracdo com fenol é o
método de escolha para tecidos vegetais recalcitrantes.

Normalmente, existem duas metodologias para remogao de contaminantes: a
primeira seria a remogdo dos contaminantes antes da extragdo de proteina e a
segunda etapa seria a remogao apds a extragéo de proteinas. Folhas de cana-de-
acucar contém altos niveis de compostos interferentes e a homogeneizacao de
tecido foliar, por um tampao especifico seguida pela precipitagdo por solventes
organicos, sempre resulta em um material pastoso de dificil processamento.
Portanto, neste caso € necessaria a remogao completa dos contaminantes antes da
extracdo de proteinas.

Dupont et al., (1988) demonstraram que glicoproteinas com pesos
moleculares entre 100kDa a 200kDa estavam ausentes apds extracdo apenas com
fenol, mas presente apds extracdo na presenga de SDS. A maioria dos problemas
pode ser atribuida & migracdo das proteinas na focalizagdo isoelétrica (GORG,
2000).

A combinacgao de TCA e acetona sdo comumente usadas para a precipitacao
de proteinas e remocao de contaminantes durante a preparacao para a eletroforese

2-D. No entanto, estes protocolos com preparacbes utilizando TCA/acetona
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geralmente exigem varias lavagens até que o tecido torna-se incolor tornando um
processo bastante laborioso e dispendioso. Além disso, a exposi¢géo prolongada a
um pH baixo pode levar a degradagédo das proteinas ou sua modificagdo (WANG,
2003).

Outro passo importante no trabalho foi a introdugédo da lavagem com metanol,
pois 0 metanol é muitas vezes usado pra extrair compostos fendlicos (CROZIER, et
al., 1997). Além disso, uma lavagem com metanol na presenga de acetato de
amoénio pode neutralizar residuos de TCA e um aumento de pH acima de sete,
facilitando a extragao de proteinas por fenol.

Em todas as analises, a utilizacdo do método 3 facilitou a extragdo de
amostras de proteinas com alta qualidade e adequada para a analise por
eletroforese. A qualidade geral dos perfis de proteinas obtidas nos géis de
poliacrilamida foi satisfatéria, como por exemplo, menos borrdes e manchas verticais
e horizontais nos géis.

A remocéao convencional de compostos contaminantes nos extratos protéicos
envolve sempre a utilizagdo de solventes organicos (como por exemplo, acetona e
10% TCA em acetona) na lavagem desses contaminantes que se encontram
misturados no tecido macerado (DAMERVAL, 1986). Uma grande medida para a
eficiéncia da remogao depende, sobretudo, de uma reduzida granulometria do pé do
tecido. Com base em nossa experiéncia, quanto mais reduzida, a remocado dos
contaminantes torna-se mais eficiente.

Apesar de o método TCA ser amplamente utilizado em analise 2-D para
diferentes partes das plantas, como 6rgaos, células e tecidos e espécies de plantas,
tais como Arabidopsis, arroz, soja, milho (ASKARI et al., 2006; DOOKI et al., 2006;
PLOMION et al., 2006; SAUER et al. 2006; YAN et al., 2006; LI et al., 2007; YIN et
al., 2007; XU et al., 2008). Nossos resultados indicam que as etapas de maceracgao,
homogeneizacdo por duas horas utilizando um tampao contendo TCA/acetona
gelada e logo em seguida esse material ser liofilizado se mostrou muito eficiente
para a remog¢ado de contaminantes e um método de extracdo ideal para extrair
proteinas de folhas de cana-de-acucar, Portanto, a extracdo com fenol/SDS foi
realizada para minimizar ainda mais a presenca desses contaminantes nos extratos
de proteinas.

Estes resultados mostram que o método 3 (fendlico) tem uma alta capacidade

de limpeza e seletividade, ja que o fenol € um agente que reduz a dissociagao de
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interacbes moleculares entre proteinas e outros materiais (CARPENTIER et al.,
2005).

A perda de proteinas é inevitavel. No entanto, este estudo demonstra que a
precipitacdo é absolutamente necessaria quando se lida com tecidos recalcitrantes.
Também foi observado pelos protocolos utilizados, que esses métodos servem como
padrao para extragcédo de tecidos vegetais recalcitrantes e a extragdo otimizada com
fenol € mais eficiente para remocao de substancias interferentes, o que resultou em
géis de alta qualidade.

O objetivo principal dos métodos utilizados foi a busca de um protocolo que,
além de extrair grandes quantidades de proteinas, fosse homogéneo, ou seja, um
método adequado para extracdo de proteinas de baixo e alto peso molecular, bem

como de proteinas acidas e basicas.

5.3. Analise proteé6mica dos genétipos submetidos ao estresse hidrico

Os géis 2-D que representam os perfis protéicos das amostras dos dois
gendtipos nas condigdes controle, estresse hidrico e recuperagao estdo mostrados
na figura 12. Mais de 500 spots foram detectados em cada gel por Coomassie blue
e as proteinas presentes no gel apresentam massa molecular aparente variando,

aproximadamente, entre 6,5 e 116 kDa e ponto isoelétrico entre 3,6 e 7,07.
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Figura 12. Géis bidimensionais de amostras de extratos protéicos totais de folhas de cana-de-agucar utilizando fitas de faixa de pH

4-7. A — Gendtipo sensivel (RB72454); B — Gendtipo tolerante (RB72910). Tratamentos: controle, estresse e recuperagao.
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A Figura 13 mostra a orientacado dos vetores gerados a partir do pareamento
do mesmo spot entre o gel de referéncia e um dos géis analisados. Algumas regides
do gel apresentam pequenas variagdes na migragdo dos spots, uma vez que para
essas os vetores podem ser observados com propor¢des maiores. Observa-se que
houve grande reprodutibilidade entre as repeticdes, o que também pode ser
observado pelo numero de spots detectados em cada gel: 386 343 e 327. Esses
desvios e auséncia de spots sdo causados principalmente por variacbes na
focalizagao isoelétrica e na eletroforese, constantemente descritas na literatura e
inerentes a técnica (GORG, 2004).

Figura 13. Orientacdo dos vetores representando o alinhamento dos spots em
relagéo ao gel referéncia.

Todos os géis confeccionados e utilizados nesta analise foram preparados
juntamente, a fim de se minimizar as variagbes decorrentes da focalizagao
isoelétrica, da migragdo na segunda dimensdo e também da coloragdo. Pois
segundo Gorg, (2004) as pequenas diferengas de migragao entre os géis, refletidas
em variagdes discretas nas massas moleculares e pls das proteinas, podem ser
aceitas como normais e inerentes da técnica 2-DE, uma vez que esses pequenas
variagdes nao tém como ser evitadas.

Outra ferramenta utilizada nesta analise foi a deteccao automatica de spots
em cada gel. O programa geralmente entende como spot qualquer mancha, bolhas

de ar ou agua, e rastros de proteinas que nao foram bem focalizadas. Foi necessario
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realizar uma edicdo manual, que consiste em adicionar e apagar spots tendo como
base a imagem imprensa dos géis.

As imagens dos géis analisados pelo programa ImageMaster Platinum 2D
geralmente gera alguns falsos spots, necessitando de uma intervencdo de edic&o
manual. Como o programa considera o total dos spots gerado igual a 100%, no
momento da edicdo manual, os falsos spots foram removidos, reduzindo esse
percentual.

Os volumes dos spots foram normalizados de acordo com a ferramenta do
programa /ImageMaster Platinum 2D. Os spots que nao apresentaram repetibilidade
foram desconsiderados. Cada spot normalizado representa a porcentagem que a
proteina ocupa no gel. Ou seja, proteinas abundantes como, por exemplo, a
subunidade maior da Rubisco representa normalmente de 40-50% das proteinas
presente no gel. Esse valor em porcentagem € gerado a partir da interpolagéo entre
a delimitacao fisica gerada pelo spot associada a sua intensidade, gerada em pixels.

A comparagdo dos spots diferencialmente expressos entre controle e
tratamento dos gendtipos estudados foi realizada com base em um gel de referéncia
adotado. O gel de referéncia foi utilizado para o procedimento de alinhamento.
Nessa ferramenta do programa, o gel de referéncia se sobrepde aos géis controle e
tratamentos alinhando os spots. O alinhamento foi gerado tanto automaticamente
como manualmente em decorréncia das deformidades intrinsecas de cada gel.

As comparagbes entre todos os tratamentos foram analisadas nas mesmas
condi¢bes fazendo uso dos mesmos parametros de tonalidade, contraste e nitidez. A
analise entre os géis apresentaram spots idénticos para os dois gendtipos
contrastantes, spots exclusivos, e spots que apresentaram alteracdes no nivel de
expressao diferencial de pelo menos de 1,5 vezes nos géis para os diferentes
tratamentos. Foram realizadas comparagdes entre os géis dos dois gendtipos nos
tratamentos (controle, estresse e recuperagdo) e a retirada dos spots para a
identificacao foi realizada com base na analise pelo software com uma confirmacgéao
visual, privilegiando aqueles que apresentaram coloracdo mais intensa ou que
estavam mais bem definidos. Na figura 14 estdo representadas as proteinas
identificadas por espectrometria de massas nos diferentes tratamentos para os dois

gendtipos.
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Gendtipo Sensivel - RB72454

Figura 14. Géis 2-DE de folhas de cana-de-agucar dos gendtipos contrastantes.
Foram selecionados os spots diferencialmente expressos ou onde a abundéncia foi
de no minimo 2 vezes maior ou menor sob o efeito do estresse hidrico utilizando
ANOVA (p=0,05). A e B — Spots em azul (proteinas exclusivas do gendtipo sensivel
nos tratamentos controle e estresse, respectivamente), C e D — Spots em verde
(proteinas exclusivas do gendtipo tolerante nos tratamentos controle e estresse,
respectivamente). Os spots em vermelho correspondem aos spots com diferenga na

expressao entre os diferentes gendtipos e tratamentos.
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5.4. Identificagao das proteinas por espectrometria de massas

Visando a identificacdo de alteracbes no metabolismo de cana-de-agucar
durante o processo de estresse hidrico, foram selecionados 180 spots
diferencialmente expressos e mais abundantes em % de volume dos mapas 2-DE
presentes nos gendtipos tolerante e sensivel, quando comparados os diferentes
tratamentos (controle, estresse e recuperagao). Os Spots maiores e muito intensos
foram retirados de apenas uma repeticdo. Os menos intensos e menores foram
retirados das 3 repeticdes, a fim de aumentar a quantidade da proteina a ser
analisada, e consequentemente, as possibilidades de identificacdo pela
espectrometria de massas.

