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RESUMO

SOARES, Carla Quinhones Godoy, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2013. Efeito do estresse hidrico na expressio de proteinas em duas variedades
de soja contrastantes para o conteudo de dleo e proteina. Orientador: Maurilio
Alves Moreira.

Elucidar os processos bioquimicos e fisioldgicos que ocorrem em resposta ao estresse
hidrico durante o periodo de desenvolvimento reprodutivo em plantas é importante
para prever os impactos das alteracdes climaticas sobre a qualidade das sementes.
Neste trabalho, as variedades de soja Suprema e UFVTN105AP, de sementes com alto
teor de 6leo e baixo teor de proteina, e baixo teor de 6leo e alto teor de proteina,
respectivamente, foram submetidas ao déficit hidrico no estadio R5. Neste ponto,
foram analisados parametros fisioldgicos, coletadas folhas e raizes para anadlise
protedmica, seguida de seqlienciamento em espectrometro de massa (MALDI-TOF-
TOF), e identificagdo pelo Mascot 4®. Foram realizadas analises de PCR quantitativo
em tempo real, sendo a quantificacao relativa da expressao génica feita pelo método 2-
Act utilizando o termociclador SDS ABI PRISM 7500. As plantas foram re-irrigadas,
apos este ponto, e foram coletadas sementes em R8 para analise do contetdo de 6leo e
proteina por espectrofotometria do infravermelho préximo (FT-NIR). Foi verificado,
em sementes de plantas submetidas ao déficit hidrico, uma redug¢ao no conteido de
6leo em ambas as variedades, e um aumento no contetido de proteina na variedade
Suprema. As duas variedades apresentaram uma reducdo na expressao de enzimas
envolvidas no metabolismo de carbono, como a fosfoglicerato cinase, gliceraldeido 3
fosfato desidrogenase, ferrodixina NADPH redutase, ATP sintase e quinona
oxidoredutase, que estdo relacionadas com a reducdo do contetido de 6leo nas
sementes. O aumento na expressdo de enzimas relacionadas com o metabolismo do
nitrogénio, como Glutamina sintetase, proteina 14-3-3, Vspf3, isoflavona redutase e
chalcona isomerase, foram observadas na variedade Suprema, tanto em folhas quanto
em raizes, e foram relacionadas com o aumento no contetido de proteina na semente.
A variedade Suprema, em condi¢cdes de estresse hidrico, mostrou uma elevada
expressao da enzima Glutamina sintetase em folhas, o que ndo foi observado na
UFVTN105AP. Este fato pode estar relacionado com o diferente comportamento das
duas variedades em relacdo ao acumulo de proteina na semente. Os resultados
mostram que alteracdes na composicio de o6leo e proteina da semente estdo
relacionadas com a intensidade e duracao do estresse hidrico, e ainda, dependentes da

variedade em estudo.
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ABSTRACT

SOARES, Carla Quinhones Godoy, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, November,
2013. Effect of hydric stress on protein expression in two contrasting soybean
varieties for oil and protein content. Adviser: Maurilio Alves Moreira.

Elucidate the biochemical and physiological processes that occur in response to water
stress during plant reproductive development is important for predicting climate
impacts on seed quality. In this study, Suprema and UFVTN105AP soybean varieties,
which seeds with high oil content and low in protein, and low oil content and high
protein content, respectively, were subjected to water deficit in the R5 stage. At this
point, physiological parameters were analyzed, leaves and root were collected for
two-dimensional gels associated to sequencing by mass spectrometry (MALDI-TOF-
TOF), and identification by Mascot ® 4. Real Time Quantitative PCR analyzes were
performed, and the relative quantification of gene expression made by 2 - Act method
using the ABI PRISM 7500 SDS thermocycler. Plants were re- watered after this point,
and R8 seeds were collected in order to analyze protein and oil content by Near
Infrared Spectroscopy (FT- NIR) . Plants subjected to drought have seeds with
reduction in oil content in both varieties , and an increase in protein content in the
Suprema. Both varieties showed a reduction in the expression of enzymes involved in
carbon metabolism , such as phosphoglycerate kinase , glyceraldehyde 3 phosphate
dehydrogenase, ferrodixin NADPH reductase, ATP synthase, and quinone
oxidoreductase , which are related with the reduction of oil content in seeds. The
increased expression of enzymes related to nitrogen metabolism, such as glutamine
synthetase, protein 14-3-3, Vsp, isoflavone reductase and chalcone isomerase, were
observed in the Supreme variety, both in leaves and in roots, and were related to
increase in the protein content of the seed. Suprema in water stress conditions,
showed a high expression of glutamine synthetase in leaves, which was not observed
in UFVTN105AP. This fact may be related to the different behavior of the two varieties
in relation to the accumulation of protein in the seed. The results show that changes in
the seed oil and protein content are related to intensity and duration of the drought

stress, and depends on the variety of study.



1. INTRODUCAO GERAL

A soja é a leguminosa de maior importancia econémica, com uma producao
mundial de cerca de 260 milhdes de toneladas anuais. Segundo a CONAB, a
produgdo brasileira na safra de 2013/2014 estimada é de 89.72 milhdes de
toneladas no pais (Acompanhamento Safra Brasileira de Graos, Levantamento
outubro, 2013). O “complexo soja” é uma das principais alavancas do agronegécio
brasileiro, e se destaca tanto pela sua expressiva participagdo na pauta de
exportacdes sob a forma de farelo, 6leo e graos, como também para o suprimento do
mercado interno de 6leos comestiveis e derivados protéicos. O interesse mundial
pelo cultivo desta leguminosa deve-se a excelente combinagdo apresentada em
termos de produtividade, baixo custo de producdo e altas porcentagens de 6leo e
proteina, em média, 20 e 40% do peso das sementes, respectivamente.

Sendo o material processado a partir da soja fonte de proteinas e lipidios,
sua inclusdo na alimentacdo humana do mundo ocidental tem se tornado cada vez
maior. A maioria dos produtos proteicos desengordurados de soja € utilizada na
alimentacao de aves, suinos, bovinos e outros animais domésticos, como
suplemento proteico (farelos). Os principais produtos proteicos de soja utilizados
na alimentacdo humana sdo as farinhas, com cerca de 50% de proteina;
concentrados proteicos, com cerca de 70%, e isolados proteicos de soja, com 90% a
97% de proteina. Farinhas (integral e desengordurada), concentrados e isolados
proteicos de soja podem ser processadas por varios métodos e utilizados em
inimeros produtos alimenticios. A proteina de soja também é utilizada na
elaboracdo de adesivos e plasticos (Kumar et al, 2002) Estudos, utilizando
diferentes métodos de melhoramento, tém sido realizados tentando reduzir a
correlacao negativa entre produtividade e teor de proteina a fim de desenvolver
cultivares de soja com altos teores de proteina e produtivas (Wehrmann et al,
1987). Portanto, existe uma demanda por pesquisas que visem aumentar o teor de
proteina da soja no intuito de suprir o mercado industrial e alimenticio.

A soja também tem sido vista como uma cultura atraente para a producao
de biodiesel (Pimentel; Patzek, 2008). O 6leo de soja é o lider mundial entre os 6leos

vegetais e é responsavel por 20 a 24% do total que sdao consumidos no mundo.



Desde a década de 1980, o Programa de Melhoramento da Qualidade e do Sabor da
Soja  do Instituto de  Biotecnologia  Aplicada a = Agropecuaria
(BIOAGRO)/Universidade Federal de Vigosa (UFV) vem trabalhando no
desenvolvimento de cultivares de soja mais adequadas para a agroindustria. No
entanto, com o crescente interesse no uso da soja como fonte de Oleo para a
produgdo de biodiesel, o referido programa tem também orientado seus esforcos
para a criacdo de cultivares de soja com elevado conteido de Oleo e com
composicdo modificada de acidos graxos. Nesta linha, foram produzidas diversas
linhagens com baixissimo teor de acido linolénico e com teor médio de acido
oleico. Estao sendo realizados cruzamentos para incorporar, em variedades
comerciais de soja, genes que determinam elevado contetido de 6leo no grao.

Entretanto, alguns estudos mostram que o contetudo total de dleo e proteina
podem ser alterados por fatores ambientais. O crescimento e desenvolvimento das
plantas podem ser afetados por uma série de estresses abiéticos e bidticos. Entre
as diferentes restricoes ambientais, a seca é o fator abidtico mais limitante na
produtividade das culturas. Grande parte das oscilagdes da producdo brasileira de
soja é atribuida a ocorréncia de secas prolongadas, sendo estimado em escala
mundial, uma média de reducdo do rendimento na produtividade das culturas em
mais de 50% (Bray et al., 2000; Wang et al., 2003).

O deficit hidrico que ocorre durante o estagio reprodutivo tem um impacto
muito maior na producdo da soja do que limitagdes hidricas que ocorrem durante
o0 estagio vegetativo (Doss et al., 1974; Ashley; Ethridge, 1978; Brown et al., 1985).
Déficits hidricos que acontecem durante o periodo de enchimento do grdao (R5-R7)
reduzem o tamanho da semente (Snyder et al., 1982; Andriani et al., 1991; DE
Souza et al., 1997; Brevedan; EGLI, 2003). Alguns autores mostraram que déficits
hidricos durante o enchimento do grao podem reduzir seu peso pela pequena
durac¢do do periodo de enchimento (Meckel et al.,, 1984; Westgate; Grant, 1989;
Desclaux; Roumet, 1996; Egli; Bruening, 2004). Sabe-se também que a redu¢do no
rendimento de graos induzida pela seca é variavel, devido as diferencas no tempo e
intensidade do estresse imposto e dos genétipos (Ramirez-Vallejo; Kelly, 1998).

Uma série de mecanismos tém sido propostos para explicar altera¢gdes na
composicdo das sementes. Maior capacidade de dreno de sacarose para os

embrides (Westgate; Grant, 1989), falta de ligacGes diretas entre tecidos



vasculares parentais e da semente em desenvolvimento (Westgate; Grant, 1989),
aumento da atividade de invertase acida pelo acido abscisico (Liu et al., 2005) e
alteracdes na relacao fonte-dreno (DE Souza et al,, 1997).

Recentemente, uma meta-analise realizada (Rotundo; Westgate, 2009)
mostrou que o déficit hidrico durante a fase de enchimento do grdao aumenta a
concentracdo de proteina e diminui a de o6leo. A diferenca na resposta de
conteudos dos componentes resulta no aumento da concentracao de proteinas nas
sementes de plantas que foram submetidas ao déficit hidrico (Rotundo; Westgate,
2009).

Em plantas, as condi¢cdes de déficit hidrico induzem respostas fisiologicas e
bioquimicas (Shinozaki; Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Estas respostas incluem o
fechamento estomatico, repressdo de crescimento celular, reducdo da taxa
fotossintética, aumento da taxa respiratdria, ajustamento osmético, diminuicao na
eficiéncia do uso de dgua, modulacdo da particdo de assimilados e defesas contra
danos oxidativos (Ludlow; Muchow, 1990). Na medida em que a agua torna-se
limitante por causa do fechamento estomatico, ocorre uma limitacdo de dioxido de
carbono disponivel para fixacao da fotossintese e como resultado um decréscimo
na eficiéncia quantica e um excesso de energia nos centros de rea¢do dos
fotossistemas, envolvendo a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(superoxido, Oz oxigénio singleto, *0; per6xido de hidrogénio, H202; radicais
hidroxil, OH-; entre outros) que causam peroxidacdo de lipideos, danos celulares,
inativacao de enzimas do ciclo de Calvin (Tambussi et al., 2000). Sob condi¢des de
déficit hidrico, os danos oxidativos sdo potencializados e a produc¢do de espécies
reativas de oxigénio resultam em danos fotoinibitérios e fotooxidativos (Smirnoff,
1995; Asada, 1999).

Com a queda da taxa fotossintética durante o periodo de déficit hidrico, a
quantidade de assimilados disponiveis para exportacdo para os 6rgaos drenos é
reduzida (Kim, 2000; Huber, 1984). Em adicdo, a taxa de exporta¢do de sacarose
da fonte (folhas) para orgaos dreno (frutos / sementes) dependente da taxa
fotossintética e da concentracdo de sacarose foliar (Fader; Koller, 1983; Huber et
al, 1984; Grodzinski et al., 1998; Komor, 2000). A reducdo na concentracao de
sacarose nas folhas é devido a um aumento da atividade da invertase acida

induzida pelo estresse hidrico (Pelleschi et al,, 1997; Kim et al, 2000). Sendo



assim, tanto uma baixa taxa de fotossintese como uma baixa concentracao de
sacarose nas folhas podem causar uma diminuicio da taxa de exportacdo de
sacarose para os orgaos dreno, e assim, afetar o desenvolvimento reprodutivo.

O déficit hidrico induz a expressdao de proteinas relaciondas com a
biossintese de osmolitos (Ishitani et al,, 1995), absorcao e compartimentac¢do de
fons (Lisse T, 1996), elimina¢do de radicais hidroxila (Ingram; Bartels, 1996),
protecdo da estrutura celular (Neslihan-Ozturk et al, 2002) e proteinas
relacionadas com a fotossintese (Neslihan-Ozturk et al., 2002). Portanto, as
condi¢cdes de déficit hidrico induzem alteracdes no padrdo de expressdo de
proteinas de folhas, raizes e sementes.

Ao longo dos anos, muitos genes que respondem aos estresses abiéticos, em
nivel transcricional, tém sido identificados em varias plantas, e muitos deles tém
um papel importante na tolerancia a seca (Shinozaki; Yamaguchi-Shinozaki, 2007).
As andlises do proteoma em condicdes de estresse permitem identificar proteinas
importantes relacionadas a esta resposta.

A protedmica tem possibilitado o estudo de processos bioldgicos dinamicos
com a analise sistematica do perfil protéico expresso sob determinada condi¢do
em um organismo, e ainda o mapeamento de vias metabdlicas e identificagcdo de
genes alvos que podem ser usados na manipulacdo genética (Pandey; Mann, 2000;

Patterson; Aebersold, 2003).



2.  OBJETIVOS

Identificar os mecanismos bioquimicos e fisiolégicos envolvidos na resposta
de plantas de soja ao estresse hidrico e seus efeitos sobre o conteido de 6leo e

proteina da semente.

2.1. Objetivo especificos

» Identificar proteinas e respectivas fun¢des, com expressao diferencial, em

folhas e raizes em soja submetidas ao déficit hidrico no estagio reprodutivo;

» (Correlacionar as fungdes destas proteinas, diferencialmente expressas em
condic¢des de estresse hidrico, com o acimulo de proteina e 6leo nas sementes

das variedades de soja.
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CAPITULO 1

DEFICIT HIDRICO ALTERA O EQUILIBRIO CARBONO-NITROGENIO
E A COMPOSICAO DAS SEMENTES

INTRODUCAO

Os efeitos das condigdes ambientais na cultura de soja tém sido
extensivamente reportados através da ocorréncia de mudangas morfolégicas no
estagio vegetativo, e a reducdo na qualidade e quantidade de sementes (Frederick
etal., 2001; Brevedan & Egli, 2003; Specht etal., 2001).

A seca, entre as diferentes restricbes ambientais, € uma dos fatores mais
limitantes para a produtividade das culturas, sendo estimado em escala mundial
uma média de reducao do rendimento na produtividade das culturas em mais de
50% (Wang, 2003). As condi¢des de déficit hidrico induzem respostas fisiologicas
e bioquimicas nas plantas desencadeando respostas em niveis celulares e
moleculares (Shinozaki et al., 2007). No entanto, pouco ainda se sabe a cerca de
como esses mecanismos podem induzir alteragdes na composi¢cdo de sementes sob
condi¢des ambientais desfavoraveis (Rotundo; Westgate, 2010).

O deficit hidrico que ocorre durante o estagio reprodutivo tem um impacto
muito maior na producdo de soja do que déficits hidricos que ocorrem durante o
estagio vegetativo (Doss, 1974; Ashley; Ethridge, 1978; Brown, 1985). Uma série
de mecanismos tém sido propostos para explicar alteragdes na composicao das
sementes: maior capacidade de dreno de sacarose para os embrides (Westgate;
Grant, 1989), a falta de ligacdes diretas entre tecidos vasculares parentais e da
semente em desenvolvimento(Westgate; Grant, 1989), aumento da atividade
invertase acida pelo acido abscisico (Liu, 2005), e, principalmente, alteracdes na
relacao fonte-dreno (De Souza, 1997).