Os spots selecionados a identificacdo foram aqueles que apresentaram
repetibilidade entre os trés géis e expressao diferencial nos tratamentos avaliados.
Utilizando o modo automatico do equipamento MALDI-TOF-TOF MS (Autoflex IlI
Smartbeam, Bruker Daltonics Handelsregister, Bremen, Germany) foram
identificados 80 spots com estatistica significativa. Os demais ndo produziram
espectros de massa onde fosse possivel obter sequéncias de peptideos necessarios
para a identificagdo. Os 80 spots identificados estao listados na Tabela 3.

A identificagdo de proteinas, muitas vezes exclusivas de um determinado
tecido ou espécie, depende da disponibilidade de uma base de dados especifica e
pode revelar muitas vezes, proteinas ainda desconhecidas e consequentemente a
identificacdo de novos genes, contribuindo assim para elucidagédo de diversos
processos celulares (GIORGIANNI, 2003).

A espectrometria de massas, utilizada para o sequenciamento de peptideos
originados pela digestdao tripidica de proteinas previamente separadas por
eletroforese bidimensional, constitui uma estratégia eficiente para conhecer o
conjunto de proteinas expressas em um tecido, sob determinadas condi¢cdes bidticas
e abidticas. Entretanto, grande parte das proteinas submetida a digestdo e
espectrometria de massas, ndo tem sua sequéncia de aminoacidos determinada ou
detectada, provavelmente devido a baixa concentracido dos peptideos gerados
(SOUZA, 2006).

Aliado a este fator, outras limitagdes inerentes a técnica podem contribuir para
a baixa eficiéncia de recuperacao dos peptideos oriundos dos spots. Além disso, é

dificil prever quantas proteinas possam compor um spot, visto que produtos
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protéicos de multiplos genes podem migrar para as mesmas coordenadas de um
gel. Gion et al. (2005) verificaram que 154% dos spots identificados por
espectrometria de massas correspondiam a misturas de proteinas. Gygi et al. (2000)
observaram produtos de seis genes de levedura presentes em um unico spot apés
eletroforese bidimensional. Porubleva et al. (2001) observaram que a presenca de
varias proteinas em um mesmo spot pode ser em fungao da degradagao proteolitica
e fragmentos proteoliticos ndo vao gerar peptideos tripidicos suficientes para a
analise por MS/MS, constituindo outro fator que pode contribuir para o insucesso da
identificacdo de uma proteina. Em nosso experimento a espectrometria de massas
nao identificou nenhum spot multiplo, confirmando o sucesso na separagédo das
proteinas de tecidos de folhas de cana-de-acgucar, utilizando gradiente de pH de 4-7
e segunda dimensao de 12,5% de acrilamida.

Entre as proteinas identificadas, um grande numero apresentou identidade
com sequéncias de proteinas de espécies de plantas como Zea mays e Sorghum
bicolor. Estas espécies apresentam um grande numero de sequéncias de proteinas
e genes depositadas em bancos de dados publicos como o NCBI, e sao
geneticamente relacionadas a cana-de-agucar. Desta forma a homologia indica que
essas proteinas sao altamente conservadas entre essas espécies nao-lenhosas.

Costa et al. (1999), afirmaram que, embora pequenos trechos de
determinados peptideos possam revelar elevada conservacao, o resultado pode ser
bem diferente quando se trata da sequéncia completa da proteina. No presente
trabalho, entretanto, a maioria das proteinas foi identificada preferencialmente com
pelo menos duas sequéncias peptidicas, proporcionando maior cobertura da
sequéncia completa, o que resultou em maior confiabilidade da identificagdo. Foram
identificadas 38 spots que apresentaram homologia com proteinas ou cDNAs de S.
officinarum ja depositados.

A cana-de-acgucar teve seu genoma funcional sequienciado (VETTORE et al.,
2001) com 237.954 sequéncias de ESTs (expression sequence tags) como
potenciais mMRNA. Apesar de todo este volume de sequéncias, em nosso trabalho
encontramos 42 spots para a cana-de-agucar, destacando a importancia da
protedmica como ferramenta para a identificacdo de novas proteinas.

A estratégia de identificacdo de proteinas por similaridade de sequéncias
validou todas as identificagbes sugeridas pelo MASCOT, e permitiu a identificacéo

de 14 novas proteinas ainda nao descritas em cana-de-aglcar como as proteinas
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Oxygen evolving complex 1 (spots 01 e 103), Triosephosphate isomerase (spots 22
e 92), Ubiquitin — conjungating (spots 32), Phosphoglycerate mutase (spots 39),
Fructose bisphosphate aldolase cytoplasmic (spots 71, 141, 247 e 277), 6-
phosphogluconate dehydrogenase (spots 78), Heat shock 70kDa (spots 105 e 145),
Frutokinase-1 (spots 159), Ascorbate peroxidase (spots 211), 3-beta hydroxysteroid
dehydrogenase (spots 220 e 232), Ferredoxin NADP reductase (spots 228),
Chlorophyl a-b (spots 230 e 278), Nucleic acid binding protein1 (spots 236), Auxin
(spots 270). Estas proteinas tiveram sua expressdo induzida ou reprimida nos
genotipos submetidos ao estresse hidrico.

Trabalho realizado por Jangpromma et al. (2010) utilizando duas variedades
cultivadas na Tailandia de cana-de-agucar tolerantes e sensiveis ao estresse hidrico
identificaram por espectrometria de massas 22 proteinas, dentre essas proteinas
algumas tiveram similaridade com o nosso trabalho, tais como Rubisco, Ferredoxin,
ATP synthase, Actin, NADP-dependent malic enzyme, Ubiquitin essas proteinas
tiveram sua expressdo aumentada ou diminuida quando submetido ao estresse
hidrico.

Genes encontrados no transcriptoma de cana-de-agucar foram incluidos em
categorias funcionais de acordo com a homologia da fungcdo de proteinas
conhecidas, estas categorias sdo classificadas em processos celulares, fotossintese,
bioenergética, transducdo de sinal celular, crescimento, resposta ao estresse,
transporte e proteinas desconhecidas ou categorias nao classificadas (RODRIGUES
et al., 2009).

Tem-se observado que em muitos casos ndo existe uma correlagdo direta
entre a expressdo do mRNA e o nivel protéico, sendo necessaria sua avaliagao
experimentalmente (ZHANG et al., 1997, GRIFFIN et al.,, 2002). Através da
protebmica é possivel determinar a localizagdo do produto de um gene que muitas
vezes é impossivel de ser obtido a partir da sequéncia do DNA; estudar mecanismos
como a regulacdo de proteinas funcionais por protedlise e sua influéncia na
regulacdo génica; a interacdo entre proteinas e a composicdo molecular de
estruturas celulares como organelas podem ser determinadas apenas no nivel
protéico (KALUME et al., 2003).

Na avaliagdo de expressao no nivel do transcriptoma podem ser fornecidas
informagdes importantes sobre a carga genética transcrita de um organismo em um

determinado momento, entretanto, ela nao reflete diretamente a expressao das
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proteinas (CHEN e HARMON, 2006). Apdés a transcrigdo, podem ocorrer
modificacbes pods-transcricionais e pds-traducionais, com alteracdo da conformacéao
espacial de proteinas e que resultam em classes protéicas que bioquimica e
estruturalmente podem desempenhar diferentes fungbes metabdlicas (CHEN e
HARMON, 2006).
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Tabela 3 — Proteinas das folhas de cana-de-agucar separadas com um gradiente de pH 4-7 por eletroforese bidimensional e
identificadas por espectrometria de massas (Maldi-tof MS/MS).

Spot pl/MM Sequéncia de Peptideos Proteina Provavel Acesso Espécie

01 5.58/35249 K.DGIDYAAVTVQLPGGER.V Oxygen-evolving gi|739292 Spinacia oleracea
complex protein 1

103 5.13/26603 K.DGIDYAAVTVQLPGGER.V Oxygen-evolving gi|739292 Oryza sativa
complex protein 1

05 5.32/21051 K.TFQGPPHGIEVER.D Ribulose-1,5-bisfosfato gi|93213554 Bryopsis pennata
carboxylase/oxygenase
(grande unidade)

10 5.10/27728 R.IPVIVTGNDFSTLYAPLIR.D Ribulose-1,5-bisfosfato gil47176692 Zantedeschia hybrid
FYWAPTR carboxylase/oxygenase cultivar
activase

28 6.46/51143 R.VTPQPGVPAEEIGAAVAAESSTGTWTTVWTDGLTSL Ribulose-1,5-bisfosfato gi|57977165 Aspidistra sutepensis
DR.Y carboxylase/oxygenase
(grande unidade)

29 5.42/61969 K.SSENFLYVVEGMQFDR.G Ribulose-1,5-bisfosfato gi|223948025 Saccharum officinarum
K.AAVEEGIVVGGGCTLLR.L carboxylase/oxygenase
(grande unidade)
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Continuagao...
Spot pl/MM Sequéncia de Peptideos Proteina Provavel Acesso Espécie
34 5.56/28408 R.MTPQPGVPAEEAGAAVAAESSVGTWTTVWTDGLTS Ribulose-1,5-bisfosfato gi|1881646 Vittaria appalachiana
LDR.Y carboxylase/oxygenase
214 8.77/19332 K.ELQEAIASYPDAYVR.I Ribulose-1,5-bisfosfato gi|34971132  Saccharum officinarum
carboxylase/oxygenase
(pequena unidade)
223 8.77/19332 K.ELQEAIASYPDAYVR.I Ribulose-1,5-bisfosfato gi|34971132 Saccharum officinarum
carboxylase/oxygenase
(pequena unidade)
237 7.33/45407 K.TFQGPPHGNQVER.D Ribulose-1,5-bisfosfato gi|20467341 Picea asperata
carboxylase/oxygenase
(grande unidade)
264 6.13/52118 R.GGLDFTKDDENVNSQPFMR.W Ribulose-1,5-bisfosfato
R.FVFCAEAIYK.A carboxylase/oxygenase gi|34956300 Touroulia guianensis
R.VALEACVKAR.N (grande unidade)
265 6.33/49077 R.GGLDFTKDDENVNSQPFMR.W Ribulose-1,5-bisfosfato gi|33462128  Saccharum officinarum
R.FVFCAEAIYK.A carboxylase/oxygenase
R.DPGLLLHIHR.A (grande unidade)
224 K.ELQEAIASYPDAYVR.I Ribulose-1,5-bisfosfato gi|34971132  Saccharum officinarum
carboxylase/oxygenase
(pequena unidade)
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Continuagao...
Spot pl/MM Sequéncia de Peptideos Proteina Provavel Acesso Espécie
03 5.5/103035 R.AVFNSWESPR.A Piruvato ortofosfato gi|108796050  Saccharum officinarum
K.LYGEFLINAQGEDVVAGIR.T dikinase
R.LLDPPLHEFLPEGNVEEIVR.E
152 5.50/103035 R.AVFNSWESPR.A Piruvato ortofosfato gi|108796050 Saccharum officinarum
K.LYGEFLINAQGEDVVAGIR.T dikinase
22 6.45/32626 K.LIACIGELLEER.E Triose fosfato gi|242049978 Sorghum bicolor
K.VATPEQAQEVHAAVR.D isomerase
92 5.53/27278 K.VIACVGETLEQR.E Triose fosfato gi|34937104 Dimocarpus longan
K.VATPAQAQEVHASLR.D isomerase
K.TNVSPEVAESTR.I
25 4.90/10838 K.ESLGLGDDVLLLSDGNLELTR.A Tioredoxina gi|56182370 Saccharum officinarum
240 8.70/19733 K.VNTDESPNVASTYGIR.S Tioredoxina gi|34923826 Zea mays
32 6.74/17266 R.LLSEPAPGISASPSEENMR.Y Ubiquitina conjugada gi[18394416 Arabidopsis thaliana
37 6.20/50972 K.KYDEIDAAPEER.A Elongation factor Tu gi|223948863 Zea mays
’ R.HSPFFPGYRPQFYMR.T domain I
K.MIVQLIQPVACEQGMR.F
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38 5.69/32831 K.ILVVGGTGYLGR.H Isoflavone reductase gi|34918026 Saccharum
R.FFPSEFGLDVDR.T officinarum
151 5.69/32831 K.ILVVGGTGYLGR.H Isoflavone reductase gi|35954550 Saccharum officinarum
R.FFPSEFGLDVDR.T
K.YTTVDEYLNR.F
39 5 29/60763 K.ESFESGTLHLIGLLSDGGVHSR.L Phosphoglycerate gi|551288 Zea mays
) R.YLVSPPEIDR.T mutase
66 6.23/69904 R.NVQVICVTDGER.I NADP-dependent malic  gi|242051769 Sorghum bicolor
K.LLNDEFYIGLR.Q
70 6.42/65234 K.LLNDEFYIGLR.Q NADP-dependent malic gi|115420 Phaseolus vulgaris
98 6.23/69904 R.NVQVICVTDGER.I NADP-dependent malic gi|36076501 Saccharum officinarum
K.LLNDEFYIGLR.Q
K.DLVAYAESCMYSPVYR.N
K.TSDGTPFVDVIR.A Fructose bisphosphate gi|242093550 Zea mays
71 7.56/38214 K.LEVLKPWTLSFSFGR.A aldolase cytoplasmic
K.ENVAAAQATFLVR.C
141 7.56/43134 K.GLVPLAGSNDESWCQGLDGLASR.S Fructose bisphosphate gi|118487506 Populus trichocarpa

R.YAAISQDNGLVPIVEPEILLDGEHGIER.T

aldolase
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Continuagao...
247 5.47/37974 K.GLVPLAGSNNESWCQGLDGLASR.S Fructose bisphosphate gi| 769039 Pisum sativum
aldolase
277 176/41808 K.EAAWGLAR.Y Fructose bisphosphate ACG36798.1 Zea mays
K.AAQDALLLR.A aldolase
R.EAAYYQQGAR.F
72 7.71/26447 K.TTGGILLPTTAQSKPQGGEVVAVGEGR.I Chaperonin gi|15242045 Arabidopsis thaliana
154 5.12/61150 K.DLGLLVENATEEQLGTAR.K Chaperonin gi|35256469 Saccharum officinarum
78 6.24/53204 K.WTVQQAAELSVAAPTIEASLDSR.F 6-phosphogluconate gi|162463403 Zea mays
K.GWGLNLGELAR.I dehydrogenase
79 6.46/36614 R.VPTVDVSVVDLTVR.I Glyceraldehyde-3- gi|120670 Zea mays
K.LVSWYDNEWGYSNR.V phosphate
dehydrogenase
91 6.67/36605 R.VPTVDVSVVDLTVR.T Glyceraldehyde-3- gi|33457896 Saccharum officinarum
K.GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR.S phosphate
K.LVSWYDNEWGYSNR.V dehydrogenase
267 4.19/11546 K.VISWYDNEWGYSQR.V Glyceraldehyde-3- gi|16852 Zea mays
phosphate
dehydrogenase
83 5.86/102463 K.LIGSPPGYVGYTEGGQLTEAVR.R ATP-dependent Clp gi|399213 Solanum lycopersicum
protease
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Continuagao...
245 5.87/55713 R.IAQIPVSEAYLGR.V ATP synthase CF1 alpha gi150812525 Saccharum
R.EAYPGDVFYLHSR.L chain officinarum
248 5.31/53987 R.GMEVIDTGTPLSVPVGGATLGR.I ATP synthase CF1 beta gi|48478778 Saccharum officinarum
K.AHGGVSVFGGVGER.T subunit
K.VALVYGQMNEPPGAR.M
256 4.84/26720 K.IFADETVAEFFDNPTVPR.E ATP synthase delta chain gi|36062721 Saccharum officinarum
85 7.72/29234 K.AVEVAGCDWIHVDVMDGR.F Ribulose-5-phosphate 3- gi|35022682 Saccharum officinarum
K.AGADIVSVHCEQTSTIHLHR.T epimerase
97 6.59/26415 K.AVEVAGCDWIHVDVMDGR.F Ribulose-phosphate 3- 0i|35022682 Saccharum officinarum
K.AGADIVSVHCEQTSTIHLHR.T epimerase
89 7.71/35273 R.GAFTAVLSGGSLIQALR.K 6- gi|35048881 Saccharum officinarum
K.WHVFWVDER.V phosphogluconolactonase
95 7.11/25327 K.NVRPDYLNNIWK.V Superoxide dismutase gi|254030293  Saccharum officinarum
239 5.30/20804 K.GTSEVEGVVTLTQDDDGPTTVNVR.I Chloroplastic copper zinc BAI50563.1 Saccharum officinarum
superoxide dismutase
260 5.47/37974 K.EVAGAASEILHAASTYGK.F Superoxide dismutase gi|34955041 Saccharum officinarum
100 5.72/42204 K.IWHHTFYNELR.V Beta actin gi|34968366 Saccharum officinarum
K.SYELPDGQVITIGAER.F
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105 5.07/71137 R.FEELNMDLFR.K Heat shock 70kDa gi120559 Petunia hybrida
K.EQVFSTYSDNQPGVLIQVYEGER.A
145 5.07/71137 K.NAVVTVPAYFNDSQR.Q Heat shock 70kDa gi|20559 Petunia hybrida
R.FEELNMDLFR.K
142 5.01/31663 K.LAAALPEGGVLLLENVR.F Phosphoglycerate kinase gi|33463536 Saccharum officinarum
K.LASVADLYVNDAFGTAHR.A
206 4.93/41994 R.ELVADDEWLNGEFITTVQQR.G Phosphoglycerate kinase gi|1022805 Arabidopsis thaliana
K.IVQGLPIDEFSR.K
244 4.93/41994 K.LASLADLYVNDAFGTAHR.A Phosphoglycerate kinase gi|1022805 Arabidopsis thaliana
159 5.17/27353 R.AAVFHYGSISLIAEPCR.S Frutokinase-1 gi|115441577 Oryza sativa
K.EAGALLSYDPNLR.E
K.VQQVDTTGAGDAFVGALLR.R
211 2.11/27314 K.NPAELAHGANAGLDIAVR.L Ascorbate peroxidase AC090196.1 Triticum aestivum
220 5.57/32772 K.YPASGVVLRPGFIYGK.R 3-beta hydroxysteroid gi|195642948 Zea mays
dehydrogenase
232 7.63/32772 K.YPASGVVLRPGFIYGK.R 3-beta hydroxysteroid gi|195642948 Zea mays