Sao bastante ténues os conhecimentos sobre os processos fisiologicos
envolvidos na alteracdo dos teores de 6leo e proteina nas sementes de soja em
condig¢oes de estresse hidrico. Nesse sentido, o presente trabalho teve por objetivo
entender esses processos que sdo fundamentais nos trabalhos de melhoramento
genético, que visam o aumento dos teores de 6leo e ou de proteina; ou ainda a

elucidacdo dos mecanismos envolvidos nas respostas das plantas ao estresse



hidrico, crucial na previsdo dos impactos negativos das altera¢des climaticas sobre

a qualidade das sementes.
MATERIAL E METODOS

Material vegetal, condi¢des de cultivo e delineamento experimental

Foi utilizada a variedade de soja Suprema da espécie Glycine max obtida pela
empresa Nidera. Esta variedade possui teor de 6leo em torno de 23% e de proteina
em torno de 33% em suas sementes, tendo grupo de matura¢ao semi-tardio e
crescimento indeterminado. As plantas utilizadas nos experimentos de déficit
hidrico foram cultivadas em casa de vegetacdo do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIODAGRO), da Universidade Federal de Vicosa, contendo
sistema de monitoramento de temperatura. As sementes foram plantadas em vasos
de 5 litros preenchidos com 4,5 kg de solo, esterco e areia, na propor¢ao de 3:1:1
(v/v/v), adicionado a estes a mistura NPK 4:14:8, super simples, calcario e cloreto
de potassio. Ap6s 10 dias de germinagdo as plantulas foram irrigadas com solugdo de
inoculacdo 20 mL/L (v/v) com bactéria especifica para a soja, denominada
Bradyrizobium japonicum. As plantas receberam irrigacdao continua na capacidade de
campo até a aplicagdo do estresse hidrico. O estresse hidrico foi imposto no periodo
de desenvolvimento reprodutivo, na passagem do periodo R4 para o periodo R5. O
estagio R4 caracteriza-se pela frutificacdo plena, onde a maioria das vagens no tergo
superior da haste principal estda com comprimento de 2 a 4 cm. O estagio R5 se
caracteriza pelo inicio da formag¢do da semente ou inicio da granacao, ou seja, a partir
deste estagio torna-se perceptivel ao tato ou a visao o preenchimento das vagens
(enchimento dos graos) através do acimulo progressivo de matéria seca na forma de
grdos. A fase R5 esta subdividida em cinco etapas de acordo com classificacao da
empresa Stoller®.

As plantas foram avaliadas em condi¢cdes de plena irrigacdo (controle,
capacidade de campo maxima do solo) ou submetidas ao déficit hidrico, imposto
pela manutencdo de 40% de dgua disponivel no solo, sendo o potencial hidrico na
antemanhd (Wam) medido diariamente para acompanhar a situagdo de estresse
nestas plantas. Foram realizadas medi¢des do potencial hidrico (antemanha),
trocas gasosas (taxas fotossintética e da condutdncia estomatica) e parametros da

fluorescéncia em folhas no intervalo de trés dias. Amostras de folha e raiz foram
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coletadas ao final do periodo de estresse, e imediatamente armazenadas em
nitrogénio liquido a -80 °C para posteriores analises. Foram plantadas 20 plantas
sendo estas divididas em 10 plantas submetidas ao tratamento e 10 plantas
submetidas a situa¢do controle. Destas 10 plantas, 5 foram destinadas a coleta de
folha e raizes no final no estresse hidrico de -1,5 MPa. As outras 5 plantas, apds o
déficit hidrico de -1,5 MPa, foram re-irrigadas e acompanhadas até o final do
desenvolvimento reprodutivo (maturidade fisiolégica) para a coleta das sementes

maduras (R8).

Anadlises fisiologicas

O potencial hidrico foliar 1) foi determinado em folhas completamente
expandidas, por meio de uma bomba de pressao do tipo Scholander, na antemanha,
conforme descrito por DaMatta et al. (1997). A medida de condutancia estomatica
ao vapor de agua (gs) foi determinada em sistema aberto, sob luz saturante, por
volta das 08:00 h, com um analisador de gases a infravermelho portatil (LCA-4,
ADC, Hoddesdon, Reino Unido). A taxa de assimilacdo liquida de carbono (A4) foi
determinada em sistema aberto sob luz saturante por volta das 08:00 h com um
analisador de gases a infravermelho portatil (LCA-4, ADC, Hoddesdon, Reino
Unido).

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram medidos nas mesmas
folhas utilizadas para medicdes de trocas gasosas por meio de um fluorémetro com
amplitude de pulso modulado (PEA, Hansatech, Norfolk, Reino Unido), segundo
Schreiber et al. (1995). As medi¢des realizadas na antemanha determinaram a
fluorescéncia inicial (FO), fluorescéncia maxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv =
Fm - F0), e eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema II (FSII) (Fv/Fm),
parametros estes determinados em condi¢cdes de escuro. A 8:00 h foram
determinados as variaveis de fluorescéncia constante (Fs") e fluorescéncia maxima
(Fm"), parametros determinados em condi¢des luminosidade. Folhas adaptadas ao
escuro por 30 min foram iluminadas com pulsos de luz vermelha de baixa
intensidade e freqiiéncia para obtenc¢do da fluorescéncia inicial (F0O). Um pulso de
luz saturante de pulso de 6000 pmol.m-2.s-1 foi aplicado por um segundo para
medir a emissdao de fluorescéncia maxima (Fm). Com esses parametros foi

estimado o rendimento quantico efetivo através do FSIPFSOr = (Fm -
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Fs')/Fm’], conforme Genty et al., 1989. O coeficiente de extin¢ao fotoquimica (gp),
foi determinado segundo Schreiber et al. 1994. Foi estimada Fo adaptada a luz FO'=
FO/(Fv/Fm + FO/Fm’), de acordo com Oxboroug & Baker (1997). O coeficiente de
extincdo ndo-fotoquimico (NPQ) foi determinada pela equacdo onde
NPQ=(Fm/Fm’)-1, segundo Krause & Weiss (1991). A fracdo de irradiancia nao
utilizada na fase fotoquimica nem dissipada termicamente foi determinada como
PE = (Fv'/Fm’)*(1-qp), segundo Demming-Adams et al. (1996). A taxa de
transporte de elétrons foi calculada segundo a formula ETR&®FSII x 0,5 x FFF x
AL, onde AL é a absorbancia luminosa para Coffea sp. (Dias, 2006), e FFF é a
intensidade de fluxo fotonico 100mol de étons. m  -2. s-1, e 0,5 a fracdo de
energia distribuida para o PSII. Os resultados foram analisados utilizando-se o
programa SAS (“Statistical Analysis System”) versdo 8.0 pelo teste de Tukey
(p<0.05).

Extracao de proteinas de folhas e de raizes

A extracdo de proteinas de folhas e de raizes de soja foi feita em triplicata,
com base em protocolo proposto por Wang et al. 2003. Aproximadamente 2,5g de
amostra foi macerado em nitrogénio liquido, em almofariz e pistilo. Em seguida,
foram acrescentados 15 mL de uma solugio contendo PVPP 1%
(polyvinylpolypyrrolidone), beta-mercaptoetanol 2%, PMSF 1mM
(phenylmethylsulphonylfluoride) e acetona gelada. A mistura foi agitada e sonicada
a poténcia de 30% da poténcia maxima do aparelho UltraSonic Processor (Modelo
GE 50) (amplitude de 70 dB), centrifugada a 6000 g, a 42 C. Na sequéncia, o
precipitado (pellet) foi lavado sucessivamente em acetona, TCA 10% (acido
tricloroacético) em acetona, TCA 10% (acido tricloroacético) em agua, acetona
80% e etanol 80%. As lavagens foram seguidas por centrifugacdo a 6000 g, a 42 C.
Ao final do processo, o precipitado foi seco a temperatura ambiente e armazenado
a -802C. Em uma segunda etapa, 10 mL do tampao SDS (sulfato de dodecil sédio)
denso (sacarose 30%; SDS 2%; Tris-HCl 0,1M, pH 8,0; B-mercaptoetanol 2%; PMSF
1mM) foi acrescentado ao po6 obtido na etapa anterior e a mistura foi agitada. Em
seguida, foi acrescentado 5 mL de fenol tamponado pH 8,0 e, apds agitacdo a
mistura foi centrifugada a 6.000 g, a 4 °C. Foi descartado o sobrenadante, e o
precipitado ressuspenso pela adicdo de 20 mL de acetato de amonio 0,1 M em
metanol gelado e a mistura foi centrifugada a 6.000 g a 4 2C. Em seguida, o
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precipitado foi lavado na seguinte sequéncia: acetato de amonio 0,1 M em metanol,
acetona 80%, etanol 70%. Todas as lavagens foram seguidas de centrifugacado a
6.000 g, a 4 2C. Finalmente, o precipitado foi seco a temperatura ambiente,
solubilizado com tampao de amostra (Uréia 7M, Tiouréia 2M e CHAPS 4% (3-[(3-
Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate)), sonicado a 10% da
poténcia maxima do aparelho UltraSonic Processor (Modelo GE 50) (amplitude de

70 dB), e armazenado a -80 °C.

Quantificacao de proteinas e analise do perfil proteico

A concentracdo proteica nas amostras foi determinada pelo método de
Bradford (Bradford, 1976). A eficiéncia da extracdo foi determinada pela
integridade do perfil proteico (auséncia de rastros de degradacdo por proteases).
Foram feitas analises de pureza das amostras e presenca de degradacdo em gel
SDS-PAGE (Laemmli, 1970). As amostras proteicas foram desnaturadas a 95°C por
5 min e resolvidas em gel SDS-PAGE 12% (40 pg de protima por linha). Os géis

SDS-PAGE foram corados com azul de coomassie R-250.

Eletroforese bidimensional

Para o gel bidimensional, na primeira dimensdo ou focalizagdo isoelétrica
(IEF) foram usadas fitas de 18 cm e pH 4-7 (GE Healthcare) que foram reidratadas
de 14-20 h em 500pul de tanfip de reidratacao ( Uréia 8M, CHAPS 2%, Azul de
bromofenol 0.002%, IPG-buffer 2%, DTT 0.2%) juntamente com 800ug de proteina
em aparato de reidratacdo [PGBOX (GE Healthcare). A IEF realizada no IPGphor III
(GE Healthcare, Upsala, Suécia) a 20°C, segundo recomendacao do fabricante para
tiras de 18 cm, 4-7 pH. A amperagem maxima foi de 50pA por tira. Para a analise
da segunda dimensao, as fitas foram equilibradas por 15 min em 10 mL de solucdo
de equilibrio (Uréia 6M, Glicerol 30 %, SDS 2%, azul de bromofenol 0.002%, 50
mM de Tris pH 8.8) contendo 100 mM de DTT e 250 mM de iodoacetamida. A
separacdo da segunda dimensdo realizada no Protean Daltsix (GE Healthcare
Upsala, Suécia) com espacadores de 1,5 mm em gel de poliacrilamida 12%. As
condi¢des da eletroforese foram 30 min 15 mA/gel, 6 h 30 mA/gel, e marcador

molecular do tipo “Low Molecular Weight" para eletroforese (GE Healthcare).
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Andlise da imagem e quantificacido

Os géis foram corados pela adicdo de azul de coomassie G-250 coloidal 0,02%
por 72 h, e fixados trés vezes em solucdo contendo acido fosforico 2% e etanol
30% por 30 min. Em seguida, enxaguado trés vezes em acido fosférico 2% por 20
min, e incubado em solugao contendo etanol 18%, sulfato de amonio 15% e acido
fosférico 2% por 30 min e mantidos em solucdo de acido acético 1% até a
digitalizacdo. Os géis corados foram escaneados e calibrados com o programa
Labscan (GE Healthcare). As analises de imagem foram realizadas no ImageMaster
2D platinum (GE Healthcare). Nas andlises foram considerados spots
diferencialmente expressos aqueles que apresentaram uma variagdo na
porcentagem de volume entre os tratamentos de 1,5 vezes ou mais em pelo menos
trés géis, contendo proteinas oriundas de extracdes e réplicas bioldgicas

independentes, e ANOVA (p<0,05).

Extracao peptidica

Os spots excisados dos géis foram transferidos para microtubos de 0,6 mL e
digeridos com a enzima tripsina (Trypsin gold, mass spectrometry grade,
Promega). A digestdo foi realizada segundo protocolo de digestdo triptica
estabelecido por Shevchenko (Shevchenko et al, 2006), onde os pedacos de géis
excisados sdo descorados em 3 lavagens com solucao de acetonitrila 50% em
bicarbonato de amonio 25 mM, pH 8,0. Apds a segunda lavagem, deixa overnight
sob agitacao constante, e por ultimo a terceira lavagem. A acetonitrila foi removida
e o gel foi desidratado com 200 pL de acetonitrila (100%). Remove-se a
acetonitrila e seca os géis no vacuo por 15 minutos. Os pedacos de gel foram
reduzidos em 100 pL de DTT 65 mM por 30 minutos, a temperatura de 56 °C.
Posteriormente alquilados com 100 pL de iodoacetamida 200 mM, por 30 min a
temperatura ambiente, lavados com solu¢do de bicarbonato de amoénio 100 mM
por 10min e desidratados com 200 pL de acetonitrila por 5 minutos. A acetonitrila
foi removida e feita nova reidratacao com 200 pL de bicarbonato de aménio 100
mM, seguido de duas etapas de desidratacdo com 200 pL de acetonitrila 100%.
Apébs remocdo da solucdo de acetonitrila, os géis foram secos a vacuo por 15
minutos. Foram adicionados 20 pL de uma solugdo de tripsina 25 ng uL1 por 45
minutos no gelo. Em seguida, foi adicionada uma solugdo de 50 pL de bicarbonato
de amoénio 40 mM em acetonitrila 10%, overnight a 37 °C. As amostras constituidas
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de peptideos obtidos por digestdo triptica foram purificadas e dessalinizadas
utilizando ponteiras de 0,6 pL ZipTip® com resina Cig (Millipore) segundo o
protocolo do fabricante. Primeiramente, as ponteiras ZipTip® Cis foram lavadas
com uma solugao de acetonitrila 100% , usando o volume maximo de 10 pL da
ponteira, certificando-se de que foram feitas 10 lavagens, dispensando sempre a
solucao apods cada lavagem. Apos a etapa de carregamento, as ponteiras foram
lavadas com solugdo de acido trifluoroacético 0,1%, aspirando e dispensando a
solucdo cerca de 10 vezes. Em um microtubo contendo 1,5 pL de solucao de
acetonitrila 50% em Aacido trifluoroacético 0,1%, os peptideos foram eluidos

aspirando e dispensando a amostra 10 vezes dentro do mesmo microtubo.

Anadlise por espectrometria de massas

As amostras foram aplicadas na proporc¢do 1:1 de amostra e acidox -ciano-4-
hidrocinamico em 0,1% (v/v) de acido trifluoroacético. Os fragmentos resultantes
da digestdo triptica foram analisados no intervalo de 800-3500 Da no instrumento
SCIEX TOF/TOF™ 5800 System (Applied Biosystems) do Laboratdrio de Toxinologia
da Fundacgao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-R]), tanto no modo MS quanto MS/MS, com
intervalo de confianca monoisotépica de 0,1 Da. Os peptideos foram identificados
usando o algoritmo de Peptide Mass Fingerprinting (PMF), e algoritmo MS/MS Ion
Search, ambos contidos no programa Mascot 4®, utilizando como parametros:
peptideos com até dois sitios de clivagem, erro de 0,1 Da, e como modifica¢des
variaveis a carbamidometilacdo dos residuos de cisteina, oxidagdo dos residuos de
metionina e deaminagdo dos residuos de asparagina e glutamina. Para visualizacdo
dos espectros, organiza¢do e validacdo de todos dados gerados foi utilizando o
software SCAFFOLD® (Confident protein identification, ©2006 Proteome Software
Inc), usando 95% de filtro de probabilidade para proteinas e peptideos, e ainda foi

considerado a porcentagem de cobertura de cada proteina.