dehydrogenase
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Continuagao...
221 4.76/29758 K.AAQDIALAELAPTHPIR.L 14-3-3-like protein gi| 1345587 Saccharum
officinarum
222 5.23/30012 R.SKGDGDYQLATDVSMDDFLWER.I Malate dehydrogenase gi|585467 Saccharum officinarum
238 4.18/11173 R.SKGDGDYELATDVSMDDFLWER.I Malate dehydrogenase gi[21955924 Saccharum officinarum
K.GDGDYELATDVSMDDFLWER.I
228 8.54/41322 K.DPNATIIMLATGTGIAPFR.S Ferredoxin NADP gi|729477 Mesembryanthemum
reductase crystallinum
230 7.74/26851 K.YPGGAFDPLGFSK.D Chlorophyll a- b binding gi|20788 Pinus sylvestris
protein
278 7.74/26851 K.YPGGAFDPLGFSK.D Chlorophyll a-b ACO06087.1 Triticum aestivum
236 4.25/30123 K.VYVGNLPYDVDSER.L Nucleic acid binding gi|162463757 Zea mays
R.IYVGNLPWQVDDSR.L protein1
246 4.23/24945 K.IKDNPNLEDCVFR.I Peptidyl-prolyl cis-trans gi[35257152 Saccharum officinarum
K.FYDGMEIQR.A isomerase
K.APVYGETLEELGR.Y
273 9.58/2765 R.IVIGLYGDDVPQTAENFR.A Peptidylprolyl cis-trans gi[32814886 Saccharum officinarum
isomerase
253 8.69/24566 R.DTIDLFVER.Y Adeninephosphoribosyl gi[35252662 Saccharum officinarum
R.YKDQGITVVAGVEAR.G transferase
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Continuagao...
259 5.04/15722 K.NNAGYPHNVVFDEDEVPSGVDATK.I Plastocyanin gi|34970526 Saccharum
officinarum
261 5.91/108931 K.NQSVDLVFTAHPTQSAR.R Phosphoenolpyruvate gi|115578 Saccharum officinarum
R.GGGPTHLAILSQPPDTINGSIR.V carboxylase
R.WFQGTADAVR.Q ADP-glucose gi|35318739 Saccharum officinarum
266 8.33/55746 R.MDYMDFVQSHR.Q pyrophosphorylase small
K.ITDSIISHGCFLDNCR.I subunit
K.DTVMLGADYYETDAER.R
270 6.01/20553 K.AAVTPAFVGQFPGVNGLGISAAR.L Auxin-binding protein gi|195616892 Zea mays
271 5.80/22171 R.WYEIASFPSFFQPR.D Lipocalin gi|77744875 Saccharum officinarum
11 9.07/23128 K.ALAIYPPHEGGYEGR.Y Desconhecida gi|34976121 Saccharum officinarum
76 5.20/60974 K.LAAAVGVTLGPR.G Desconhecida gi|242032147 Sorghum bicolor
R.GYISPQFVTNPEK.S
208 6.14/13428 K.VLFVPWVETDFR.T Desconhecida gi|169714973 Panicum virgatum
209 6.29/19894 K.ITEEVAAAAAVGAGGYAFHEHHEK.K Desconhecida gi|36059217 Saccharum officinarum
217 4.76/52051 K.IGNVPVYTFGFGADYDPTVLNAVAR.N Desconhecida gi|34951857 Saccharum officinarum
257 4.78/55751 K.IGNVPVYTFGFGADYDPTVLNAVAR.N Desconhecida gi|35953147 Saccharum officinarum
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5.5. Classificagao funcional das proteinas identificadas

Entre os 80 spots identificados, 40 spots representaram as proteinas
identificadas no gendtipo sensivel e 40 spots foram identificados para o gendtipo
tolerante. As anotacdes funcionais das proteinas identificadas foram atribuidas com
base nos resultados obtidos do BLASTp/NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), com relagao
ao dominio conservado de cada proteina, informagdes de banco de proteinas do
Expasy (www.expasy.ch) e/ou informagdes disponiveis na literatura.

As proteinas identificadas foram classificadas de acordo com sua fungéo
biolégica em categorias funcionais e sua distribuicdo esta representada na Figura
15. As classes mais representativas em ambos os gendétipos foram as proteinas

envolvidas no metabolismo e energia.
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Figura 15. Classificacao funcional dos spots analisados, separados por eletroforese
bidimensional e sequenciados por MS/MS. A — spots identificados no gendtipo

tolerante; B — spots identificados no gendtipo sensivel.

Dentre as proteinas com as sequéncias identificadas por espectrometria de
massas, 6 delas (spots 11, 76, 208, 209, 217, 257) apresentaram homologia a
proteinas com fungcdo ainda desconhecida. Como as identificagcdes sao feitas
através de buscas em banco de dados e nestes, grande parte das sequéncias sao
depositadas a partir de projetos de sequenciamento de ESTs, algumas proteinas
encontradas foram sequéncias até entdo hipotéticas, e foram classificadas como

sendo da categoria “funcédo nao definida”.
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O maior numero de proteinas identificadas esta envolvido com a geragao de
energia, com 35 spots relacionados a fotossintese, metabolismo da glicose e
transporte de elétrons. Fazem parte desta categoria as duas proteinas mais
abundantes encontradas nas folhas de cana-de-agucar a Ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase e a ATP synthase.

A categoria metabolismo (29 spots) esta representada pelo segundo maior
numero de proteinas identificadas nas folhas de cana-de-agucar. Dentre elas, estdo
proteinas relacionadas ao metabolismo de carboidratos, sintese de energia,
metabolismo de aminoacidos e metabolismo de nucleotideos. Na categoria das
proteinas relacionadas a processos celulares (12 spots) ocorreu a predominancia de
proteinas envolvidas em mecanismos ligados ao estresse entre elas a proteina Heat
shock protein (HSP), Dismutase peroxidase, Chaperonas. Foram também
identificados 3 spots relacionados com homeostase, 1 spot relacionado com
estrutura e 1 spot relacionado com estrutura do citoesqueleto. A metodologia
adotada na extracdo e separacao das proteinas da folha possibilitou identificar
proteinas citoplasmaticas (Triosephosphate isomerase) e de diferentes organelas
como o cloroplasto (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) e mitocdndria

(ATP synthase, malate dehydrogenase).

5.5.1. Energia

5.5.1.1. Fotossintese

Neste grupo foram identificados 19 spots correspondendo as proteinas
relacionadas a fotossintese e dentre esses spots, 10 spots foram identificados como
Ribulose bisphosphate carboxylase oxygenase (Rubisco), Oxygen evolving complex
protein 1, NADH dehydrogenase, Lipocalin, Chloroplast a-b e Pyruvate
orthophosphate dikinase.

O estresse hidrico pode levar a uma diminuicdo da taxa de fotossintese,
embora os niveis de tolerancia em plantas possam variar em diferentes espécies.
Entre os fatores que contribuem para esta reducao da fotossintese levam a planta a
desencadear resposta direta ao potencial hidrico induzida pela seca (TIMPERIO,
2008).
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Foram identificados 10 spots (05, 10, 28, 29, 34, 214, 223, 237, 264 e 265)
correspondentes as subunidades grandes e pequenas da Rubisco. Esta proteina
desempenha papel funcional importante em folhas como uma carboxylase para
mediar a assimilagao fotossintética de CO,, e como oxygenase para catalisar a
primeira etapa da via fotorrespiratoria nas plantas.

Dos spots identificados 80% (05, 10, 28, 29, 34, 214, 223, 264) foram
encontrados nos dois genétipos sob plena irrigagao (controle) e 20% dos spots (spot
237 e 265) foram encontrados nas plantas submetidas ao estresse. Resultados
semelhantes foram obtidos por Nakato et al. (2006), que nao observaram
superexpressdo da enzima, sugerindo que a inibicdo ou degradacdo da Rubisco
pode ser uma das principais razdes para diminuir a taxa da quantidade de clorofila e
fotossintese liquida quando a planta é submetida a estresses ambientais. Nas
plantas, o estresse hidrico pode causar a diminuicdo da sintese de rubisco (VU et
al., 1999), a uma perda da atividade (PARRY et al., 2002), ao declinio na atividade
da rubisco principalmente devido a protedlise da subunidade grande (HAJHEIDARI
et al., 2005; JORGE et al., 2006). No entanto, segundo Xu (2009) relatou que em
periodos de estresse hidrico o numero de transcritos codificando as grandes
subunidades da rubisco aumenta em tabaco e sugeriu que, como a rubisco é uma
proteina que participa do caminho ciclico de elétrons, a energia produzida no centro
de reagdes da PSI pode ser dissipada durante o estresse. O papel que a grande
subunidade da rubisco exerce em relacdo a tolerdncia a seca exige uma
investigacao mais aprofundada (XU, 2009).

Castro e colaboradores (2005) observaram em andlises protebmicas, o
aumento da expressdo desta enzima e de outras proteinas relacionadas a
fotossintese, quando submeteram V. vinifera a estresse causado por um herbicida,
sugerindo uma alteracdo nos efeitos normais da sintese de energia pela planta. Em
condicbes normais, seriam encontrados fragmentos menores desta enzima em géis
bidimensionais (CASTRO et al., 2005).

A rubisco € uma enzima responsavel pela fixacdo do carbono durante a
fotossintese. A proteina catalisa duas reacdes: a carboxilagcdo da D-ribulose 1,5-
bisphosphate, o primeiro evento da fixagcdo do carbono, bem como a fragmentacéao
oxidativa do substrato pentose. Ambas as reacdes ocorrem simultaneamente

competindo com o mesmo sitio ativo. A proteina representa mais de 50% das
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proteinas do cloroplasto e acredita-se que seja a proteina mais abundante do
planeta (SPREITZER e SALVUCCI, 2002).

Os spots 01 e 103 foram identificados como sendo a proteina Oxygen-
evolving complex protein 1. O spot 01 foi encontrado no gendtipo sensivel e essa
proteina nao teve sua expressao alterada devido ao estresse submetido. O spot 103
encontrado no gendtipo tolerante teve sua expressdo aumentada quando esse foi
submetido ao estresse. A proteina esta localizada no lumen do tilacéide, esta
envolvida na liberagdo de oxigénio e atua na protegao de estruturas do fotossistema
Il relacionados a fotossintese (BRICKER e FRANKEL, 1998). A fotossintese
geralmente é afetada pelo estresse hidrico causando fotooxidagao (JIANG et al.,
2007).

Um trabalho realizado por Agrawal et al. (2002) encontraram a Oxygen-
evolving complex protein com superexpressao quando a planta foi submetida a um
estresse severo com o0zbnio. Estes resultados sugerem que as proteinas
relacionadas com a evolugédo de oxigénio sdo também diferencialmente reguladas
por fatores ambientais.

Também foram identificadas as proteinas NADH dehydrogenase (spots 11 e
13) encontrados nos gendtipos com plena irrigagdo, Chloroplast a-b (spots 230 e
278). O spot 230 foi identificado no gendtipo tolerante submetido ao estresse, ja o
spot 278 foi identificado no gendtipo sensivel com a expressdo diminuida na planta
quando a mesma foi submetida ao estresse hidrico. Pyruvate orthophosphate
dikinase (spots 03 e 152) foram encontrados no gendtipo tolerante. O spot 03 foi
identificado na planta com irrigagdo controlada (controle), o mesmo né&o foi
encontrado quando a planta foi submetida ao estresse hidrico, mas voltando a se
expressar (spot 152) na recuperagao do estresse hidrico.

O spot 271 foi identificado como a proteina Lipocalin encontrada no gendétipo
sensivel com expressao aumentada na planta submetida ao estresse. Esta familia
de proteinas desempenha varias fungbes em uma célula, tais como modulagdo do
crescimento celular, ligacdo de receptores celulares e como também tem resposta
ao estresse ambiental (FRENETT CHARRON et al., 2002). Ela foi identificada em
plantas monocotiledéneas, tais como Saccharum officinarum, Oryza sativa, Sorghum
bicolor, Zea mays, dentre outras espécies. Em um trabalho realizado com trigo
avaliando niveis de expressao, essa familia estava presente com niveis de

expressao diferenciados, sendo relacionado com baixas temperaturas em plantas
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resistentes a esse fator, porém nao se observou mudancas de expressdo nas
respostas ao estresse hidrico e salino (FRENETTE CHARRON et al., 2005).

5.5.1.2. Transporte de elétrons

Para este grupo foram identificados 10 spots correspondendo as proteinas
ATP synthase subunidade beta e alfa, malate dehydrogenase, Plastocyanin e NADH
dependent malic.

Trés spots (245, 248, 256) foram identificados como a proteina ATP synthase
(alpha, beta e delta, respectivamente). A expressao da proteina identificada nos
spots 245 e 248 nao foram alteradas pelo estresse hidrico no gendtipo sensivel. Ja o
spot 256 teve sua expressao diminuida quando a planta foi submetida ao estresse
hidrico no gendtipo sensivel. Em analises protedmicas de arroz (YAN et al., 2006) e
milho (CHANG et al., 2000) a enzima foi identificada com alteragdo de expressao na
planta quando essa foi submetida a estresse por frio. Sairam et al. (2004) ja
observaram o aumento da expressao da ATP synthase sob estresse salino.

A ATP sintase € um complexo enzimatico formado por cinco subunidades, e
encontrado na membrana interna da mitocéndria e no cloroplasto ha membrana do
tilacoide. O complexo é responsavel por catalisar a formacdo de ATP a partir de
ADP e fosfato inorganico durante a fosforilagao oxidativa e a fotossintese (ZHANG et
al., 2006). Essa enzima é codificada por uma familia com cerca de dez genes e esta
enzima tem um papel importante nas fun¢des fisiolégicas e ambientais nas células
vegetais (ZHANG et al., 2006).

Os spots 206, 238 foram identificados como a proteina Malate dehydrogenase
(MDH). Essa enzima foi encontrada no gendtipo tolerante. O spot 206 foi encontrado
no controle e o spot 238 com expressao aumentada em 2,5 vezes a mais do que no
gendétipo controle quando o mesmo foi submetido ao estresse hidrico. MDH é uma
proteina encontrada nas mitocéndrias, com diferentes isoformas, sendo uma enzima
chave no ciclo do acido citrico, promovendo a conversdao de malato para
oxaloacetato. O ciclo do acido citrico responde por cerca de dois tercos da oxidagao
total dos compostos de carbono da maioria das células e os seus produtos finais séo
CO; e elétrons de alta energia, os quais passam, via NADH e FADH, para a cadeia
respiratoria (GIETL, 1992).
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Os spots 70, 66 e 98 foram identificados no grupo funcional que corresponde
a proteina NADP dependent malic enzyme (NADP-ME). Essa enzima foi
caracterizada por apresentar uma expressdo aumentada nos dois genoétipos
contrastantes quando os mesmos foram submetidos ao estresse hidrico. Esta
enzima esta geralmente associada a fixagdo do carbono. A determinagdo da
atividade da enzima NADP dependent malic enzyme, através da avaliacdo do estado
redox de um sistema celular, tem sido utilizada como metodologia na avaliacdo de
diferentes tipos de estresse em plantas (BERIAULT et al., 2005).

A NADP-ME participa em diferentes vias metabdlicas e fornece o piruvato
para a mitocondria no processo de respiragdo e producdo de ATP. No entanto, a
NADP-ME foi encontrada envolvida nas reagées de defesa da planta em respostas a
estresse ambiental (ASHAN et al., 2010). Recentemente essa enzima foi encontrada
com sua expressao aumentada sob condi¢des de estresse salino, osmaético e hidrico
e que sua super expressao de NADP-ME confere tolerancia ao estresse osmatico
em Arabidopsis (ASHAN et al., 2010). Além disso, desta enzima também foi
observado em plantas estressadas por boro (PATTERSON et al., 2007).

A proteina Plastocianina (spot 259) foi identificada com expressao aumentada
quando a planta sensivel foi submetida ao estresse hidrico. A plastocianina é uma
proteina encontrada em plantas superiores, algas e em algumas cianobactérias,
localizada no lumen do tilacdide e ela € uma mediadora da atividade fotossintética
no transporte de elétrons entre as membranas do complexo do citocromo e do
complexo do fotossistema PSI (KIRCHHOFF et al., 2004).

5.5.1.3. Metabolismo da glicose

Foram identificados 4 spots para este grupo funcional correspondendo as
proteinas Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase e Fructokinase.

Os spots 267, 79 e 91 foram identificados como a proteina Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase. Essa proteina teve sua expressdo aumentada quando as
plantas foram submetidas ao estresse hidrico nos dois gendtipos contrastantes. A
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase se constitui em uma proteina do
metabolismo energético envolvida na glicolise, processo de quebra da glicose

relacionado ao metabolismo de carboidratos. Durante esse processo, gliceraldeido-
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3-fosfato é convertido em piruvato culminando na formagéo de acetil-CoA, molécula
central no metabolismo geral (ARIAS e MARTINEZ-DE-DRETS, 1976).

As angiospermas e algas possuem duas distintas enzimas (GAPDH), uma
encontrada no citosol envolvida na glicélise e outra localizada no cloroplasto a qual
participa do ciclo de Calvin (MEYER et al., 1994). A translocagcdo e acumulo da
enzima no nucleo da célula atuam como mecanismo de sinalizagao para o apoptose
ou morte celular programada, através da ativacdo de fatores de transcricao
envolvidos no processo (BERRY e BOULTON, 2000). Essa proteina ja foi
identificada em estudos protedbmicos em maca, morango (ZHENG et al., 2007) e
tomate (FAUROBERT et al., 2007).

Giege et al. (2003) investigou o envolvimento desta enzima em varios
processos celulares, como na morte programada de células, reparo e replicacdo do
DNA. Além disso, a expressao diferencial de GAPDH também tem sido observada
em diversos estudos de protebmica em resposta ao estresse abiotico (ASHAN et al.,
2010).

O spot 159 foi identificado como Fructokinase em plantas recuperadas do
gendtipo sensivel, a proteina é encontrada em plantas e bactérias. A enzima esta
envolvida no metabolismo do amido e da glicdlise, responsavel por catalisar a

fosforilagao da fructose formando a fructose-6-phosphate (PLOMION et al., 2000).

5.5.2. Metabolismo

5.5.2.1. Metabolismo dos carboidratos

Apos a fotossintese, as proteinas relacionadas ao metabolismo de
carboidratos sdo as mais abundantes em tecidos vegetais. Essas proteinas sao
provavelmente as mais afetadas quando a planta é submetida ao estresse hidrico,
no entanto, essa mudanga nem sempre é uniforme (PLOMION et al., 2006). Isso
pode ser visto como uma estratégia da planta para fornecer energia necessaria na
ativacao de resposta a defesa contra estresse, especialmente se a fotossintese é
inibida. Estes fatores aparentemente podem estar relacionados com os diferentes
graus e duragao da falta de agua, bem como o nivel de tolerancia das espécies
vegetais (SCREVARRIA- ZOMENO et al., 2008).
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Foram identificados 13 spots para esse grupo funcional, correspondendo as
proteinas: Triosephosphate isomerase, phosphoglycerate kinase, Ribulose 5-
phosphate 3-epimerase, Fructose bisphosphate aldolase, Ubiquitin-conjugating,
Phosphoenolpyruvate carboxylase e 6-phosphogluconolactonase.