Extracao, purificacdo de RNA e sintese de cDNA

A extracao de RNA total das folhas e raizes de soja foi realizada com o
reagente Trizol (Invitrogen), seguindo as recomendacdes do fabricante. Para cada
tratamento foram feitas trés extracdes individuais de amostras de 100 mg de
folhas e 100mg de raiz. Apds extracao, foi determinada a concentracio de RNA

total no espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies,
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Rockland, DE, EUA) e a qualidade do RNA foi avaliada pela integridade das bandas
do RNA ribossdmico em gel de agarose 1,5%. A pureza foi determinada pela razao
das absorbéancias a 260 nm e 280 nm. A seguir, o RNA total foi tratado com DNAse
RNAse Free (Promega, Madison, EUA), seguindo as recomendac¢des do fornecedor.
As amostras foram novamente quantificadas e avaliadas quanto a integridade,
como descrito anteriormente. A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada a
partir de 1 pg do RNA total, utilizando a transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e o primer Oligo(dT)%18 (Sigma Aldrich, Sao Paulo, SP), de

acordo com as recomendacgdes dos fornecedores.

Anadlise da expressao de genes via qRT-PCR

Os genes utilizados foram escolhidos pelos resultados apresentados através
da protedmica diferencial, e verificando a provavel localizagdo desses genes em
rotas metabolicas de resposta a estresses abiéticos. Na Tabela 1, esta representada
a sequéncia dos “primers” que foram desenhados pela ferramenta Primer Blast
presente no site NCBL. Os numeros de acesso descritos foram obtidos pela busca
de similaridade das sequéncias das proteinas obtidas através de espectrometria de
massa com as sequéncias de proteinas depositadas nos bancos de dados

Phytozome (http://www.phytozome.net/soybean) com a espécie Glycine max, e no

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)com virideaplantae.

A quantificacdo relativa foi realizada utilizando o método 2-A¢, uma
modificagdo do método 2-2ACt (LIVAK, 2001), e o acimulo dos transcritos de cada
gene foi normalizada tomando como referéncia a expressao constitutiva dos genes
Gmp-actin e GmRNAr18S (STOLF-MOREIRA, LEMOS, et al, 2011). As reagdes de
amplificacdo continham 90 ng de cDNA, 10,0 uL de 2X SYBR® Green Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e primers na concentragdo de 200 nM.
As condi¢des de amplificacdo foram: duas etapas iniciais (50 °C por 2 min e 95 °C
por 10 min) e 40 ciclos a 95 °C por 30 s e 60 °C por 30 s. A curva de dissociagao foi
verificada ap6s a amplificacao para certificar que apenas um unico amplicon havia
sido produzido em cada reagao. As reagdes foram realizadas no termociclador SDS
ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As amostras foram
analisadas em triplicata. Posteriormente foram realizadas as analises pela ANOVA

para todas as variaveis respostas. Os métodos foram analisados utilizando-se o
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programa SAS (“Statistical Analysis System”) versado 8.0 e as diferencas das médias

dos niveis de estresse comparadas pelo teste de Tukey (p<0.05).

Tabela 1. Lista de primers usados no q RT-PCR para a avaliagdo da expressao

Y

diferencial dos genes do gendtipo suprema submetida a condi¢des de déficit

hidrico.
PROTEINA Nimero de. Orgao Primer forward 5'-3' Primer reverse 5'-3'
acesso no site

Gmp-Actina [Glycine max] G1:1498333 folha/raiz GAGCTATGAATTGCCTGATGG  CGTITCATGAATTCCAGTAGC
GmRNAr18S [Glycine max] Gl:18729 folha/raiz AAACGGCTACCACATCCAAG ~ CCTTCAATGGATCCATCGTTA
Ascorbato Peroxidase [Glycine max] gil351726325 folha CTTGACATCGCTGTTAGGCT  TCCAGGATGGAAGGGAACTT
Glutamina sintetase [Glycine max] gil13877511l folha AGACAGCAAGCATCAACACA  CTCTTCCCACACGGATTGAG
Complexo de evolugéo do oxigénio 2 [Glycine max] 0il356567470I foha  AGCAACAGTGAAAGATGGCA  TTGCTGTGCTCTCCACAAAT
Transcetolase [Glycine max] 0il356576867! foha ~ TCAACCGTGACCGTTTCATT  GTCATAGCCTGCAAGGTGAA
Ferrodoxina-NADP redutase [Glycine max] 0i1356559282 foha  TTTTGGGTGTCCCTACAAGC  CCGTTCTCGTTTGTTTGCTC
Anidrase carbdnica [Glycine max] 0il356571334| foha ~ CCTCTTCCATTAACGGGTGG ~ GACAGAAGGGCCTAATGTGG
Metaloendoproteinase [Glycine max] gil3517248171 folha GTTTGGCATGATCTCGGACT ~ CGCGCTTTTGAAAGTGTCAT
Rieske [Glycine max] 0il356549980I foha ~ GACCTGCTCCATTGTCTCTG ~ AGGAACAAACACGACCTTCC
Proteina do sistema coletor de luz - Lhc3 [Glycine max] 0il356554088| folha ACCCACTTGGCTTTGGTAAG ~ TTGCCAACATAGCCAACCTT
Quinona oxidoredutase [Glycine max] 0il363808268| foha  TACTCTCTACTGATGGGGCG ~ GGCTTCAGCTTACCACTCTC
Abscisic stress ripening protein [Glycine max] gil3517220691  folha ACAACACATCATATTCCAAGCC TGGCTTGTTGAAACCAGAGT
Aldo-keto redutase [Glycine max] gil356504240 | folha CCAGCAGCTCTCAAAAGTGA  TGCTTGTGTCTTCCCCAATC
Fosfoglicerato cinase [Glycine max] gil356557028| folha GGTTGTCAAGGCTGAAGACA ~ CATCTGGAAGAGAAGCCACC
Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase [Glycine max] 0il356561064! foha ~ GACCTCGTTGTTCAGGTCTC ~ GCTCATCACACACAGAGAGG
Deidrina [Glycine max] 0il359807014| foha ~ GACTTTGACCTTGGCCTCAA ~ CACGAGCTTTGCAGATTTGG
Ferritina-4 [Glycine max] gil351724189] raiz CGAAGAGGTGAAGAAGGAGC  GTTAACGGCGGACTCAGATT
Isoflavona redutase [Glycine max] gil356538212 raiz ACTGAGCCAGTCAGAGAAGT  AACCAGTAAAGGCATGGCAA
Flavoproteina WrbA[Glycine max] 0i1356549433 raiz GCAGGGTTCTTCTCTAGCAC ~ GGTGAACAAGCTGAGTGACA
Peroxidase [Glycine max] 0il3565558691 raiz ACTACCCTCTCACAAGCACT ~ CTCCGAAGCAAGCCATTTTG
Inibidor Subtilisin da a-amilase [Glycine max] 0il3565566461 raiz CTTACCTTTGTGGTGTGGCT ~ TATTGGGCTAGGGACGATGT
3R-Hidromirystoil - ACP desidratase [Glycine max] 0il356558645! raiz TGGAGGTGAAGTTGTGTGTG ~ ATTCACTCCCCATTGCCATC
Fosfoglicerato mutaseindependente da 2,3-bifosfoglicetato [Glycine ma gil356568270I raiz TGGGTAGCTCAGGTTTCTCA ~ TCCAATACCACAACAGCCAC

Determinacio dos conteudos de 6leo e proteina

A determinacdo da concentracio de Oleo total nas sementes em
desenvolvimento foi realizada utilizando aparelho extrator de Soxhlet e éter de
petroleo como solvente, segundo os procedimentos descritos em Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (Lutz, 1985). Os resultados foram expressos
com base na matéria seca, obtida pela secagem em estufa a 105° C, por 24 horas.

Para determinacdo de proteinas totais, foi utilizado o método de Kjeldahl,
descrito pela Association of Official Analytical Chemistrys (1992), com modifica¢Ges.
O conteddo de proteina e 6leo nas sementes também foi determinado em um
espectrometro infravermelho FT-NIR (Antaris II FT-NIR Analyzer Thermo
Scientific). As sementes foram trituradas em um moinho para proporcionar
granulometria adequada para a leitura do espectro no equipamento FT-NIR.

As diferencas entre os tratamentos foram estatisticamente diferentes

segundo t-test de Student’s (p<0.05) realizado pelo software Genes.
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RESULTADOS E DISCUSSAOQ
Status hidrico, trocas gasosas e parametros de fluorescéncia da clorofila a

As plantas do genoétipo Suprema de Glycine max foram submetidas as
condi¢cdes de plena irrigacdo e ndo irrigadas (Figura 1). Nas plantas controle
(irrigadas) o potencial hidrico foliar foi sempre superior a -0.05 MPa, ao passo que
em plantas ndo irrigadas o potencial hidrico alcangou valores médios de - 1,75
MPa, momento em que foram coletados folhas e raizes para as posteriores analises.
Através do perfil temporal do potencial hidrico foliar na antemanha foi possivel
observar que o genoétipo suprema alcancou o potencial hidrico em torno de -1,5
MPa por volta do vigésimo segundo dia apds a imposicao das condi¢des de déficit
hidrico, e ainda apresentou uma intensa murcha foliar neste periodo final (Figura
2).

A variacdo fotossintética e respiratéria da soja ocorre de acordo com seu
desenvolvimento, devido a alteracdo na for¢a dreno, na arquitetura e estrutura
foliar. No estagio reprodutivo durante o periodo de enchimento de graos (R5) os
valores de fotossintese liquida (A) variaram entre 23.4 e 14 pmol m-2s-1 em
condi¢des de plena irriga¢do, e podem apresentar um declinio entre 4 e 10 pmol
m-2s-1 dependendo do periodo de déficit hidrico em que se encontram
(Nakayama et al,, 2009; Kaschuk et al, 2010). A imposicdo do déficit hidrico
resultou na reduc¢do de 1/3 nos valores de fotossintese liquida em plantas nao-
irrigadas quando comparadas as plantas irrigadas (Tabela 2). Essa variacdo da taxa
fotossintética foi acompanhada da redug¢do de 1/5 na condutancia estomatica em
plantas nao-irrigadas (Tabela 2).

Em condi¢bes de déficit hidrico, inicialmente, para evitar uma desidratacao
excessiva ocorre o fechamento estomatico, e em paralelo havera menos influxo de
CO2 para o cloroplasto, condicao esta em que a fotossintese é limitada pela baixa
disponibilidade de CO;. A partir de meus resultados, observamos que a razao Ci/Ca
em condig¢des irrigadas ndo se apresentou estatisticamente diferente do que em
condi¢des ndo-irrigadas (Tabela 2). Uma vez que a concentragdo de Ci interno nao
estd diminuindo, além de estar ocorrendo uma reducao na fixacdo de CO2, temos
indicativo de que deve estar havendo também um comprometimento da
maquinaria bioquimica ou fotoquimica de fixacdo do CO2 no cloroplasto, visto que
os valores de carbono interno permanecem os mesmo. Portanto, tal resultado
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evidéncia que além de limitacGes estomaticas, estariam ocorrendo limitacdes

bioquimicas.

CONTROLE TRATADO

SUPREMA

Figura 1. Plantas de soja da variedade Suprema submetidas ao déficit hidrico

no estagio R5 em comparac¢ao com o controle.

0 funcionamento do fotossistema II (PSII) é um indicador muito sensivel para
estresses em plantas (Ball et al., 1994), e em nosso trabalho foi observado que o
rendimento quantico do transporte de elétrons no fotossistema II ($PSII)
apresentou um declinio sob condi¢des de déficit hidrico (Tabela 2). A ocorréncia
de fotoinibicdo cronica pode ser analisada via medi¢do da razdo entre a
fluorescéncia maxima e fluorescéncia minima (Fv/Fu) na antemanha (Ishida et al.,
1999). Um ligeiro declinio de Fv/Fwm foi observado sob condi¢des de déficit hidrico,
mas os valores ainda assim continuaram dentro do limite considerado como 6timo
(~ 0.800), indicando a nao ocorréncia de fotoinibicdo. No gendtipo suprema, a
reducdao no ¢PSII acompanhado de valores inalterados da razao Fv/Fum esta
provavelmente associado com a inibigao do fotossistema II durante a fotossintese.

O coeficiente de extingdo ndo fotoquimico (NPQ) mostrou-se inalterado sob
condi¢cdes de déficit hidrico, ao passo que, uma reducdo no coeficiente de
quenching fotoquimico (qgp), o aumento na fracdo da energia absorvida ndo
utilizada na fase fotoquimica nem dissipada termicamente (PE) foram observados

em condi¢des nao-irrigadas.
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Na presenca de déficit hidrico ocorreu a reducdo na taxa de transporte de
elétrons (ETR) (Tabela 2) que pode estar relacionada com a ocorréncia de uma
modulacdo na expressao de proteinas dos fotossistemas para reduzir a captacao de
energia, pois um eficiente controle dos mecanismos fotoquimicos, nao-
fotoquimicos e ajustamento na particio do fluxo de elétrons em processos
assimilativos e ndo-assimilativos minimizam os danos nos fotossistemas (Franco;
Luttge, 2002). Se analisarmos a razao entre a taxa de transporte de elétrons sobre
a fotossintese liquida, podemos inferir que o déficit hidrico causou um aumento
nesta razao, e assim, podemos supor um deslocamento desta energia para outras
reacdes, uma vez que também foi observado uma redugao no qp, e aumento do Pg

(Tabela 2).
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Figura 2. Perfil temporal do potencial hidrico foliar na antemanha da

variedade Suprema submetida ao déficit hidrico. Os pontos representam a média + erro
padrdo (n=6, onde n representa o nimero de plantas. I = irrigado, NI = ndo-irrigado).
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Tabela 2. Efeito do potencial hidrico foliar na antemanha (Wx - 1,5 MPa)
sobre parametros fisiolégicos da variedade Suprema submetida as condi¢coes
de déficit hidrico durante estagio reprodutivo (R4-R5). Taxa fotossintética (A)
(umol m2s1), condutdncia estomdtica (gs) (mmol.mZ2s1), razdo entre
concentracdo COz interno e ambiente (Ci/Ca), Eficiéncia fotoquimica maxima do
PSII (Fv/Fm), rendimento quantico do transporte de elétrons no PSII (¢pPSII),
coeficiente de quenching fotoquimico (qp), fragdo da energia absorvida ndo
utilizada na fase fotoquimica nem dissipada termicamente (PE), taxa de transporte
de elétrons (ETR) e coeficiente de extincdo ndo fotoquimico (NPQ). Os dados
representam a média * erro padrdo (n=10, onde n representa o numero de
plantas). As medi¢des foram realizadas em folhas dos ramos medianos.

A SUPREMA
Parametros =
Irrigado Nio-irrigado

Yy -0.05 £2.31E-18 -1.75+0.13 ok
A 13.44 +1.83 4.73 £0.84 ok
gs 230.92 +36.44 42.43 £7.87 ok
Ci/Ca 0.70 +0.03 0.64 +£0.06 ns
Fv/Fm 0.83 £0.003 0.80 £0.009 ns
GPSII 0.26 +0.02 0.17 +£0.01 ok
qp 0.42 +£0.03 0.29 +0.02 ok
Pe 0.36 +0.02 0.42 £0.02 *
ETR 119.50 +11.19 76.08 +6.14 ok
NPQ 1.95 +0.15 1.83 +0.19 ns

Asterisco denota diferengas significativas, segundo teste Tukey (**P< 0.01 ou
*P<0.05, ns - ndo significativo)

Anadlise do proteoma diferencial em folhas e raizes do genétipo Suprema por
espectrometria de massa

Na andlise do proteoma diferencial de folhas do genétipo Suprema por
eletroforese bidimensional foram encontrados 36 spots diferencialmente
expressos sob condicdes de déficit hidrico. Destes, 25 foram identificados por
espectrometria de massas no modo MS/MS. Foram analisadas também raizes do
mesmo genotipo, onde foram encontrados 71 spots diferencialmente expressos,
dos quais 38 foram identificados por espectrometria de massas no modo MS/MS
(Tabela 3). Dentro os spots identificados estdo aqueles que tém a correspondéncia
entre as repeticdes dentro do mesmo tratamento e entre diferentes tratamentos, e

0s que somente aparecem em uma condi¢do, controle ou tratado. As Figuras 2 e 3
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mostram o perfil de proteinas de folhas e raizes, respectivamente, no genotipo
Suprema quando submetidos as condi¢bes irrigadas e ndo-irrigadas (déficit
hidrico) durante o periodo reprodutivo R4-R5.

A Tabela 3 contém os dados referentes a abundancia relativa de cada spot em
condig¢des irrigadas (controle) e nao irrigadas (tratado). A Tabela 4 mostra a
identificacao dos spots indicados nas Figuras 3 e 4 através da espectrometria de
massas através de MASCOT MS/MS ion search, assim como apresenta também
outros dados como o numero de acesso no National Center for Biotechnology
Information, ponto isoelétrico tedérico e massa tedrica determinadas no Protein
Prospector, ponto isoelétrico experimental e massa experimental determinada pelo
Image Master 2D Platinum e porcentagem de cobertura obtida no software Scaffold

(Proteome Software, Inc., Portugal, OR).