A Triose fosfato isomerase € uma enzima envolvida na via glicolitica,
responsavel por catalisar reversivel do gliceraldeido-3-fosfato em diidroacetona
fosfato através de duas transferéncias protdnicas envolvendo acidos carbdnicos e
transferéncia adicional de prétons em atomos de oxigénio (ROZOVSKY e
McDERMOTT, 2007).

A proteina Triose fosfato isomerase foi identificada no gendtipo sensivel
(spots 22 e 92). O spot (22) foi identificado nas plantas controle e o spot (92) teve
sua expressdo aumentada nas plantas submetidas ao estresse hidrico. Em estudos
realizados com plantas submetidas ao estresse hidrico também foi observado o
aumento da expressao desta proteina. Uma explicagao pode resultar da hipétese de
que enzimas relacionadas ao metabolismo de carboidratos podem acumular-se no
inicio do estresse, especialmente em espécies tolerantes, a sua expressao podera
diminuir quando a submissao ao estresse for aplicada por mais tempo ou a espécie
for menos tolerante a falta de agua (SALEKDEH et al., 2002; JORGE et al., 2006;
PLOMION et al., 2006; INGLE et al., 2007; BOGEAT-TRIBOULOQOT et al., 2007). Mas
esta hipétese é dificil de avaliar, pois varios fatores poderao estar associados aos
ensaios de estresse hidrico, tais como diferentes substratos, grau de severidade do
estresse, a idade e espécie da planta e as condicdes ambientais (SCREVARRIA-
ZOMENO et al., 2008).

O spot 142 foi identificado como sendo a proteina Phosphoglycerate kinase,
encontrada no gendtipo tolerante apds a recuperacdo. Essa enzima catalisa a
formacao de ATP para ADP em ambas as direcoes. Ela é encontrada em todos os
organismos atuando na segunda fase da glicdlise e na fixacdo de CO, durante a
fotossintese (KUMAR et al., 1999). A Phosphoglycerate kinase (PGK) é uma enzima
essencial a maioria das células vivas, para a geragdo de ATP através da rota
glicolitica em organismos aerobios e para a fermentagdo em anaerobios (PARSONS
et al.,, 2001). A PGK ja foi isolada de uma grande variedade de espécies e sao
caracterizadas por serem monoméricas, com massas moleculares em torno de 45
kDa, mostrando alto grau de conservagao estrutural e sequencial (AUERBACH et
al., 1997)
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Os spots 247 e 277 estao relacionados com as proteinas encontradas no
gendtipo sensivel (controle e estressado, respectivamente) e os spots 71 e 141 nas
plantas tolerantes (estressada e recuperada, respectivamente). Foram identificadas
como sendo a enzima Frutose bifosfato aldolase. Essa enzima esta envolvida no
metabolismo de carboidratos. Como se sabe, a glicose é o principal combustivel da
maioria dos organismos e ocupa uma posigao central no metabolismo. Quando as
demandas energéticas aumentam subitamente, a glicose € empregada para produzir
energia na forma de ATP. Uma das principais vias de utilizacdo da glicose nas
células vegetais superiores € a oxidacdo da glicose num processo chamado
glicolise. Na glicélise uma molécula de glicose é degradada em uma série de 10
reacdes catalisadas por enzimas para liberar duas moléculas do composto piruvato,
contendo cada uma delas trés atomos de carbono. Durante as reag¢des da glicdlise,
parte da energia liberada é conservada na forma de ATP e NADH (LEHINGER et al.,
2002). A enzima frutose bifosfato aldolase participa ainda da via das pentoses
fosfato, uma via alternativa de oxidagéo de glicose que leva a produgao de ribose 5-
fosfato, a pentose constituinte dos nucleotideos que compdem os acidos nucléicos
(MARZZOCO e TORRES, 2007).

A proteina Ubiquitina-conjugada (spot 32) foi encontrada no gendtipo sensivel
(controle). Esta € uma enzima que possui muitas subunidades do proteossomo que
sdo proteinas responsaveis pela sinalizacdo e degradagdo de cadeias
polipeptidicas. As vias de protedlise dependentes de ubiquitinizacdo exercem papel
crucial durante o desenvolvimento dos organismos. Especialmente em plantas, ja foi
demonstrado que a agao de fitoreguladores € dependente dessas vias de protedlise
(HELLMANN e ESTELLE, 2002).

A Ubiquitina € um polipeptidio com 76 aminoacidos e tem sido encontrado em
todos os eucariotos. Sua sequéncia de aminoacidos € uma das mais bem
conservadas na natureza. O seu papel € o de "etiquetar" proteinas que estao
destinadas a ser rapidamente proteolizadas no citosol (LAM, 1997). Assim, sua
expressao € usualmente presente nas plantas submetidas ao estresse hidrico
(BRAY, 1993; ZHU et al., 1997).
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5.5.2.2. Biossintese de aminoacidos

O spot 37 foi identificado no gendtipo sensivel (controle) como a proteina
Elongation factor 2, um fator de elongacéao cuja atividade & potencialmente regulada
por fosforilacdo. Diversas isoformas de EF-2 ja foram identificadas em plantas e
animais (CELIS et al., 1990; SMAILOV et al., 1993), possivelmente devido a

ocorréncia da modificacao pés-traducional.

5.5.2.3. Biossintese de nucleotideos

Os spots 246 e 273 encontrados no gendtipo sensivel. O spot 246 foi
encontrado no controle e o spot 273 com aumento de expressao na planta quando
submetida ao estresse hidrico. Essa proteina foi identificada como a proteina
Peptidylprolyl cis-trans isomerase. Esta proteina €& encontrada em diferentes
compartimentos celulares envolvidas no enovelamento de proteinas (LEVERSON e
NESS, 1998). Além disso, ela pode se ligar e doar elétrons a outras proteinas
peroxirredoxinas (Prx) (LEE et al., 2001).

5.5.3. Processos celulares

Foram identificados 12 spots relacionados a processos celulares. Entre as
proteinas foram encontradas Chaperona, Heat shock, Ascorbato peroxidase,
Superoxide dismutase, 14,3-3-like e Isoflavone reductase. Este grupo funcional
reune as proteinas relacionadas a divisdo e regulacao celular e aos mecanismos de
defesa contra estresses e ja foram identificadas em plantas quando foram
submetidas ao estresse hidrico (XIAO et al., 2009). Entre os spots identificados
(24%) das proteinas relacionadas com processos celulares estavam presentes no
gendtipo tolerante, enquanto no gendtipo sensivel foi observado apenas 3% das
proteinas identificadas. Estas proteinas identificadas por espectrometria de massas
classificadas neste grupo funcional foram significativamente mais expressas quando

a plantas do genétipo tolerante foram submetidas ao estresse hidrico e apenas um
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spot (260) identificado no gendtipo sensivel teve sua expressao reprimida quando a
planta foi submetida ao estresse.

As limitagcbes que o estresse hidrico pode causar na produtividade em plantas
sejam sempre objeto de varios estudos. E bem sabido que modificacdes
morfoldgicas e fisioldégicas sao as primeiras respostas que as plantas usam para se
protegerem contra a dessecagao. Sob condigdes de estresse hidrico, a sintese de
proteinas de choque térmico (HSP), peroxidases, e as proteinas envolvidas no
transporte de agua e o processo de protedlise ja foram observadas em plantas
submetidas a estresses ambientais. As alteragdes bioquimicas resultantes de déficit
hidrico envolvem uma complexa rede de sinalizacao celular que requerem fatores de
transcricdo, proteinas quinases e fosfatases, que desencadeiam a expressédo ou
regulacao dos genes-alvo (RODRIGUES et al., 2009).

Neste grupo funcional foram identificados 4 spots (72, 76, 83 e 154) como
pertencentes a classe das chaperonas encontradas nos dois genotipos submetidos
ao estresse hidrico e dois spots 105 e 145 foram identificados como a proteina Heat
shock, encontradas no gendtipo tolerante. Estas proteinas tiveram sua expressao
aumentada nos dois gendtipos quando os mesmos foram submetidos ao estresse
hidrico. Os spots 154 €145 foram reprimidos nas plantas estressadas e voltaram a
ter seu volume proteico maior no momento em que essas plantas voltaram a
recuperacao hidrica.

Proteinas de choque térmico (HSP) € um grupo de proteinas normalmente
encontrado em plantas submetidas a déficit hidrico e como o préprio nome sugere,
HSP foram primeiramente identificadas como respostas ao estresse ao calor. A
capacidade de resposta ao choque térmico amenizada pela sintese de HSP dentro
de poucas horas do inicio do choque é uma resposta geral do organismo e tem sido
observada em micrébios e animais, bem como em plantas (WANG, 2003).

Essas respostas multiplas envolvem uma serie de alteragdes fisioldgicas,
bioquimicas e moleculares. A alteracdo de tolerancia ao estresse adquirida na planta
€ muitas vezes resultado de varios mecanismos de resposta ao estresse, que agem
coordenadamente ou em sinergia para prevenir o dano celular e restabelecer a
homeostase celular (WANG, 2003). As HSPs pertencem a varias familias
classificadas de acordo com seu peso molecular mensurado em kilodalton (kDa).
Essas familias sdo: pequenas Hsp’s de 27 kDa, Hsp60 kDa, Hsp70 kDa, Hsp90 kDa

entre outras (NEUER et al., 2000). Devido a alta homologia entre as sequéncias das
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Hsp’s de varios grupos de organismos, as mesmas sdo consideradas proteinas
altamente conservadas filogeneticamente (POCKLEY et al., 1999).