Heat-shock-Proteins (HSPs)

Observou-se um aumento na expressdo da HSP 70 e HSP 18.5 em folhas
(spots 1, 33) e HSP 70, HSP 18.5 e HSP 18.2 em raizes (spots 75, 76, 86, 87, 103,
112) (Figura 3 e 4; Tabela 3). De forma similar as HSPs sao descritas como um
grupo de proteinas que sdo induzidas em condi¢cbes de estresse com a funcdo de
protecdo e reparo dos danos causados (Liu et al, 2007; SU; LI, 2008; Sato;Yokoya,
2008). As HSP 70 sdo requeridas para o fechamento estomatico e ainda para as
respostas transcricionais e fisioldgicas moduladas pelo acido abscisico (ABA)
(Clement et al, 2011). O aumento na expressao de HSP70 pode estar associada,
entdo, com a reducdo na condutancia estomatica observada em condi¢cdes de
déficit hidrico (Tabela 2).

As HSPs sdo chaperones divididas de acordo com homologia e peso molecular
e encontram-se localizadas em compartimentos subcelulares como citossol,
reticulo endoplasmatico, plastideos e mitocéndrias (Sung; Guy, 2003). As Small-
Heat-SHock-Proteins (sHSPs), especificamente, sdo chaperonas que apresentam

massa molecular menor que 30 KDa (Waters, 1995).
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Figura 3. Perfil de proteinas de folhas na variedade Suprema submetidas as
condicoes de déficit hidrico no periodo reprodutivo (R4-R5). Proteinas com
expressao diferencial estdo circuladas em vermelho e identificadas com numero
correspondente. Foram utilizados 1000pug de proteinas para a eletroforese
bidimensional. As proteinas foram isofocalizadas em gradiente linear de pH 4-7
para posterior separagdo por SDS-PAGE, e assim coradas com azul de coomassie
para proceder a analise diferencial no software Image Master 2D platinum.
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Figura 4. Perfil de proteinas de raizes na variedade Suprema submetida as
condi¢oes de déficit hidrico no periodo reprodutivo (R4-R5). Proteinas com
expressao diferencial estdo circuladas em vermelho e identificadas com ndmero
correspondente. Foi utilizado 1000ug de proteinas para a eletroforese
bidimensional. As proteinas foram isofocalizadas em gradiente linear de pH4-7
para posterior separagdo por SDS-PAGE, e assim coradas com azul de coomassie
para proceder a andlise diferencial no software Image Master 2D platinum.
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Existem evidéncias de que a HSP 70 encontrada no estroma dos cloroplastos
participem na fotoprotecdo e no reparo do fotossistema II durante e depois da
fotoinibicao (Schroda et al., 1999). As chaperonas estao envolvidas em etapas de
processamento protéico, transporte através da membrana, modulagdo da atividade
de algumas proteinas e ainda prevencao de agregacdo irreversivel de algumas
proteinas. Sdo expressas em resposta a ativacdo da via de sinalizacao Unfolded
Protein Response (UPR) que é ativada pela acumulacao de proteinas mal-dobradas
no reticulo endoplasmaticos (Horvath et al, 2008). Portanto, a expressao
diferencial desta proteina estid relacionada com a manuten¢do da homeostase

celular frente as condi¢des de déficit hidrico.

ATP sintase

Localizadas na membrana tilacoidal, as subunidades alfa e beta da ATP
sintase cloroplastidica (spot 2, 3, 4) apresentaram reducdo na expressao relativa
quando submetidas ao déficit hidrico (Figura 3, Tabela 3), sendo
preferencialmente danificadas em relagdo a outras subunidades conforme
previamente relatado (Teraza et al., 1999; Flexas, 2002; Mahler et al., 2007). A ATP
sintase encontrada nos cloroplastos é responsavel pela producao de ATPs que
serao utilizados no ciclo de Calvin-Benson durante a fotossintese (Yamori et al,
2011), sendo, portanto a reducdo da sintese de ATP nessas condi¢gdes um grande
impedimento para fixacdo de carbono. A reducao desta na expressao desta
proteina remete aos dados fisiolégicos nos quais foi verificada a reducao de 1/3
nos valores de fotossintese liquida quando o genétipo suprema foi submetido ao
déficit hidrico (Tabela 2). A expressao de proteinas envolvidas no balango
energético em plantas é alterada em resposta as condigdes de déficit hidrico,
principalmente porque os fatores transcricionais sao regulados por sinais gerados
pelos estresses abidticos como acido abscisico, estado redox, e ainda contetido de
ATP/NADPH (Lawlor; Teraza, 2009).

Entretanto, uma grande demanda por ATP respiratdrio em condi¢cGes de
estresse hidrico, para compensar as baixas taxas de producdo de ATP nos
cloroplastos, pode ser requerida para suportar os mecanismos de reparo (Flexas et
al,, 2005). Neste estudo, as subunidades beta e delta da ATP sintase (spot 117,137)

em raizes tiveram um aumento na expressao relativa frente as condi¢gdes nao
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irrigadas (Figura 4 e Tabela 3). Por outro lado, também ja foi observado em raizes
que a exposicao a estresses hidricos resulta em um declinio da taxa respiratéria
(Bryla et al,, 1997). Soares (2008) mostrou em raizes de Coffea canephora, em
condi¢des de déficit hidrico, que aumento na expressdo de proteinas glicoliticas e
do ciclo de Krebs indicam um papel importante da respiragdo como mecanismo de
drenagem de excesso de poder redutor quando ocorre uma reducdo da
fotossintese liquida. Experimentos investigando o papel da respiracao em folhas e
raizes de plantas submetidas ao estresse salino mostraram que a respiracdo
apresenta uma reducdo em folhas e um aumento em raizes quando submetidas ao
estresse (Jacoby et al., 2013). Portanto, ndo existe ainda um consenso sobre como
as taxas de respiracdo variam em resposta ao aumento da severidade de estresse
(Ribas-carbo et al. 2005; Galmes et al. 2007; Slot et al. 2008; Chaves et al. 2003;
Flexas et al. 2005, 2006; Atkin; Macherel 2009; Parker et al., 2006; Wang et al,,
2008)

Transcetolase

Foi observado reducdo na expressdao da enzima (spot 5) transcetolase
quando as plantas foram submetidas ao déficit hidrico (Figura 3 e Tabela 3). Esta
enzima cataliza a transferéncia de unidades de carbono da Frutose-6-fosfato ou
sedoheptulose-7-fosfato para o Gliceraldeido-3-fosfato, participando na
regeneracdo da ribulose 1,5-bisfosfato, eritrose-4-fosfato ou ribose-5-fosfato nas
etapas do ciclo de Calvin-Benson, ou na posi¢do inversa na caso da via das pentoses
fosfatadas. Uma transcetolase cloroplastidica apresentou reduc¢do sobre condi¢des
de déficit hidrico (Ahmed et al, 2013). Juntamente com outras enzimas
pertencentes ao ciclo de Calvin-Benson que apresentam regulagdo mediada por
tioredoxinas, existem evidéncias de uma regulacdo oxidativa em transcetolases
(Koller et al, 2003). Em experimentos com cloroplastos intactos e analise da
fixacdo de CO2 foi mostrado que esta enzima é sensivel as espécies reativas de
oxigénio (Kaiser, 1979). Portanto, a reducdo na expressao desta proteina pode
estar relacionada com a regulacao negativa de enzimas envolvidas no ciclo de
Calvin onde ela se apresenta como uma etapa limitante, como também o

metabolismo de carboidratos.
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Rubisco Activase

A reducao da expressao da rubisco ativase (spot 6) foi detectado em plantas
ndo-irrigadas (Figura 3 e Tabela 3). Em condi¢des severas de seca, a reducdo desta
proteina foi observada em uma variedade de arroz tolerante a seca (Ji et al,, 2012).
A enzima Rubisco ativase, através da utilizacdo de energia na forma de ATP,
promove a remoc¢ao de agucares fosfatados que inibem a atividade da proteina
rubisco, permitindo que a carbamilagdo espontanea pelo CO2 ocorra no sitio ativo
desta proteina, uma func¢do essencial para a fotossintese (Hammond et al., 1998).
Além de também ter sido relatada com a fung¢do de chaperona durante estresses
abidticos (Portis, 2003). A redu¢do na expressdo desta proteina foi reportada em
cultivares de soja sob condi¢des de estresse salino (Sobhanian et al., 2010), assim
como declinios na expressdo e atividade desta enzima tém sido associados com a
inibicdo da fotossintese sob condi¢cdes de estresses em vdrias espécies (Wang;
Huang, 2010; Lawlor; Teraza, 2009), explicando assim a reducdo na expressao

relativa detectada em nossos experimentos.

Glutamina Sintetase
Nossos resultados detectaram duas isoformas desta proteina, sendo que na
primeira (spot 7) foi observado um aumento na porcentagem em volume, ja na
segunda foi observado uma redugdo (spot 10), ambas frente as condi¢coes de déficit
hidrico (Figura 3 e Tabela 3). A enzima Glutamina sintetase (GS; EC 6.3.1.2) é uma
enzima chave no metabolismo de nitrogénio catalisando, através do uso de
moléculas de ATP, a condensag¢ao de amonio e glutamato em glutamina (Canovas et
al., 1998), além de ocupar um papel importante na regulacdo nos niveis de prolina,
um osmoprotetor.
Em angiospermas, duas isoformas de GS, a GS1 localizada no citossol e a
GS2, no cloroplasto (Edwards et al., 1990) sdo presentes. As fungdes fisiologicas
distintas de GS1 e GS2 sdo baseadas na sua distribui¢cdo 6rgao-especifica. A GS1
citosdlica esta localizada no tecido vascular e desempenha um importante papel na
assimilagdo de amonio, derivado da fixacao de nitrogénio e outras fontes de
nitrogénio, e da remobilizacdo de nitrogénio durante a senescéncia (Teixeira et al.,
2005; Tabuchi et al, 2007), desempenhando uma importante funcdo na

assimilagdo primaria de nitrogénio nas raizes, com a fun¢do de gerar glutamina
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para ser transportada pelo floema, sendo composta por multiplos genes
homdlogos, porém distintos (Canovas et al, 2007; Hirel et al., 2007). Mesquita
(2013) observou o aumento dos niveis de alguns metabdlitos em folhas sob
estresse hidrico, e entre eles o aminoacido glutamina. Hongmei et al.(2009)
mostraram em plantas superexpressando GS1 um aumento no conteddo de
aminoacidos totais e nitrogénio em toda a planta aliado a uma maior tolerancia a
seca. Neste sentido, a partir de meus resultados onde foi verificado o aumento no
conteudo de proteinas nas sementes (Figura 7) destaca-se a funcdo de GS em fixar
nitrogénio em aminodacidos, sendo que estes podem ser transportados para tecidos
e 6rgdos em desenvolvimento, como as sementes. O aumento na concentragdo de
nitrogénio nas sementes foi observado por Habash e colaboradores (2001) em
plantas supreexpressando GS1 nas folhas, confirmando nossos resultados. A
glutamina é um aminoacido usado por transaminases para a sintese de outros
aminodacidos, fato este que explica a expressdo elevada desta proteina em
condi¢des de déficit hidrico em meu trabalho, cerca de 10 vezes maior que em
condig¢des controle (Tabela 3).

A outra isoforma, a GS2 cloroplastidica, é responsavel pela reassimilacao de
amonio derivado da fotorespiracdo, sendo codificadas por um tnico gene nuclear
(Zozaya-Garza;Sengupta-Gopalan, 1999; Orea et al., 2002); ressalte-se, no entanto,
que sua presenca em tecidos nado-fotossintetisantes ja foi reportada (Woodall;
Forde, 1996; Melo et al, 2003). A re-fixacdo da amodnia consome muita energia, e
requer duas enzimas localizadas no cloroplasto, a glutamina sintetase e a
ferrodoxina dependente da glutamato sintase (Fd-GOGAT) (Bauwe et al., 2010). A
reducdo na expressdo desta isoforma, GS2, seria uma regulacdo negativa

relacionada ao consumo de energia frente as condi¢cdes de déficit hidrico.

Fosfoglicerato cinase (PGK)

A enzima Fosfoglicerato cinase (spot 8 e 9) mostrou uma reducao na
expressao quando as plantas estavam em condi¢des de déficit hidrico (Figura 3 e
Tabela 3). Entre as reagdes fotossintéticas no cloroplasto, a Fosfoglicerato cinase
catalisa a fosforilacdao do 3-fosfoglicerato, produzindo 1,3-bisfosfoglicerato e ADP,
como parte das reagdes, regenerando a ribulose-1,5-bisfosfato. Em resposta as

condi¢des de déficit hidrico um declinio geral em proteinas correspondentes as
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enzimas fotossintéticas e do metabolismo de carboidratos sdo observadas, como a
enzima fofosglicerato cinase, sugerindo uma inibicdo do metabolismo energético
(Castillejo et al., 2008; Nanjo et al., 2010), em concordancia com meus resultados

ora apresentados.

Gliceraldeido-3- Fosfato desidrogenase A

A reducdo de uma gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (spotll) foi
observada em plantas ndo irrigadas (Figura 3 e Tabela 3). Outros trabalhos
também observaram esta redugdo nas mesmas condi¢des (Sobhanian et al., 2010;
Durand et al.,, 2011).

A interconversdao de 1,3-bisfosfoglicerato e gliceraldeido 3-fosfato ¢é
catalizada pela enzima Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), uma etapa
dependente de NAD(P) tanto na glicélise quanto no ciclo de Calvin-Benson, sendo
esta reacdo um importante centro de integracdo de sinal entre reacdes de reducao-
oxidacao (Sparla et al.,, 2005). Algumas fung¢des nao glicoliticas, como regula¢do da
transcricao e apoptose, tem sido atribuidas as enzimas glicoliticas, onde fung¢des
adicionais sugerem uma ligacdo com sensores metabdlicos (Kim; Dang, 2005;
Hara; Snyder, 2006; Colell et al, 2007). Uma familia de quatro genes que
condificam GAPDHs (GAPC1, GAPC2, GAPCpl e GAPCp2) estd presente em
Arabidopsis thaliana, sendo GAPC1 e 2 isoformas citossélicas, enquanto GAPCp1 e
GAPCp2 estdo localizadas nos plastideos (Mufioz-Bertomeu et al., 2009) .

Sabe-se ainda que a deficiéncia de GAPCp afeta a via de biossintese de ABA,
pois o substrato de GAPCp, Gliceraldeido-3-fosfato, é o primeiro precursor da via
do metil-eritrol fosfato que é responsavel pela biossintese de ABA nos plastideos
(Munoz-Bertomeu et al, 2011). A reducdo nesta proteina pode estar relacionada
com a reducdo do metabolismo energético em condi¢des de déficit hidrico, ou com

outras func¢des nao glicoliticas citadas acima.

Quinona oxidoredutase

Duas quinonas oxidoredutases foram encontradas (spot 13; spot 108) e
tiveram sua expressdo relativa aumentada sob condi¢des de déficit hidrico (Figura
3 e Tabela 3), assim como em outros trabalhos da literatura (Nouri; Komatsu,
2010; Castillejo et al., 2008). As enzimas quinonas oxidoredutases (EC 1.6.99.2)

tem a funcdo de oxidar as proteinas quinonas que sdo carreadores moveis de
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elétrons dentro da fase lipidica da membrana das cadeias de transporte de elétrons
nas reacdes da fotossintese e respiracdo (Cramer et al, 1991). A funcao destas
proteinas é essencial para acoplamento quimio-osmoético, permitindo duas etapas
de transferéncia de elétrons, previnindo a célula de danos causados pela formacao
de radicais livres (Ban et al, 1992). O aumento na expressiao destas proteinas
pode estar relacionado a fun¢ao de protecao contra o estresse oxidativo gerado em
estresses hidricos.

0 pool de plastoquinonas é um eixo regulatério que controla tanto a
eficiéncia do transporte de elétrons e a ativacdo da expressdo génica. As
plastoquinonas oxidadas também controlam a regulacdo poés-traducional de
enzimas fotossintéticas pela fosforilagdo e também a taxa de transcricdo de genes
que codificam proteinas dos centros de reacdo dos fotossistemas (Foyer et al,,
2012). Portanto, mesmo ocorrendo uma reducdo de ETR, em meu trabalho, em
condi¢oes de déficit hidrico (Tabela 2), o aumento destas isoformas de
plastoquinonas ndo estaria relacionado a uma fun¢do de transporte de elétrons, e

sim, com a regulac¢do de proteinas envolvidas na fotossintese e respiragao.

Ferrodoxina NADP-redutase

A reducdo na expressdo da enzima Ferrodoxinas NADP-redutases (spot 15)
(FNRs, EC 1.18.1.2) foi observada em plantas ndo irrigadas (Figura 3 e Tabela 3).
Sao enzimas hidrofilicas e monoméricas que contém como grupo prostético por
ligagdo nao-covalente uma flavina-adenina-dinucleotideo (FAD), catalisando a
transferéncia de elétrons da ferrodoxina, reduzida pelo Fotossistema I, para o
NADP+, provendo o NADPH necessario para as etapas de assimilacdo de di6éxido de
carbono (Shin; Arnon, 1965). Estas enzimas também participam na transferencia
de elétrons de outros processos metabdlicos como a fixacdo de nitrogénio,
biossintese de isoprenodides, detoxificagio xenobidtica, resposta a estresses
oxidativos e biogénese de grupamentos ferro-enxofre (Carrillo; Ceccarelli, 2003;
Ceccarelli et al, 2004; Medina; Gomez-Moreno, 2004; Seeber et al., 2005).

Varios trabalhos relatam sua importancia como enzimas antioxidantes
envolvidas na reutilizacdo de radicais livres em plantas, e na manutencdo da
homeostase celular em condicoes de estresses ambientais (Palatnik, 1997;

Rodriguez et al., 2007; Valderrama et al., 2006). Contudo, sua redugdo foi relatada
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em alguns trabalhos sob condi¢des de déficit hidrico (Xiaoa et al, 2009; Durand et
al, 2011), corroborando com o encontrado em meu trabalho. O transporte de
elétrons ciclico no fotossistema I é desempenhado pela FNR e portanto a reducao
na taxa de transporte de elétrons observado (tabela 2) esta relacionado com a

reducdo na expressao desta proteina (Tabela 3).

Plastid-lipid-associated protein

O aumento na expressao de duas isoformas da proteina fibrilina (spot 16;
spot17) foi detectada em plantas ndo-irrigadas (Figura 3 e Tabela 3). Assim como o
encontrado em nossos resultados, outros autores mostraram também que esta
proteina exibe um acumulo em condicdes de estresse (Chen et al, 1998; Gillet et
al., 1998; Leitner-Dagan et al., 2006; Durand et al., 2011).

As fibrilinas, tambem chamadas de Plastid lipid-associated proteins, sao
encontradas em plantas em estruturas chamadas plastoglobulos dentro de
cloroplastos. Alguns trabalhos encontraram fibrilinas exclusivamente associadas a
plastoglobulos e suas zonas de conexdo em varias espécies de plantas (Austin et al.,
2006; Vidi et al.,, 2006; Ytterberg et al., 2006). Foi demonstrado que o ABA induz a
acumulacdo do gene FIB1, o qual é responsavel por mediar alguns efeitos do ABA
na fotoprotecdo, especialmente um tolerancia a fotoinibi¢do do fotosistema Il em
Arabidopsis, e ainda pode estar relacionado com producao de acido jasmonico
relacionada a estresses no aparelho fotossintético (Yang et al, 2006). E assim,
trabalhos mais recentes, indicam que os platoglobulos podem funcionar como uma
plataforma especializada para sintese de precursores de acido jasmonico,
estocando triacilglicerol suficiente para realizar a sintese rapidamente apos
estresse oxidativo iniciar efeitos sobre a maquinaria fotossintética (Youssef et al,

2010).

OOE 2 (Oxygen-evolving enhancer )

A reducao de uma OOE2 (spot 19) foi observado em plantas nao irrigadas
(Figura 3 e Tabela 3). As principais proteinas do complexo de evolugdo do oxigénio
sdo OEE1, OEE2 e OEE3, que codificam para genes nucleares PsbO, PsbP e PsbQ,
respectivamente (Seidler, 1996). OEE2 tem um papel importante na evolucao do
oxigénio e na estabilidade do fotossistema II (Sugihara et al., 2000). Em condi¢des

de déficit hidrico nossos resultados mostraram uma redugdo na porcentagem em

31



volume de OEEZ2, assim como outros trabalhos da literatura (Bazargani et al., 2011;
Kottapall et al, 2009). Este fato pode estar relacionado a um declinio geral em
enzimas fotossintéticas e do metabolismo de carboidratos sugerindo uma inibicao
do metabolismo energético (Castillejo et al, 2008; Nanjo et al., 2010), como um
todo.

Entretanto, em outros trabalhos observaram um aumento na expressao desta
proteina (Chenping; Huang, 2010; Gazanchian et al, 2007), que pode estar
associado com a aceleracao da dissociagcdo destas proteinas do fotossistema I,

sugerindo que danos neste sistema podem ter ocorrido (Chenping; Huang, 2010).

Peroxidases

As peroxidases (EC 1.11.1.x) sdo enzimas capazes de executar a reacdo na
qual um peroéxido é reduzido e um substrato é oxidado. Em plantas assumem papel
fundamental em todos os tecidos, durante todo o ciclo de vida, tendo um papel
fundamental no sistema antioxidativo. Estio divididas em classes e subclasses,
sendo que a primeira divisdo esta em dois conjuntos, heme peroxidases e as nao-
heme peroxidases. O grupo heme é composto por 6 subgrupos: Peroxidases
Ciclooxigenase (Animal peroxidase); Catalase; Di-heme peroxidase; DyP-type
peroxidase; Haloperoxidase; Nao-animal peroxidases. E o grupo nao-heme por: D-
like peroxidase; Haloperoxidase; Catalase (Mn); NADH peroxidase, oxidase e
dehidrogenase; Thiol peroxidases; NADPH oxidase (Oliva et al, 2009). As nao-
animal peroxidases estdo divididas em classe I, II e III. A classe I é composta por
Citocromo c peroxidase (EC 1.11.1.5), catalase (EC 1.11.1.6) e ascorbato peroxidase
(APX) (EC 1.11.1.11), a classe II por Peroxidase dependente de magnésio (EC
1.11.1.13) e ligninase (EC 1.11.1.14), e por ultimo a classe IIl composta pela
Peroxidase (POX) (EC 1.11.1.17).

Ascorbato Peroxidase 2 (APX2)

A enzima ascorbato peroxidase (spot 23) foi detectada somente em
condigoes irrigadas (Figura 3 e Tabela 3). A APX (EC 1.11.1.11) cataliza a reducao
de peroxido de hidrogénio a agua e tem uma grande especificidade e afinidade pelo
ascorbato como redutor, sendo encontradas diferentes formas de APX nos
cloroplastos, citosol, mitocondria e glioxissomos (Shigeoka et al., 2002). Tem papel

importante na eliminacao de peréxido de hidrogénio do cloroplasto e citosol,
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resultando em uma tolerdncia a estresses bidticos e abidticos. Mittler e
colaboradores (1994) reportaram que APX1 teve um aumento na expressao
durante o estresse hidrico. Por outro lado, Wang e colaboradores (2007)
mostraram que a atividade de APX em raizes diminuiu durante o estresse hidrico
(Wang; Jiang, 2007; Mittler; Zilinskas, 1994). Os dois estudos sugerem que APX
pode ter respostas fisiolégicas diferentes para diferentes tipos de estresse. De
qualquer forma, muitos grupos de pesquisas reportam que a expressao do gene
APX, da proteina APX, ou a atividade de APX podem ser alterados por muitos
estresses bidticos ou abiodticos (Mittler; Zilinskas, 1994; Wang; Jiang, 2007; D’arcy-
Lameta et al., 2006).
Peroxidase-54 (Classe IlI peroxidase)

Duas isoformas da enzima Peroxidase (spot 94, 110) foram encontradas com
a expressdo aumentada em raizes de plantas submetidas as condi¢des de déficit
hidrico (Figura 4 e Tabela 3). A classe IIl peroxidase (PRX) sdo oxidoredutases
envolvidas em varios processos fisiologicos como detoxificacdo celular,
catabolismo de auxinas, lignificacdo, suberizacdo, resposta ao estresse e
senescéncia (Passardi et al, 2005; Hirag et al, 2001). Estas enzimas quando
localizadas nas paredes celulares, tem a habilidade de clivar polissacarideos tendo,
portanto, um papel importante na regulacdo da formacao da parede celular e no
processo de expansao celular (Liszkay et al., 2003; Passardi et al., 2005).

Os estresses abioticos como o déficit hidrico causam uma forte restricao nos
processos de alongamento e crescimento celular que diferem em intensidade entre
os tecidos da parte aérea e do sistema radicular, e entre diferentes espécies de
plantas (Bacon et al., 1997; Wu; Cosgrove, 2000; Skirycz; Inze, 2010). Estes
processos sdo fortemente modulados pela peroxidadase classe III, peréxido de
hidrogénio e ascorbato, localizados na parede celular e no apoplasto, formando
uma barreira rigida e fisica que pode proteger as raizes de desidratacdo sob
condig¢des de déficit hidrico (Passardini et al., 2004; Cosio; Durand, 2009).

Varios trabalhos observaram o aumento da expressao de peroxidases classe
I1I sob condig¢des de déficit hidrico assim como nos nossos resultados, mostrando a
importancia desta proteina na protecao contra a desidratacao do sistema radicular
(Jiang et al., 2007; Degenhardt; Gimmler, 2000; Yoshimura, et al., 2008).

2-Cys peroxiredoxin
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Um aumento na expressdo desta proteina (spot 31) foi observado em folhas
de plantas submetidas as condi¢des de déficit hidrico (Figura 3 e Tabela 3). Alguns
trabalhos também mostraram resultado semelhante nas mesmas condi¢cdes (Alj;
Komatsu, 2006; Konig et al, 2002; Hajheidari et al, 2005; Cho et al, 2012;
Hajheidari et al, 2007). As Cys peroxiredoxinas sdo peroxidases do tipo heme-
peroxidase pertencentes ao grupo das thiol-peroxidases (Oliva et al, 2009) que
participam na proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose e fotossintese
(Caporaletti et al., 2007). Foi demonstrado que as Prxs também podem atuar como
chaperonas ou como reguladores do ciclo celular (Phalen et al., 2006; Trotter et al.,
2008; Konig et al., 2013). Outra fungdo associada a esta enzima esta relacionada a
detoxificacdo celular na via de sinalizacao do per6xido de hidrogénio (Fourquet et
al., 2008; Stone; Yang, 2006; Veal et al., 2007; Winterbourn, 2008), sendo assim, o
aumento desta proteina em meu trabalho mostra que os mecanismos de dissipacao
do excesso de energia ndo devem estar sendo mais eficientes para drenar o

excesso do poder redutor.

Glutationa S-transferase

A proteina Glutationa S-transferase (spot 105) teve sua expressdo aumentada
em raizes de plantas submetidas as condi¢coes de déficit hidrico (Figura 4 e Tabela
3). As GSTs participam na detoxificacdo direta interagindo com EROS, ou
indiretamente participando da ativacio de mecanismos de defesa e no
envolvimento da sinalizacao celular (Mitller et al, 2004; Pitzschke, 2006; May et
al, 1998; Foyer; Noctor, 2005). Na sinalizacdo celular, a glutationa interage com
EROs, tioredoxinas, glutaredoxinas, acido salicilico, ABA, e ainda participa na
regulacdo do crescimento, desenvolvimento, ciclo celular, expressdo génica,
atividade protéica (Noctor; Foyer, 1998; Shao et al., 2008).

Assim como o encontrado neste trabalho nas condi¢cdes de déficit hidrico, a
seca induz a expressao desta proteina em raizes em inumeros trabalhos (Jiang et
al., 2007; Ji et al., 2010; Chen et al.,, 2004; Anderson; Davis, 2004; Ji et al., 2010;
Kellos et al,, 2008; Xu; Huang, 2008; Haluskova et al.,, 2009; Liu et al., 2013).

Anidrase carboénica

34



A enzima anidrase carbdénica (spot 24) apresentou uma maior expressao em
plantas que estavam em condi¢des de déficit hidrico (Figura 3 e Tabela 3). A
anidrase carbdnica (EC 4.2.1.1) é uma enzima que catalisa a interconversao de
dioxido de carbono (CO2) e agua em bicarbonato (HCO3-), participando do
transporte de carbono inorganico para as células fotossintetizantes, ou para as
células responsaveis pela respiracao (Hewett-Emmetta; Tashian, 1996). Esta
enzima é codificada por cinco familias génicas distintas q, 3, y, 6, e { (Bertucci et al.,
2009). Semelhante ao observado em nossos resultados, relatos da literatura
mostram que esta enzima exibe um aumento de sua expressao frente as condi¢des
de déficit hidrico também (Caruso et al.,, 2008; Caruso et al., 2009; Xing; Wu, 2012;
Durand et al, 2011). Entretanto, outro trabalho mostrou que em estresses
moderados esta enzima apresentou uma reducdo na expressdo, embora em
estresses severos tenha apresentado um aumento da expressdo nos mesmo
experimento (Kicheva; Lazova, 1997), evidenciando, portanto, resultados
diferenciais de acordo com a intensidade do estresse aplicado. O aumento desta
proteina pode estar contribuindo para mecanismos moleculares que governam
uma melhor utilizagdo de fontes disponiveis para sobreviver em condi¢des de

estresse hidrico.

Proteina Lhc (sistema de coleta de Luz do Fotossistema)

A reducdo de uma proteina Lhc3 (spot 25) sob condi¢cdes de déficit hidrico
(Figura 3 e Tabela 3) foi observada em meus resultados. O sistema coletor de luz
(Lhc) faz parte do aparelho fotossintético das plantas, onde genes nucleares
codificam dez tipos diferentes de proteinas Lhc, Lhc 1 a4 e Lhc 1 a 6 (Jansson et al.,
1992; Price, 1994). O cloroplasto produz grande quantidade de espécies reativas
de oxigénio quando as plantas estdo sob condi¢des de estresses como o déficit
hidrico, causando danos nas membranas e nas clorofilas, podendo levar ao
desenvolvimento de clorose foliar. Em varios trabalhos existem relatos de que a
clorose foliar apresentada em condi¢des de déficit hidrico é acompanhada por uma
reducdo das proteinas envolvidas em reagdes fotossintéticas, como as proteinas do
complexo coletor de luz (Lhc) (Agrawal et al., 2002; Bohler et al., 2007; Bohler et
al, 2010; Xu; Huang, 2010), o que explica a reducdo desta proteina em nossos

resultados, aliando ainda tal resultado, aos nossos dados fisioldgicos que mostram
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uma reducdao no ¢PSIl acompanhado de valores inalterados da razdao Fy/Fu,
relacionando assim a uma inibicdo do fotossistema II durante a fotossintese

(Tabela 2).

Metaloendoproteinase (SMEP1/MMP)

Um metaloendoproteinase (spot 28) apresentou reducdo na expressao sob
condi¢cdes de deficit hidrico (Figura 3 e Tabela 3). Estas proteinas, também
chamadas de matrix metaloendoproteinases (MMP), pertencem a uma familia de
endopeptidases envolvidas na remodelagem da matrix extracelular. Sdo expressas
durante o crescimento, desenvolvimento e em respostas a estresses bioticos e
abidticos (Liu et al., 2001; Golldack et al., 2002; Combier et al, 2007; Schiermeyer
etal, 2009). Algumas evidéncias mostraram que uma GmMMP2 pode ter um papel
no mecanismo de defesa de plantas em casos de infeccao por patégenos (Liu et al.,
2001).

Deidrina (LEA-2 -Late embryogenesis abundant)

Em condic¢des de déficit hidrico foi observado o aumento de duas isoformas
de deidrinas (spot 29; spot 30) em folhas (Figura 3 e Tabela 3). Outros trabalhos
também tém mostrado um aumento de deidrinas frente as condi¢des de déficit
hidrico (Salekdeh et al, 2002; Shinozakik, 2007; Mowla et al., 2006; Rakwal;
Komatsu, 2004; Ke et al., 2009), corroborando com os nossos resultados.