Elas recebem esse nome, pois sdo proteinas cuja expressao € induzida por
altas temperaturas, ou seja, sob estresse térmico. Porém, umas variedades de
estimulos estressantes elevam a producao das Hsp’s como, por exemplo, estimulos
do meio ambiente (variagdo brusca de temperatura, radiagdo ultravioleta, metais
pesados), patologicos (virus, bactérias, infecgcdes parasitarias, febre, inflamagao,
auto-imunidade) ou estimulos fisiologicos (fatores de crescimento, diferenciagcao
celular, estimulo hormonal ou desenvolvimento tecidual) (ASEA et al., 2000).

As HPS apresentaram massa molecular aproximada de 70 kDa. Estas
proteinas funcionam como chaperonas moleculares, ligando-se a sitios de
reconhecimento de proteinas parcialmente dobradas ou desnaturadas, a fim de
prevenir a agregacgao irreversivel e o dobramento incorreto da proteina (LANDRY e
GIERASCH, 1994). Também podem manter a proteina em uma conformag¢ao nao-
dobrada, para facilitar a translocacao da molécula por membranas e protecéo contra
desnaturagao.

As Hsp’s possuem varias funcdes: fazem o transporte de peptideos, previnem
a agregacao protéica, auxiliam na preservacdo da estrutura/funcédo de proteinas
celulares em condicdes de estresse e, como chaperonas moleculares, auxiliam no
enovelamento de outras proteinas sem alterar sua funcéo final (VAN EDEN, 2000;
NEUER et al.,, 1998). Atuam também na sintese protéica e no transporte entre
compartimentos intracelulares (VAN EDEN et al., 1998). O termo “chaperona
molecular” foi primeiramente descrito devido a funcio especializada de uma proteina
nuclear denominada nucleoplasmina, que promove a unidao da cromatina (HARTL,
1996).

As HSPs foram descoberta nos anos 70 em glandulas salivares de
Drosophilla melanogaster submetidas a um estresse por alta temperatura. Hoje,
sabe-se que estas proteinas sdo ativadas em diversos tipos de estresse, e
compartilham a resposta ao estresse celular (CSR) com muitas outras proteinas,
formando assim, um conjunto basico de proteinas de estresse altamente conservado
e presente em todos os organismos (KULTZ, 2005). A CRS é uma reacéo de defesa
caracteristica de todas as células procaridticas e eucaridticas e o seu proteoma

minimo inclui proteinas envolvidas no controle do ciclo celular, reparo e protecao de
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proteinas, estabilizacdo e reparo do DNA e cromatina, remog¢ao de proteinas
danificadas e em alguns aspectos do metabolismo de energia (KULTZ, 2003)

Apds o estresse térmico, tanto as células procariotas como os eucariotas
produzem um grupo de proteinas com uma massa molecular de 15 a 42 kDa,
denominada proteinas pequenas de choque térmico (sHPSs) que em plantas sao
caracterizadas por se apresentar em abundancia e se adaptarem rapidamente as
mudancas nas condi¢gdes ambientais (como temperatura, umidade e luz) (SUN et al.,
2002). Sob condigbes normais de crescimento, a maioria sHsps néo pode ser
detectadas nos tecidos vegetativos, mas sao rapidamente produzidos em resposta
ao calor. Varios genes de sHPS sao induzidos pelo estresse causado pelo frio, por
metal, oz6nio e radiagdo UV, estas observagdes sugerem que as HPSs estédo
associadas diretamente a estresses abioticos (SUN et al., 2002).

Sato e Yokoya (2008) mostraram que a superexpressdo de uma HSP
aumenta a tolerancia ao deficit hidrico em folhas de Oryza sativa submetida a
estresse osmotico por polietileno glicol. Sung et al. (2001) observaram que a
superexpressdo de uma HSP70 citossdlica em folhas resultou no aumento de
tolerancia a estresse abidtico. A maioria dos trabalhos apresenta HSPs como um
grupo de proteinas que sao induzidas em condi¢cdes de estresse e com fungao de
protecdo e reparo de danos causados por diversos tipos de estresse (LIU et al.,
2007; SU e LI, 2008).

As HPSs sdo também denominadas de chaperonas e exercem papel
fundamental na conformacao tridimensional de proteinas e consequentemente na
variedade de atividades e especificidade. Estas proteinas estdao também envolvidas
em mecanismos ligados ao estresse. As chaperonas sdo proteinas que
desempenham papel fundamental no processamento protéico. Atualmente, elas sao
divididas em duas classes de acordo com sua localizagdo celular: a) as
chaperoninas do tipo | que estdo presentes no estroma do cloroplasto, matriz das
mitocdndrias e em eubactérias; e b) as chaperoninas do tipo Il que estdo no citossol
de eucariotos e em arqueobactérias (KOUMOTO et al., 2001). Uma das principais
diferengas entre as duas classes é que as chaperoninas do grupo | tém sua
atividade dependente de co-chaperoninas (KOUMOTO et al., 2001).

As chaperonas moleculares sao componentes fundamentais que contribuem
para a homeostase celular nas células em condi¢des adversas de crescimento. Elas

sao responsaveis por uma ampla variedade de processos normais como dobradura,
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montagem, translocag¢ao e degradagao das proteinas, como também tém a fungéo
de estabilizar proteinas e ajudando na renaturagdo de proteinas sob condi¢gbes de
estresse (WANG, 2004).

As chaperonas encontram-se localizadas em diversos compartimentos
subcelulares com citossol, reticulo endoplasmatico, plastideos e mitocdndrias
(SUNG e GUY, 2003). As chaperonas HSP 70 desempenham diversas func¢des
celulares, tais como estabilizacdo das cadeias de proteinas nascentes, manutencao
de translocacdo e conformacdo protéica para importacdo de proteinas em
compartimentos subcelulares, envolvida em etapas de processamento protéico,
transporte através da membrana, modulacdo da atividade de algumas proteinas,
montagem e desmontagem de complexos protéicos e ainda prevencdo de
agregacao irreversivel de algumas proteinas (SU e LI, 2008).

As chaperonas sao expressas em resposta a ativacdo da via de sinalizacao
Unfolded Protein Response (UPR) ativada pela acumulagdo de proteinas mal-
dobradas no reticulo endoplasmatico (HORVATH et al., 2008). Esta via ativa a
transcricdo coordenada de um conjunto de genes envolvidos no restabelecimento da
homeostase no reticulo endoplasmatico. Liu et al. (2002) e Costa (2007) mostraram
que alguns fatores transcricionais ativados pela via UPR regulam a transcri¢do e
atividade de inumeras chaperonas moleculares, genes relacionados ao
endoplasmatic reticulum associated degradation (ERAD), e de proteinas secretdrias.
Lin et al. (2007) mostraram que em mamiferos a expressao de fatores transcricionais
ativados pela UPR é alta em estagios iniciais de doengas com funcédo de protecao
celular, mas que em fases ainda mais tardias a expressao de fatores transcricionais
ativados pela UPR é drasticamente reduzida e a célula comega a exibir mecanismos
relacionados com a expressdo de proteinas relacionadas a morte celular
programada.

Sabe-se que a morte celular programada € um processo celular que esta
envolvido na defesa e é seguido de uma diminuicao de proteinas relacionadas a
protecao celular e ainda o aumento de outras proteinas (REAPE e McGABE, 2008).
Trabalhos realizados com Coffea canephora demonstraram uma reducao
significativa na abundancia relativa destas chaperonas em raizes quando
submetidas a condi¢des de estresse hidrico (SOARES, 2008).
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Estresses abibticos como a seca, salinidade, extremos de temperatura,
toxicidade quimica e estresse oxidativo sdo ameacgas graves para a agricultura e
como resultado a deterioragdo do meio ambiente. O estresse abidtico € a principal
causa mundial de perda de safra, reduzindo a rendimento médio para a maioria das
principais plantas cultivadas em mais de 50% (WANG, 2004).

O spot 221 foi identificado como a proteina 14,3-3-like. Essa proteina foi
encontrada nas plantas controle do gendtipo tolerante. A 74,3-3-like € uma proteina
citosdlica que desempenha mais de uma fungéo na célula, envolvidas no controle da
transcri¢cdo, regulacdo da sintese de ATP e tem grande importancia na transmissao
de sinais, atuando sobre proteinas ja fosforiladas e tém fungdo complementar, além
da modificacdo das proteinas alvo nas plantas (FERL, 2004). A familia das
proteinas 14-3-3 é encontrada em todos os eucariotos, é altamente conservada
entre as espécies ocorrendo em distintas isoformas (FERL, 1996). Em Arabidopsis
foram encontradas trinta diferentes isoformas das proteinas 14-3-3, com genes
distribuidos em cinco cromossomos (DELILLE et al, 2001). Algumas isoformas sao
induzidas por patégenos (BRANDT et al., 1992) ou baixas temperaturas (JARILLO et
al., 1994). Altas concentragbes de sais reduzem a expressdo dos genes
relacionados as proteinas 14-3-3 (CHEN et al., 1994). Resultados obtidos por
Lapointe (2002) sugerem o envolvimento da familia das proteinas 14-3-3 na
transducdo de sinais relacionados ao estresse, podendo interagir com enzimas
envolvidas em mecanismos relacionados a respostas de defesa, incluindo Ascorbate
peroxidase (ZHANG et al., 1997).