Frente a varios estresses abidticos como seca, as plantas apresentam varios
mecanismos para evitar a perda de agua intracelular como o aumento na
expressao das proteinas LEA (late embryogenesis abundant) (Ashley, 1978). As
LEAs estdo contidas nos grupos 1, 2 e 3 (Bray, 1993). O grupo 2, onde as LEAs sdo
chamadas de Deidrinas, tipicamente acumulam frente as condi¢des de estresses
abidticos como a seca (Wise; Tunnacliffe, 2004). A aumento na expressao destas
proteinas em nosso trabalhos pode estar associada a estabilizacdo de membranas,
balanco reducao-oxidagdo, antioxidacao, ou ainda funcao de chaperones (Bray,
1993). Em outros trabalhos, com plantas submetidas as varios estresses
relacionados a desidratacao celular, foi demonstrado o aumento na expressao de

deidrinas em varios tecidos vegetativos (Bray, 1997; Skiver; Mundy, 1990).
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Tabela 3. Nivel de expressao relativa das proteinas de folhas e raizes
responsivas as condi¢oes de déficit hidrico (¥pd = -1,75 MPa) na variedade

Suprema durante o periodo reprodutivo (R4-R5).

Spot™ 1D 2D platinum @ Local

PROTEINA

Média % volume + DP ©

Irrigado

Néo-irrigado

Nivel de expressdo

1 599
2 554
3 553
4 515
5 607
6 456
7 469
8 450
9 448
10 477
" 476
13 406
14 401
15 389
16 369
17 367
19 326
23 1041
24 353
25 332
28 317
29 393
30 955
31 322
33 935
67 221
69 219
7% 28
76 34
78 38
79 49
80 65
82 104
84 54
86 21
87 210
90 19
91 118
92 108
94 145
98 39
99 66
100 12
101 16
103 34
105 51
107 72
108 92
110 145
12 274
13 276
17 447
119 450
120 458
125 47
126 475
127 478
128 477
130 482
131 484
132 445
135 519
137 539

folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
folha
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz
raiz

HSP 70 KDa - cloroplastidica

ATP sintase - subunidade a

ATP sintase - subunidade a

ATP sintase - subunidade CF1

Transcetolase

Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase
Glutamina sintetase

Fosfoglicerato cinase

Fosfoglicerato cinase

Glutamina sintetase 2

Gliceraldeido-3-Fosfato desidrogenase A
NADPH:Quinona oxidoredutase

unknown

Ferrodoxina-NADP redutase 1

Fibrilina

Fibrilina

Oxygen-evolving enhancer protein 2

L-ascorbato peroxidase 2

Anidrase Carbonica

Proteina Lhc3 (sistema de coleta de Luz do Fotossistema)
Metaloendoproteinase

Dehidrina /LEA-2 (Late embryogenesis abundant)
Dehidrina /LEA-2 (Late embryogenesis abundant)
2-Cys peroxiredoxin (BAS1)

sHSP 185 kDa

Lipoxigenase 98

Lipoxigenase 9S

sHSP

sHSP 18.5 kDa

Flavoproteina wrbA

Chalcona isomerase

Proteina de reserva vegetativa - VSP (Precursor da Glicoproteina de 31 KDa do caule)

Isoflavona redutase

Chalcona flavonona isomerase 1B-1

HSP 70 KDa

HSP 70 KDa

Fosfoglicerato m independente da 2,3-bifc

Alcool desidrogenase
Isoflavona redutase
Peroxidase 54kDa (classe Ill)
Flavoproteina wrbA

Proteina de reserva vegetativa - VSPP (Precursor da Glicoproteina de 31 KDa do caule)

LOC100305867
LOC100305867

HSP 18.5kDa

Glutationa S-transferase
Anidrase carbonica y

Quinona oxidoredutase
Peroxidase 54kDa (classe Ill)
HSP 18.2kDa

Hidromirystoil - ACP desidratase
ATP sintase - cadeia delta
LOC100500621

Ferritina 4

Proteina 14-3-3 A

Proteina 14-3-3

Proteina 14-3-3C

Fator de elongagéo 1B (EF1Bp)
Fator de elongagéo 15 (EF1BB )
6'-Deoxychalcona sintase (dependente de NAD(P)H)
Inibidor subtilisin da a-amilase
Fumarilacetoacetato hidrolase
ATP sintase - subunidade Beta

0.1150 + 0.0014
0.3242 + 0.0217
1.7463 + 02117
3.1493 + 0.3129
0.1930 + 0.0374
22142 + 0.1933
0.6605 + 0.2386
0.6502 + 0.0188
1.8693 + 0.2801
0.3996 + 0.0538
0.2992 + 0.0648
0.0793 + 0.0069
0.1690 + 0.0103
02135 + 0.0112
0.0451 + 0.0023
0.2041 + 0.0112
1.5092 + 0.3654
0.1556 + 0.0163
0.2384 + 0.0075
0.2288 + 0.0343
0.1780 + 0.0238
0.0244 + 0.0012

0.1679 + 0.0166

0.2210 + 0.0561
0.2612 + 0.0485
0.1559 + 0.0067
0.1178 + 0.0089
0.1611 + 0.0125
0.2418 + 0.0166
0.3643 + 0.0289
0.0714 + 0.0051
0.2193 + 0.0185
0.0724 + 0.0107
0.0579 + 0.0107
0.1349 + 0.0135
0.3766 + 0.0897
0.0653 + 0.0060
0.1646 + 0.0096
0.1348 + 0.0148
0.2622 + 0.0314
0.6191 + 0.0699
0.3035 + 0.0440
0.1178 + 0.0089
0.0591 + 0.0061
0.0411 + 0.0030
0.1568 + 0.0303
0.1646 + 0.0096

0.1655 + 0.0100
0.1784 + 0.0302
0.9163 + 0.1423
1.7590 + 0.3382
0.0814 + 0.0019
1.3708 + 0.1375
6.8768 + 1.1198
0.4820 + 0.0218
0.8745 + 0.0353
0.2178 + 0.0020
0.1229 + 0.0085
0.1485 + 0.0037
0.1227 + 0.0032
0.1548 + 0.0184
0.1072 + 0.0018
0.2437 + 0.0036
0.4435 + 0.1208

0.3222 + 0.0047
0.1587

0.0580 + 0.0169
0.0551 + 0.0027
0.0382 + 0.0039
0.2185 + 0.0043
0.1357 + 0.0062

0.1131 + 0.0150
0.3661 + 0.0588
0.2503 + 0.0333
0.0777 + 0.0093
0.1509 + 0.0054
0.1016 + 0.0058

0.1038 + 0.0062

0.0859 + 0.0114

0.3996 + 0.0307

0.0725 + 0.0037
1.3236 + 0.1972
0.6480 + 0.1248
0.2503 + 0.0333
0.0843 + 0.0045
0.0632 + 0.0023
0.2979 + 0.0321
0.3996 + 0.0307
0.1518 + 0.0243
0.3147 + 0.0214
0.0891 + 0.0000
0.0658 + 0.0051
0.1371 + 0.0160
0.0621 + 0.0012
0.2277 + 0.0084
0.0495 + 0.0042
0.0504 + 0.0027
0.0678 + 0.0093
0.1584 + 0.0082
0.1170 + 0.0131
0.1970 + 0.0314
0.3000 + 0.0454

144
-1.82
-1.91
-1.79
.37

(1) Os numeros correspondem aos spots numerados na Figura 2 e 3. (2) Os niumeros correspondem ao nimero de
referencia elencado pelo programa de andlise dos géis bidimensionais, software Image Master 2D platinum. (3
Os valores representam as médias da porcentagem em volume (abundéancia relativa) + o desvio padrido de trés
replicatas biolégicas. Condigdes irrigadas ((Wpa = - 0,05 MPa)) e condi¢des ndo-irrigadas (Wpa= - 1,5 MPa). As
barras azuis significam em numeros de vezes o quanto a abundancia protéica aumentou ou diminuiu na
condicdo ndo-irrigada em relagdo a condicdo tratada. Todos os valores de médias diferem entre si
estatisticamente segundo Teste T de Student com nivel de significancia p<0,05.
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Lipoxigenases

Em relacdo a expressdo da proteina Lipoxigenase foi observado uma
reducdo na expressdao de duas isoformas (spot 67; spot 69) em raizes quando as
plantas foram submetidas as condi¢des de déficit hidrico (Figura 4 e Tabela 3). As
lipoxigenases (EC 1.13.11.12) agem na catalizacdo da dioxigenacdo de acidos
graxos insaturados como o acido linoleico, acido linolénico e acido araquidonico
formando os hidroperoxidos de acidos graxos (Liavonchanka; Feussner, 2006). Em
plantas estes primeiros produtos sdo precursores de inumeros oxilipins que
possuem um importante papel no desenvolvimento da raiz lateral (Vellosillo et al,
2007), e na defesa contra estresses bioticos (Weber, 2002; Chehab et al., 2008).

A biossintese de acido jasmoOnico é iniciada pela conversdao do Aacido
linolénico em membranas lipidicas no fitohorménio, que estd associado a muitas
formas de estresses abidticos e apresenta-se aumentado depois de estresses
hidricos (Creelman; Mullet, 1995; Ozturk et al., 2002; Wendelboe-Nelson; Morris,
2012). Aumentos significativos na atividade de lipoxigenases também foram
observados durante o estresse hidrico progressivos em folhas e raizes (Sofoa et al,
2004). E ainda, os transcritos de lipoxigenases foram significativamente induzidos
em condi¢des de déficit hidrico em genétipos de milho (Li et al, 2012). Apesar do
evidente aumento de acido jasmodnico em resposta aos estresses abidticos em
varias espécies de plantas, o papel dos jasmonatos nessas respostas é ainda pouco
conhecido (Mahouachi et al.,, 2007; Arbona; Gomez-Cadenas, 2008; Brossa et al.,

2011).

Flavoproteina wrbA

Uma reducao na expressdo desta proteina (spot 78) em raizes nas condigdes
de déficit hidrico (Figura 4 e Tabela 3) foi observada. As flavoproteinas wrbAs sao
distribuidas na familia das flavodoxinas e tem papel na defesa contra estresses
oxidativos, consistente com sua atividade de NAD(P)H: quinona oxidoredutase
(NQO) (Grandori; Carey, 1994; Patridge; Ferry, 2006). Enzimas com fun¢do de NQO
atuam na manutencao de quinonas no estado reduzido de maneira a proteger as
células de danos causados por espécies reativas de oxigénio (Jaiswal, 2000;
Talalay; Dinkova-Kostova, 2004). O papel antioxidante de wrbA foi confirmado

pelos resultados que mostraram que a expressdo desta proteinas é controlado
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pelas respostas ao estresse (Lacour; Landini, 2004). Esta hipotese é evidenciada
pela abundéincia e atividade de membros de proteinas das familias das
flavodoxinas que exibem alteracdo na expressdo durante respostas a estresses

(Cheng et al., 2008; Meisrimler et al,, 2011).

Chalcona isomerase

A reducdo na expressdo de duas proteinas Chalcone isomerases (spot 79;
spot 84) foi observado neste trabalho sob condi¢cdes de déficit hidrico (Figura 4 e
Tabela 3). Os flavondides sao sintetizados pela via dos fenilpropandides onde o
aminodacido fenilalanina é usado para produzir o composto 4-coumaril-CoA, que
combinado com malonil-CoA para dar origem as chalconas, que originam os
flavonéides (Jez et al., 2000). A enzima Chalcona isomerase é a enzima que catalisa
a reagdo que tem como substrato uma chalcona, e produto uma flavona, durante a
biossintese de flavondides.

Em raizes, sabe-se que esta enzima pode influenciar no processo de
nodulacdo, e ainda sua expressdo é significativamente reduzida por estresses
abioticos como o déficit hidrico (Sengupta; Reddy, 2011 ). Os flavondides sao
encontrados também com o papel de mediar a comunicac¢do entre as bactérias do
solo e as raizes das plantas, e entdo contribuindo para a formacao de nédulos nas
raizes (Stafford, 1997). Segunda a literatura, é bem estabelecido que as condicdes
de seca afetem a fixacdo de nitrogénio e a atividade dos nédulos radiculares
através de mecanismos complexos (Abdel-Waheb et al., 2002; Marino et al., 2007).
Os meus resultados mostram que a reducdo da expressao desta enzima pode estar

associado as alteracdes no metabolismo de nitrogénio.

Precursor da Glicoproteina de 31 KDa do caule (Proteina de reserva
vegetativa - VSPf)

A reducdo na expressao de duas proteinas VSP[ (spot 80 e 99) foi observado
em raizes quando as plantas foram submetidas as condi¢des de déficit hidrico
(Figura 4 e Tabela 3). As SPs, proteinas de reserva, sao classificadas em duas
classes, proteinas de reserva de sementes (SSPs) e proteinas de reserva
vegetativas (VSPs) (Wittenbach, 1982). As VSPs foram primeiramente descritas

em folhas de soja, e sdo compostas por dois tipos, as USE VSPf3 (Wittenbach,
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1983), e sao consideradas como reserva de nitrogénio temporario. Esses dois
genes VSPs sao regulados pelo desenvolvimento e respondem as condicoes de
déficit hidrico, a ferimentos, a metil jasmonatos, agucares e luz (Staswick, 1990;
Berger et al,, 1995). Estas proteinas também sdo moduladas pelas mudancgas na
relacdo fonte-dreno, e alteracdes no particionamento de nitrogénio conduzidas
pelo acumulo de VSPs podem ser induzidas pela reducao no crescimento da parte
area, pela remocgdo de vagens, ou eliminacao de botdes florais em soja (Tranbarger
et al, 1991; Staswick, 1994; Stephenson et al, 1998). Em soja foi relatado a
presenca de um gene idéntico a VSP que é expresso exclusivamente em nodulos
das raizes, tendo relativamente uma baixa abundancia, e exibindo uma alta

atividade de fosfatase acida (Penheiter et al., 1997).

Isoflavona redutase

Duas isoformas (spot 82,92) da enzima isoflavona redutase (IFR) foram
detectados em raizes somente em plantas que receberam plena irrigacao (Figura 4
e Tabela 3). As isoflavonas redutases sdo enzimas que catalisam reacdes de
reducdo dependente de NADPH, e sdo especificas da via de biossintese dos
isoflavondides.

Através de andlises protedmicas foi demonstrado que genes idénticos a IFR
(IRL) sao induzidos em condi¢cdes de estresses abidticos e bidticos em raizes
conferindo tolerancia ao estresse oxidativo (Shoji et al., 2002; Kim et al., 2003; Kim
et al, 2008; Kim et al, 2010; Yamaguchi et al, 2010). Entretanto, em um outro
trabalho com raizes de soja, submetidas também as condi¢cdes de déficit hidrico
ocorreu a reducdo na expressao de duas isoflavonas reductases (Alam et al.,, 2010).

Analises fisiolégicas documentaram um aumento no acumulo de
flavondides sob condicoes de déficit hidrico, e o potencial destes compostos contra
danos oxidativos (Hernandez et al. 2009). Entretanto, com a severidade do
estresse, ocorrendo a reducdo na producdo de carboidratos devido a queda na taxa
fotossintética, estes carboidratos ndo estariam mais sendo direcionados para a
produgdo de metabdlitos secundarios, portanto, enzimas associadas a producdo de
flavondides seriam alvos de uma regulacao negativa, gerando a reducdo na sua

expressao.

40



Fosfoglicerato mutase (independente de 2,3-bifosfoglicerato)

A Fosfosglicerato mutase (spot 90) mostrou uma redu¢do na expressao em
raizes das plantas submetidas as condi¢des de déficit hidrico (Figura 4 e Tabela 3).
Esta enzima glicolitica catalisa a interconversdo do grupo fosfato entre o carbono
C-3 do 3-fosfoglicerato (3-PGA) e do carbono C-2 do 2-fosfoglicerato (2-PGA),
sendo distribuidas em dois grupos baseado em como estas enzimas requerem o
2,3-bifofosglicerato como cofator, as dependentes (EC 5.4.2.11) e as independentes
(EC 5.4.2.12). Estudos bioquimicos sugerem uma mudanc¢a no particionamento de
carbono sob condig¢des de déficit hidrico como umas das respostas adaptativas.

Kosola e colaboradores (1994) mostraram que a aloca¢do de carbono na
superficie de raizes finas reduziu em 80% quando as raizes foram submetidas ao
déficit hidrico (Kosola; Eissenstat, 1994). Em plantas de soja submetidas ao déficit
hidrico o proteoma das raizes mostrou uma reducdo na expressdo de uma
Fosfoglicerato mutase independente de 2,3-bifosfoglicerato, assim como em
nossos resultados (Alam et al, 2010). A diminuicdo de enzimas glicoliticas em
resposta ao estresse hidrico pode ser uma consequéncia da reducdo do
crescimento assim como um mecanismo para acumular agucares como fonte de

energia para a recuperacao rapida quando a agua estiver disponivel.