A proteina isoflavone reductase (IEF) (spots 38 e 151) estd envolvida em
respostas a estresse bidtico e abiotico (HIBI et al., 1994; BABIYCHUK et al., 1995;
PETRUCCO et al.,, 1996; LERS et al., 1998). Foram encontradas nas plantas
tolerantes submetidas ao estresse. A atividade das IFR em mecanismos de defesa
confere durabilidade, longevidade e resisténcia do albumo de plantas contra o
ataque microbiano e também previne o apodrecimento da madeira por fungos
(DIXON, 1999). Nos ultimos anos um grande numero de genes com significativa
homologia a isoflavone reductase foram encontrados (GANG et al.,, 1999) em
diferentes plantas lenhosas e nao lenhosas como Arabidopsis thaliana
(BABIYCHUCK et al., 1995), alamo (GANG et al., 1998), pereira (KATAYAMA et al.,
1993), tabaco (SHOJI et al., 2002) entre outras espécies.
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Foram identificados trés spots neste grupo funcional correspondendo a
proteina Superoxide dismutase. Os spots 95 e 239 foram identificados nas plantas
tolerantes submetidas ao estresse, ja o spot 260 foi identificado com expresséo
diminuida na plantas sensivel quando submetida ao estresse hidrico. O spot 211
encontrado nas plantas controle do gendtipo tolerante foi identificado como sendo a
Ascorbato peroxidase (APX). Estas proteinas s&o relacionadas com fungdo de
defesa contra estresses.

A Ascorbato peroxidase (APX) € a enzima mais importante do sistema
oxidativo, atuando no controle e modulacdo dos niveis intracelulares do perdxido de
hidrogénio (H»O;), desempenhando um papel fundamental na remogao de perdxido
de hidrogénio como doador de elétrons no citosol e cloroplastos de plantas
superiores (ISHIKAWA e SHIGEOKA, 2008). As peroxidases participam de varios
processos metabdlicos essenciais incluindo regulagdo do crescimento celular
(GOLDBERGET et al.,, 1985), lignificacdo, oxidagdo de fendis, protegcdo contra
estresses bidticos e abidticos, incluindo defesa contra ataques de patdégenos
(GRISEBACH, 1981).

A proteina Superoxide dismutase é considerada uma importante enzima no
sistema de defesa antioxidante e esta relacionada a processos como transporte de
ions inorganicos e protegado celular através da sua capacidade de catalisar a
conversao de O, para H,O,. A enzima é encontrada em todos 0s organismos que
consomem oxigénio, em plantas pode ser encontrada na mitocéndria, citosol e
cloroplasto (SCANDALIOS, 1997).

Espécies reativas de oxigénio (EROs) € muitas vezes a primeira resposta
detectavel ao estresse bidtico e ambiental em plantas, ROS tem o potencial de
causar serios danos bioldgicos, portanto, as células vegetais conseguem regular o
nivel de EROs por meio de mecanismos sofisticados utilizando proteinas de defesa
para minimizar os danos causados pelas ROS.

As EROs sao geradas exogenamente por agentes ambientais ou
endogenamente como uma consequéncia dos processos metabdlicos, incluindo a
respiracéo celular. A formacado de EROs por organismos aerdbicos € conduzida de
modo a obter concentragdes fisioldgicas dessas espécies, as quais sdo requeridas
para a fungéo celular normal, ou quantidades excessivas que levam ao aumento do
estresse oxidativo. O estresse oxidativo ocorre quando a produ¢cao de EROs excede

a capacidade antioxidante celular, causando danos em muitos constituintes
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celulares, como lipidios insaturados, proteinas e DNA. As EROs incluem um grande
numero de moléculas quimicamente reativas e derivadas do oxigénio, como por
exemplo o anion radical superéxido (0%), o peréxido de hidrogénio (H,0,) e o radical
hidroxil (OH) (ZHANG et al., 2009).

Trabalhos realizados com Nicotina demonstraram que o aumento ou
diminuicdo destas enzimas causam estresses e geram EROs podendo induzir uma
maior tolerancia a EROs ou morte celular (ZHANG et al., 2009).

5.5.4. Estrutura

O spot 100 foi identificado como uma proteina importante na organizagao do
citoesqueleto e relacionada ao metabolismo da parede celular, a Beta actin. O
citoesqueleto é formado por microtubulos e filamentos de actina, gerados a partir
das proteinas tubulinas e actinas, respectivamente (DROABAK et al., 2004). A beta
actin foi identificada nas folhas do genotipo sensivel quando esse foi submetido ao
estresse hidrico. A deposicao padronizada de microfibrilas de celulose na parede
celular secundaria € um dos principais eventos do desenvolvimento das células do
xilema, sendo preciso e dinamicamente regulado pelo citoesqueleto (ODA e
HASEZAWA, 2006). A actina é uma proteina envolvida com a formacdo dos
filamentos que compdem o citoesqueleto. Em plantas existem varias isoformas de
actina que estdo envolvidas em diferentes funcbées como o fluxo citoplasmatico,
divisao celular, determinacédo da forma celular, gravitropismo e deposicao de parede
celular (HERMAN, 1993). Wan et al., (2005) mostraram que existe uma inducdo da
expressao de actina depois de eventos de estresse abidtico como também em casos
de infecgao radicular, ocorrendo um rearranjo do citoesqueleto das células.

A proteina Actin esta envolvida na manutencdo da polaridade celular, por
meio do fornecimento de sinais para o movimento de organelas celulares agrupadas,
como também na resposta a estimulos ambientais (STRAIGER, 2000) e
gravitacionais (YAMANOTO e KISS, 2002), e na transducédo de estimulo fisicos,
como por exemplo, o toque e a exposi¢cdo a alta temperatura (STRAIGER, 2000;
SCHMELZER, 2002).
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5.5.5. Homeostase: Redox

Foram identificados trés spots relacionados com proteinas que fazem parte do
grupo funcional redox. A proteina Tioredoxina (spots 25 e 240) foi encontrada nas
plantas dos dois gendtipos submetidos ao estresse hidrico e o spot 228 encontrado
no genotipo tolerante sob condicbes de estresse hidrico foi identificado como a
proteina Ferrodoxina NADP redutase.

Estas proteinas sdo membros do sistema redox encontradas em diferentes
compartimentos celulares. A tioredoxina € uma pequena proteina com atividade de
reduzir dissulfeto, agem como substrato para as enzimas redutoras, tais como
enzimas peroxidases e ribonucleotide redutase, como um componente essencial na
estrutura do DNA polimerase, na prevengao da apoptose e na capacidade de agir
como um sensor redox envolvidos na sinalizagao celular (MONTRICHARD et al.,
2009).

O spot 228 também encontrado no gendtipo tolerante sob condicbes de
estresse hidrico foi identificado como a proteina Ferrodoxina NADP redutase. As
ferrodoxinas nas plantas atuam no armazenamento de ferro e sdo proteinas capazes
de acomodar 4.500 atomos de ferro em uma cavidade central (AROSIO e LEVI,
2002) e sao utilizadas para regular a concentragcéo de ferro nos cloroplastos, a fim
de evitar a toxicidade de ferro.

Estas proteinas fazem parte de um sistema reconhecido como os principais
reguladores do ambiente redox intracelular e atua na defesa antioxidante, bem como
no controle da regulagéo redox de diversos processos celulares e além de atuar na
prevencao, intervencado e reparo de danos as proteinas causados pelo estresse
oxidativo (MONTRICHARD et al., 2009).

5.6. Consideracgdes finais

O nivel de expressdao das proteinas identificadas neste trabalho pode
contribuir para o melhoramento vegetal, pois identifica pontos-chave de atuagao
dessas proteinas nos mecanismos de resposta de dois gendtipos contrastantes ao
estresse hidrico.

A espectrometria de massas, utilizada para o sequenciamento de peptideos

tripticos de proteinas previamente resolvidas por eletroforese bidimensional,
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constitui uma estratégia eficiente para reconhecer o conjunto de proteinas expressas
em um tecido, sob uma determinada condi¢cdo ou estadio de desenvolvimento. No
presente trabalho, muitas etapas envolvidas na execu¢do de ambas as técnicas
foram revistas a partir dos protocolos originais, ajustando a metodologia ao material
que se objetivou estudar e ao tipo de espectrdbmetro de massa disponivel para a
realizacdo das analises. Dessa maneira, o éxito foi alcancado na identificacdo
funcional de spots, sendo a maioria deles abundantemente expressos no tecido

analisado.
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v Entre os métodos de extracdo de proteinas dos tecidos de folhas de cana-de-
agucar, o método fendlico apresentou os melhores resultados resultando em um
maior numero de “spots” totais e especificos, maior reprodutibilidade e melhor
qualidade nos géis, removendo os componentes nao protéicos que interferem na
focalizagao.

v A combinagdo de 2D-PAGE e Espectrometria de massas (MALDI-TOF

MS/MS) possibilitaram uma precisa separacao e identificagcdo de 80 proteinas de

tecido de folhas de cana-de-acucar diferencialmente expressas durante o estresse

hidrico para os dois gendtipos estudados. Foram identificadas 14 novas proteinas

ainda nao descritas para cana-de-agucar, tais como: Oxygen evolving complex 1,

Triosephosphate isomerase, Ubiquitin — conjungating, Phosphoglycerate mutase,

Fructose bisphosphate aldolase cytoplasmic, 6-phosphogluconate dehydrogenase,

Heat shock, Frutokinase-1, Ascorbate peroxidase, 3-beta hydroxysteroid

dehydrogenase, Ferredoxin NADP reductase, Chlorophyl a-b, Nucleic acid binding

protein1, Auxin.

v Das proteinas identificadas que fazem parte de processos celulares

relacionados a estresses, 24% foram encontradas no gendétipo tolerante e apenas

3% encontrados no gendtipo sensivel ao estresse hidrico.
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