Alcool desidrogenase

A reducio de uma Alcool desidrogenase (spot 91) foi observada em raizes
submetidas as condi¢cdes de déficit hidrico (Figura 4 e Tabela 3). Esta enzima
(ADH; EC 1.1.1.1) participa na interconversao entre alcooéis e aldeidos ou cetonas
com a reducdo de uma nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD).

O aumento da expressdao de ADH foi demonstrado em resposta a seca,
estresse térmico, e acido abscisico em alguns trabalhos (Irigoyen et al, 1992;
Sridhar et al, 2000; Hwang; Van Toai, 1991). Liu e colaboradores (2013)
mostraram em milho, que a expressao de ADH1 foi significativamente aumentada
com a combinacdo de dois estresses, estresse hidrico e térmico, e ainda que o ABA
promoveu o aumento de ADH1, evidenciando um papel importante desta proteina
em resposta a estresse ambientais (LIU, ZHANG, et al., 2013). Newman e Van toai
(1992) descreveram trés genes Adh em plantas de soja. Um destes é expresso em

todos 6rgdos da plantas e induzido por anaerobiose, o segundo é expresso somente
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em Orgdos anaeroObicos, e o terceiro em somente em raizes anaerodbicas, e é
responsavel pela interconversao do acetoaldeido e etanol reciclando o NADH em
NAD (Newman; Van Toai, 1992). Em contradicdo ao encontrado na literatura,

nossos resultados apresentaram uma reducao na expressao desta proteina.

3R-hydroxymiristoil-ACP desidratase

A enzima 3R-hydroxymiristoil-ACP desidratase (spot 113) foi encontrada
somente quando as plantas foram submetidas as condi¢des de déficit hidrico
(Figura 4 e Tabela 3). Os acidos graxos sdo sintetizados por séries ciclicas de
reacdes que ocorrem em substratos acyl ligados a proteina ACP (acyl carrier
protein). Na terceira etapa de elongacdo, o 3-hidroxiacyl-ACP é convertido em
trans-2-enoyl-ACP por uma reacdo de desidrata¢do catalisada pela enzima 3R-
hydroxymiristoil-ACP desidratase, também chamada @e -hidroxiacil ACP
desidratase (Upchurch, 2008).

A modificagdo na fluidez de membrana é mediada por mudancas nos niveis
de acidos graxos insaturados, uma func¢do feita em parte pela regulacio da
atividade das desaturases, induzindo resisténcia a estresses (Iba, 2002). Alguns
acidos graxos sdo precursores de oxilipinas que estdo envolvidas na defesa contra
patégenos em raizes (Blee, 2002). Segundo Zhou e colaboradores (2009), em
estudos do proteoma diferencial induzido por estresse por aluminio em raizes de
tomate, evidenciou um reducdo na expressio da 3R-hydroxymiristoil-ACP
desidratase (Zhou et al.,, 2009). A alteracdo na expressao desta proteina pode estar
associado a ajustamentos na fluidez de membrana, que sdo afetados durante as

condicdes de estresse.

Ferritina

A proteina Ferritina (spot 120) mostrou um aumento na expressao em raizes
em condi¢des de déficit hidrico (Figura 4 e Tabela 3). Durante o desenvolvimento
da planta, o ferro é absorvido pelas raizes e entdo distribuido para os 6rgaos da
planta. Neste contexto, as ferritinas sao uma familia de proteinas de
armazenamento de ferro (Arosio et al., 2009 ), e desempenha um papel importante
no estresse oxidativo primario pela remocgdo do ferro livre (Becana et al., 1998;

Briat et al,, 2010). Assim, a ferritina funcionaria com um eliminador de espécies
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reativas de oxigénio onde a oxida¢do do Fe (II) para Fe (III) consume oxigénio e
perdxido de hidrogénio antes do ferro ser estocado na ferritina (Arosio et al,
2009).

As ferritinas destacam-se por ser uma familia de proteinas uniformemente
reguladas em condicdes de déficit hidrico, tendo sua expressio fortemente
aumentada nestas condi¢coes (Kang; Udvardi, 2012 ). Clement e colaboradores
(2008) também mostraram que a expressao de ferritina foi induzida em nddulos
de raizes de soja em resposta a seca (Clement et al., 2008), estando em acordo com
os nossos resultados encontrados em raizes de soja. As condi¢des de déficit hidrico
causam o impedimento da fotossintese e uma deficiéncia em clorofilas que
ocasiona uma inanicdo por ferro podendo desencadear uma clorose foliar. Nestas
condigdes, o sistema de absorcao de ferro pelas raizes pode ser induzido com a
funcdo de aumentar a aquisicdo de ferro e para manter a integridade fisiolégica

(Briat, 2008).

Proteina 14-3-3

A expressdao de trés isoformas (spot 125; 126; 127) da proteina 14-3-3
somente foi detectada em raizes nas condi¢Ges irrigadas (Figuras 4 e Tabela 3).
Intimeras proteinas interagem com a proteina 14-3-3, sugerindo que esta proteina
pode potencialmente estar envolvida em muitas rotas de sinalizacdo e em muitos
processos fisiologicos em plantas (Chang et al, 2009; Paul et al, 2009). Varios
trabalhos relatam o aumento na expressao de algumas isoformas das proteinas 14-
3-3 em estresses abioticos e bidticos (Schoonheim et al., 2007; Konagaya et al.,
2004; Chen et al., 2006).

A interagdo de proteinas 14-3-3 com vias de sinalizacdo de hormonios em
plantas foi demonstrada em estresse hidrico através da via de sinalizagdo mediada
pelo ABA, onde ocorre o aumento da expressdo de genes responsaveis pela
tolerancia a estresses devido a interacao de proteinas 14-3-3 com fatores
transcricionais destes genes (Chandler; Robertson, 1994). Outro trabalho com
raizes de cevada, mostrou um aumento na expressao de isoformas de proteinas 14-
3-3 em resposta ao tratamento com ABA (Schoonheim et al., 2007).

Alguns trabalhos mostraram o envolvimento da proteinas 14-3-3 no

metabolismo de carbono e nitrogénio como as enzimas sacarose fosfato sintase,
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nitrato redutase e glutamina sintetase (Comparot et al, 2003). Em adicdo, a
reducdo na expressdao de proteina 14-3-3 esta relacionada com o aumento nos
niveis de amido, nitrato e sacarose (Zuk et al., 2005).

Existem outros trabalhos que destacam a funcao desta proteina na regulacao
da localizacao intracelular do fator transcricional GmMYB176 em soja, afetando a
sintese de isoflavondides e processos de nodulacdo na raizes nesta planta (Chen;
Dhaubhadel, 2012; Radwan et al., 2012).

Estas proteinas estdo envolvidas em resposta a estresses abiéticos e bioticos,
metabolismo de carboidratos, metabolismo de nitrogénio, e ainda em varios
aspectos do crescimento e desenvolvimento das plantas. Portanto, o aumento na
expressao de trés isoformas de proteinas 14-3-3 em nosso trabalho pode estar

relacionado com as func¢des propostas e discutidas acima.

Fator de elongagdo

A expressao de duas isoformas de fatores de elongacdo (spot 128, 130) foi
detectada em raizes somente em condi¢coes de déficit hidrico (Figura 4 e Tabela 3).
Os fatores de elongacdo (eEFs) sdo proteinas importantes durante a fase de
elongacdo no processo de traducdo durante a sintese protéica.

Segunda classificacdo de Ejiri e colaboradores (1983), em plantas o eEF1B é
um trimero composto por eERL eEF13 e eEF13’ (Ejiri et al, 1983). Uma nova
proposta de agrupamento foi sugerida onde o eEF18 (spot 130) juntamente com o
eEF1f estariam agrupados em um sé grupo, o eEF1B (Sourd et al., 2006). Estas
proteinas foram encontradas somente nas condi¢des de déficit hidrico sugerindo
seu aumento sob estas condi¢des. Alguns trabalhos mostraram que varias
proteinas associadas com a sintese de proteinas aumentam em condi¢des de déficit
hidrico, incluindo os fatores de elongacao da traduc¢do, sendo também reportado
este aumento em condi¢des de estresse osmético, contribuindo para uma maior
resisténcia ao estresse (Ndimba et al, 2005; Yoshimura et al, 2008). Em outro
estudo com plantas de milho foi demonstrado um aumento na quantidade do fator
de elongacao em condicoes de estresse térmico (Moriarty et al., 2002). Durante os
estresses ocorre uma maior degradacao protéica, em vista deste acontecimento, a

célula é regulada para aumentar a traducao de proteinas para a manutencao da
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integridade dos processos fisiologicos, podendo desencadear o aumento na

expressao de proteinas envolvidas nestas etapas da tradugao.

6'-deoxychalcona sintase (dependente de NAD(P)H)

A proteina 6'-deoxychalcona sintase dependente de NAD(P)H (spot 131) foi
detectada em raizes somente nas condi¢des de déficit hidrico (Figura 4 e Tabela 3).
Esta enzima (EC 2.3.1.170) tem sua funcao exercida juntamente com a chalcona
sintase na formag¢do do composto 4,2',4'-trihidroxychalcona, que esta envolvido na
biossintese de fitoalexinas (Stafford, 1991). Os compostos que tém atividade de
fitoalexina estdo envolvidos na defesa contra patégenos e pertencem a uma grande
variedade de classes, sendo um deles o metabolito secundario flavondide. O
aumento na expressao de uma deoxychalcona sintase foi reportada em raizes de M.
truncatula durante a associagdo micorrizica, supostamente mediando uma
resposta protetora e desencadeando um resposta de defesa (Schenkluhna et al,
2010). Em estudos com Cicer arietinum a partir de bancos de ESTs a proteina
deoxychalcona sintase foi indicada como um marcador de estresse hidrico
(Varshney et al, 2009). Foi reportado também o aumento da expressdo desta
proteina em cultivares de soja submetidas a estresse por aluminio, ressaltando o

papel importante na tolerancia a este tipo de estresse (Zhen et al.,, 2007).

Fumarylacetoacetase

A proteina Fumarylacetoacetase(spot 135) foi encontrada somente nas
condi¢des de déficit hidrico(Figura 4 e Tabela 3). Uma enzima importante no
catabolismo da tirosina, produzindo o metabolito fumarato do ciclo de krebs,
também chamada de fumarylacetato hidrolase. Foi demonstrado em sementes de
arabidopsis que sua expressdo é aumentada durante a fase de dissecacao da
semente na germinacdo (Fait et al, 2006). Em outro trabalho com Arabidopsis, foi
demonstrado que a fumarylacetato hidrolase interage diretamente com proteinas
kinases, sendo que o mutante para o gene da proteina kinase (AtMKK1) aumenta a
tolerdancia ao estresse salino (Conroy et al, 2013). Soares (2008), utilizando
eletroforese bidimensional, mostrou mapas de proteinas diferencialmente
expressas em raizes de Coffea canephora sob condi¢des de déficit hidrico, onde foi

verificado o aumento na expressdo de enzimas glicoliticas e do Ciclo de Krebs,
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evidenciando o papel da respiracdo como mecanismo de drenagem de excesso de
poder redutor associado com a reducao da fotossintese liquida sob condi¢cdes de
estresse.

0 modo ciclico do ciclo de Krebs fornece energia transferida a partir de
cadeias carbonicas de substratos da respiracdo para formar ATP. Porém, estudos
de modelos de fluxos no ciclo de Krebs mostram que o modelo ciclico nem sempre
é utilizado, dando destaque aos fluxos ndo-ciclicos em varios situacdes (Sweetlove
et al, 2010). O aumento desta enzima estd relacionado ao aumento do
intermedidrio fumarato, que teria sua formacdao reduzida a partir do 2-
oxoglutarato, uma vez que pode estar ocorrendo um ciclo ndo-ciclico onde o
metabolismo do acido carboxilico estaria deslocado principalmente para fornecer
esqueletos de carbono para a assimilacdo de nitrogénio a partir do acetyl-CoA até
2-oxoglutarato. Proposta esta que teria uma ligacdo com o aumento no conteudo
de proteinas nas sementes, uma vez que as raizes estariam deslocando reagdes

nao-ciclicas para a assimilacao de nitrogénio.

Inibidor subtilisin da a-amilase

O inibidor subtilisin da a-amilase (spot 132) foi detectado em raizes somente
nas condi¢coes de déficit hidrico (Figura 4 e Tabela 3). Os inibidores proteicos de
enzimas ativas do metabolismo de carboidratos ocorrem naturalmente em plantas,
e estdo envolvidos em varias fun¢des no metabolismo, e entre elas a defesa. As a-
amilases (EC 3.2.1.1) sdo enzimas monoméricas que catalisam a hidrolise de
ligagdes glicosidicas em moléculas de amido e outros polissacarideos e
oligossacarideos relacionados, liberando malto-oligossacarideos e glicose na forma
a-anomérica. Gonzalez e colaboradores (1995) mostraram que a exposicao de
raizes de soja as condicoes de déficit hidrico resultava no aumento do contetido de
sacarose nos nédulos, porém o conteddo de amido diminuia significativamente
(Gonzalez et al,, 1995). Mesquita (2013) trabalhando com a resposta diferencial de
genotipos de soja frente as condi¢des de déficit hidrico ndo observou alteragdes no
conteudo de amido em raizes sob diferentes niveis de estresse. Esta proteina
inibidora da enzima a-amilase detectada somente em condi¢cdes de déficit hidrico
em meu trabalho reflete uma reducdo da atividade da enzima a-amilase e, logo,

uma manuten¢ao na quantidade de amido, corroborando com os resultados acima.
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Tabela 4. Identificacdo por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF-
TOF (AB SCIEX TOF/TOF™ 5800 System) das proteinas diferencialmente
expressas em folhas e raizes do gendtipo Suprema submetida as condi¢des
de déficit hidrico no periodo reprodutivo (R4-R5).

Spot

Orgéo

Proteina identificada® GI®

Id glyma

Espécie

PIMW
tedrico

experimental

Cobertura ©
|9 (%)

Peptideos identificados

1

5

6

7

8

9

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

HSP 70 KDa- cloroplastidica

ATP sintase cloroplastidica - subunidade alfa

ATP sintase cloroplastidica - subunidade alfa

ATP sintase - subunidade beta CF1

Transcetolase cloroplastidica

356559803

356544122

356544122

83595727

356576867

Ribulose-1 ,5-bifosfatt

Glutamina sintetase 2

Fosfoglicerato cinase cloroplastidica

Fosfoglicerato cinase cloroplastidica

ativase -

356555606

366557028

366557028

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

5.2/73755 4.65/88423

5.2/55738 5.04/65053

5.2/55738 5.12/64352

5.3/533755 5.45/62631

6.0/80079 5.97/94383

6.0/47436 5.16/46487

6.7/47692 5.53/48635

7.8/50067 5.61/45408

7.8/50067 5.61/45408

3.77%

7.25%

15.30%

29.70%

6.62%

9.98%

25.20%

33.30%

39.10%

DLDEVILVGGSTR
QFAAEEISAQVLR

EAYPGDVFYLHSR
HTLIYDDLSK
IAQIPVSEAYLGR

ASSVAQVVNTLQER
EAYPGDVFYLHSR
HTLIYDDLSK
IAQIPVSEAYLGR
IVNTGTVLQVGDGIAR
TFTGEAEVLLK

AHGGVSVFGGVGER
DTVGQQINVTCEVQQLLGNNR
FVQAGSEVSALLGR
GMEVIDTGAALSVPVGGATLGR
IFNVLGEPIDNLGPVDTR
IGLFGGAGVGK

LAIFETGIK

SAPAFIQLDTK
VALVYGQMNEPPGAR
VGLTALTMAEYFR

AITGELPAGWEK
FEALGWHVIWVK
LTQLPGTSIEGVEK
NGNTGYDEIR

GLAYDISDDQQDITR
LVDTFPGQSIDFFGALR
VPLILGIWGGK

AAEIFSNPK

AILNLSLR

DHISAYGEGNER
GGNNILVICDSYTPQGEPIPTNKR
HETASINTFSWGVANR
HKDHISAYGEGNER
IIAEYIWIGGTGIDVR
VQAEVPWYGIEQEYTLLQTNVK

ADLNVPLDDNQNITDDTR
AQGLSVGSSLVEEDKLDLATSLLAK
ELDYLVGAVSSPK
GVSLLLPSDVVIADK
LASLADLFVNDAFGTAHR
LVASLPDGGVLLLENVR
RPFAAIVGGSK
VVPASAIPDGWMGLDIGPDSVK
YLKPSVAGFLLQK

YSLAPLVPR

ADLNVPLDDNQNITDDTR
AQGLSVGSSLVEEDKLDLATSLLAK
ELDYLVGAVSSPK
GVSLLLPSDVVIADK
GVTTIGGGDSVAAVEK
LASLADLFVNDAFGTAHR
LSELIGIQVVK
LVASLPDGGVLLLENVR
RPFAAIVGGSK
VVPASAIPDGWMGLDIGPDSVK
YLKPSVAGFLLQK
YSLAPLVPR
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Spot

Orgéo

Proteina identificada®

GI®

Espécie

tedrico

PUIMW
experimental

|(U)

Cobertura ©
(%)

Peptideos identificados

10

"

23

24

25

28

29

30

31

33

67

69

75

76

78

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

Glutamina sintetase 2

Gli ido-3-Fosfato desidrogenase A,

NADPH:Quinona oxidoredutase, cloroplastidica

unknown

Ferrodoxina-NADP redutase 1 -

Fibrilina (plastid-lipid-associated protein, cloroplastidica)

Fibrilina (plastid-lipid-associated protein, cloroplastidica)

Oxygen-evolving enhancer protein 2 - cloropléstidica

L-ascorbato peroxidase 2

Anidrase Carbonica 1 - cloroplastidica

Proteina Lhc3 (sistema de coleta de Luz do Fotossistema)

Metaloendoproteinase

Dehidrina /LEA-2 (Late embryogenesis abundant)

Dehidrina /LEA-2 (Late embryogenesis abundant)

2-Cys peroxiredoxin (BAST) - clor

sHSP 18.5 kDa

Lipoxigenase 9S

Lipoxigenase 9S

uncharacterized protein LOC100527855 HSP small
sHSP 18.5 kDa

Flavoproteina wrbA

351723245

356561064

363808268

255637547

356559282

356555702

356555702

356567470

351726325

356571334

356554088

351724817

359807014

359807014

356500615

351721881

351726848

351726848

351721734

351721881

356549433

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max
Glycine max

Glycine max

6.7/47693

7.6/43203

6.7/34510

5.6/33928

8.0/40571

5.7/33295

5.7/33295

7.7/28435

5.6/27126

6.6/35445

8.6/29809

6.3/34045

4.7/34364

4.7/34364

6.0/28512

5.8/18503

5.9/96810

5.9/96810

5.5/17437

5.8/18503

6.0/21689

5.82/49165

6.64/48899

6.44/40099

5.75/39497

5.71/37355

4.46/33986

4.69/33508

5.39/27511

5.99/31038

6.29/30142

6.35/28252

6.40/23017

4.45/38140

4.52/38123

4.53/25185

5.68/19708

6.05/97000

6.20/97000

5.41/17936

5.80/19818

6.41/24751

3.70%

28.80%

31.00%

11.00%

12.40%

10.80%

3.59%

12.80%

5.60%

15.50%

18.10%

5.57%

7.37%

8.97%

9.40%

20.50%

4.40%

13.40%

12.40%

11.20%

21.80%

IIAEYIWIGGTGIDVR

DLGIDLVIEGTGVFVDR
DSPLDVIAINDTGGVK
ESADNELQGILSVCDEPLVSVDFR
KTFAEEVNAAFR

NPANLPWK

TFAEEVNAAFR
VIAWYDNEWGYSQR
YDSILGTFDADVKPVGSDIISVDGK

AWTYSEYGK
FDVVYDTVGQTEQAFK
LNPYFESGK
NLGADWPIDYTK
SILVLGGAGGVGTHVIQLAK
SPFPFSQTVEAFAHLETNR
VIGSLAEYTAAEER

GLGVNLVLGDLYDHQSLVSAIK
ILFIGGTGYIGK

DGIDWTEYKR
DPNATIMLGTGTGIAPFR
LYSIASSAIGDFGDSK

GDGGSVFVLIK
IPISNSNAQSWLLTTYLDEELR

ALVDSFYGTDR

EVEYPGQVLR
QYYSLTVLTR
TNTDFLSYNGNGFK

LAWHSAGTYDVSSK

EAVNVSLGNLLTYPFVR
VCPSHVLDFQPGEAFVVR
YAGTGAAVEYAVLHLK

AGLIPQETALPWFR
QYFLGLEK
WLAYGEINGR
YAMLGAVGAIAPEILGK

WQAGTTQLTYAFSPEPR

IPLTLIFDDIR
VDLIVDVPVFGR

FSFEETVAILHLK
NTYDDIKPGSIIPYR

SYGVLIPDQGIALR

DFPFPNTLSSASFPEFSR
VQIEDDKVLQISGER

HASDEIYLGER
SGWMTDEEFAR
TDGENVLQFPPPHVAK

EVIAGVNPNVIR
HASDEIYLGER
LEDIPNHGTIEFVCNSWVYNFR
LFILDYQDAFIPYLTR
SGWMTDEEFAR
TDGENVLQFPPPHVAK
TDPNSEKPGEVYVPR
TGPVQLPYTLLHR
DFPFPTSLSAENSAFVSTR

DFPFPNTLSSASFPEFSR
LWQVPETLSEEVLVK

QPSDLELAQAFHQGK
VYIVYYSTYGHIEK

48



Spot

Orgao

Proteina identificada®

GI{D)

Espécie

teorico ©

P/IMW
experimental ¥

Cobertura ©
(%)

Peptideos identificados

79

80

82

84

86

87

90

91

92

9%

98

99

100

101

103

105

107

108

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

raiz

Chalcona isomerase

14582263

Proteina de reserva vegetativa - VSPP (Precursor da Glicoproteina de 31 K 359806656

Isoflavona redutase

Chalcona flavonona isomerase 1B-1

HSP 70 KDa - cloroplastidica

HSP 70 KDa - cloroplastidica

n

li i dente da 2,3-bi

Alcool desidrogenase

Isoflavona redutase

Peroxidase 54kDa (classe Ill)

Flavoproteina wrbA

Proteina de reserva vegetativa - VSPP (Precursor da Glicoproteina de 31 K

uncharacterized protein LOC100305867

uncharacterized protein LOC100305867

sHSP 18.5 KDa

Glutationa S-transferase

Anidrase carbonica y

Quinona oxidoredutase

356538212

351723101

356559803

356559803

356568270

356552775

356538212

356555869

356549433

359806656

351726932

351726932

351721881

351720934

359807119

363808268

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

6.2/23265

6.7/29281

5.5/35572

5.3/25028

5.2/73755

5.2/73755

5.6/60838

6.1/40833

5.5/35572

7.6/39092

6.0/21689

6.7/29281

4716533

4.7/16533

5.8/18503

5.6/25726

5.8/29608

6.7/34510

6.51/26662

6.45/29265

5.48/41506

5.34/27745

4.37/18355

4.88/85666

5.73/76487

6.25/47141

5.9/40861

6.47/61704

6.13/24862

6.22/29177

4.6/16762

4.47/17076

5.8/19788

5.71/27208

6.58/30632

6.49/38937

56.40%

14.60%

13.50%

27.00%

1.89%

3.77%

18.10%

8.68%

16.70%

8.94%

21.80%

26.80%

42.40%

37.30%

10.70%

7.69%

34.50%

AVSAAVLETMIGEHAVSPDLK
DIISGPFEK

FTGIGVYLEDK
ILPLAGAEYSK
NVNFAPGASVFYR
QSPDGILGLSFSEDATIPEK
SVGTYGDAEAAAIEK
TSEELVHTLHFYR
TYFLGGAGER

IVGIIGDQWSDLLGDHR
TIPEECVEPTKDYINGEQFR

ETSFPNNYLLALYHSQQIK
FFPSEFGLDVDR
ILVLGPTGAIGR
FTGIGVYLEDK
GLNIQEEFVK

NAFKDQNFPPGSTVFYK
SAAELLDSLDFYR
SYFLGGAGVR

DLDEVILVGGSTR

DLDEVILVGGSTR
QFAAEEISAQVLR

ALEYENFDK

ALEYENFDKFDR
FGHVTFFWNGNR
GWDAQVLGEAPYK
IQILTSHTLEPVPIAIGGPGLAPGVR
LPSHYLVSPPEIDR
TSGEYLVYNGIR
YAGMLEYDGELK

FGVNEFVNPK
FITHTVPFSEINK
GTFYGNYKPR

AGNPTFILVR
FFPSEFGLDVDR
HIVWASLK
NLAQIDITVPPR
QVDWVICSFGR

FDSNYYSNLQLANGLLR
MSIIEVLTGSQGEIR
LWQVPETLSEEVLVK
QPSDLELAQAFHQGK
VYIVYYSTYGHIEK

DYINGEQFR
IVGIIGDQWSDLLGDHR

LAVEAHNIR

LPNPMYYIE
TIPEECVEPTKDYINGEQFR
TVNQQAFFYASER

DDAPLSDAVR
GAFAFDEENSSTVAPATLYK
IGAIQTIEIVEGNGGPGTVK
ITASEGDQTSFVLQK
KITASEGDQTSFVLQK

DFPFPNTLSSASFPEFSR
EDKNDTWHR
ENSAFVSTR
ETPEAHVFK

VLQISGER
VQIEDDKVLQISGER

NNPILPSDPYQR
WSQEFVNHPIVK

AIYSVGNWIR
GSSIWYGWLR
AWTYSEYGK
FDVVYDTVGQTEQAFK
FNQSVALPEVK
LNPYFESGK

NLGADWPIDYTK
SILVLGGAGGVGTHVIQLAK
SPFPFSQTVEAFAHLETNR
VIGSLAEYTAAEER
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PIMW Cobertura ©

Soot Oradio L " (a) (6} Espécie
D g Proteina identificada Gl P experimental (%)

1 Peptideos identificados
tedrico

110 raiz  Peroxidase 54kDa (classe Ill) 356555869 Glycine max 7.6/39092 6.48/61212 8.94% FDSNYYSNLQLQNGLLR
MSIEVLTGSQGEIR

112 raiz  HSP18.2KDa 356496106 Glycine max 5.6/16373 5.46/19039 1.34% RLCQIEDAK

113 raiz  3R-Hidromirystoil - ACP desidratase 356558645 Glycine max 9.4/24486  6.02/21221 3.59% FPFLLVDR
FPFLLVDR

117 raiz  ATPsintase - cadeia delta 351734514 Glycine max 5.2/19924 5.17/21645 29.80% AFDEVNSQLQTK
FSQEPEPIDWDYYR
FVDTVTPQYKPK
LSTMTADEYFEK

119 raiz LOC100500621 351720849 Glycine max 5.1/20481 5.48/24452 7.63% GDAIVEYDVFVNHY

120 raiz  Ferritina 4 - cloroplastidica 351724189 Glycine max 5.6/27559 5.63/27820 35.60% ALTGVIFEPFEEVK
ALTGVIFEPFEEVKK
ELDLVPTVPQASLAR
ISEYVAQLR
LLNLHSVATK
LQSIVMPLSDFDHADK
NGDVQLADFVETEYLGEQVEAKK

125 raiz  Proteina 14-3-3 A 351720808 Glycine max 4.7/29064 4.68/32110 37.00% DNLTLWTSDITDDAGDEIK
DSTLIMQLLR
IISSIEQK
QAFDEAISELDTLGEESYK
SAQDIALADLAPTHPIR
TVEVEELTVEER
YEEMVEFMEK

126 raiz  Proteina 14-3-3 356552916 Glycine max 4.7/29283 4.67/33572 46.70% AAQDIANTELPPTHPIR
DNLTLWTSDMQDDGADEIK
DSTLIMQLLR
GNEDHVAVIR
IEAELSNICDGILK
IISSIEQK
QAFDEAIAELDTLGEESYK
VSASAESEELTVEER
YEEMVEFMEK

127 raiz  Proteina 14-3-3C 351721599 Glycine max 4.8/29250 4.90/35101 15.10% DSTLIMQLLR
LNVELTVEER
QAFDEAISELDTLSEESYK

128 raiz Fator de elongagéo 1B (EF1BB ) 351724085 Glycine max 4.6/24328 4.52/35101 25.90% LVPVGYGIK
VYGAVLEKPGDSFPNAAK
VYVSGDQFTK
WYEVVSSQLAASFPGNAQGVR

130 raiz  Fator de elongagdo 15 (EF1BB ) 356516563 Glycine max 4.4/25032 4.39/36018 37.40% AAVAEDDDDDDVDLFGEETEEEK
DDLTVYAALPTAPSDEYGNVSR
KLDEYLLPR
LDEYLLPR
LVPVGYGIK
SVQMEGLLWGASK
SYITGYQATK

131 raiz  6-Deoxychalcona sintase (dependente de NAD(P)H) 356568945 Glycine max 6.1/35137 6.59/36018 38.40% DQLFITTK
GITVTAFSPLR
GPTKPLLDDLWDEE
GVWGSMEECQR
LLSFATIPPAVNQVEVNLGWQQQK
LWVTDNHAHTILPALQK
TAAQICLR
VVYPIEVSEIVEFDMK
WLYEQGLTFVVK

132 raiz Inibidor subtilisin da a-amilase 356556646 Glycine max 4.8/23537 4.55/20748 30.60% DETTGSYGNYFR
FICGTGGILR
IVETENVGIYNIQWCPTEVCPTCR
VAFDEVSTTCVQSTEWR

135 raiz  Fumarilacetoacetato hidrolase 356555724 Glycine max 5.8/45822 5.92/53723 2.85% GPQTPVLDNWYR

137 raiz  ATP sintase mitocondrial - subunidade Beta 356575611 Glycine max 5.8/59847 5.27/61568 2.33% VGLTGLTVAEHFR

(a) identificagdo putative através do MASCOT MS/MS lon search;

(b) GenlInfo Identifier (GI) - nimero de acesso no National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/);
(c) ponto isoelétrico e massa tedrica determinada no Protein Prospector (http://prospector.ucsf.edu/)
(d) ponto isoelétrico e massa experimental determinada pelo Image master 2D Platinum ;

(e) porcentagem de cobertura obtida no software Scaffold (Proteome Software, Inc., Portugal, OR).
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Analise da expressdo génica relativa em folhas e raizes por PCR quantitativo
em tempo real (RT-PCR)

Para investigar mudangas na expressdo génica em nivel de mRNA, foi
realizado um PCR quantitativo em tempo real utilizando folhas e raizes submetidas
as condig¢oes de déficit hidrico (Figura 5 e 6). Foram analisados quinze genes em
folhas e oito genes em raizes do genétipo de soja Suprema, em que a abundancia de
transcritos medida pelo PCR quantitativo em tempo real foi similar na maioria dos
casos a abundancia relativa observada nas andlises protedmicas para folhas e
raizes (Tabela 3). Esta similaridade ndo foi observada em folhas para as 6
proteinas seguintes: quinona oxidoredutase, abscisic stress ripening, Aldo-ceto
redutase, LEA-2, glutamina sintetase e anidrase carbonica (Figura 3 e 5). Em raizes,
em apenas duas proteinas, peroxidase 54 e 3R-Hidromirystoil ACP desidratase,
nao foi observado tal similariedade (Figura 4 e 6).

Em folhas, todos genes analisados apresentaram uma reducdo na expressao
em condi¢des de déficit hidrico, com excecao do gene ASR1 que apresentou um
aumento nestas condi¢des (Figura 5). Em raizes, os genes isoflavona redutase,
flavoproteina WrbA, peroxidase 54, hidromyristoil-ACP desidratase e
fosfoglicerato mutase apresentaram uma redugdo sob condi¢des de déficit hidrico.
Os genes das proteinas Ferritina-4 e inibidor da a-amilase mostraram um aumento
na expressao nestas mesmas condi¢des (Figura 6).

Os meus resultados mostraram que ja esta ocorrendo uma repressao em
nivel transcricional de genes que participam das etapas da fotossintese - reacdes
nos fotossintemas e ciclo de Calvin-Benson - como as proteinas rieske, LHC3, OEEZ2,
FNR, NADPH quinona oxidoredutase, 3-GPD, TK, e anidrase carbdnica, como
relatado também por outros trabalhos (Chaves et al., 2008; Sun et al., 2006). A
reducdo no transporte de elétrons também foi observado em analises fisioldgicas
(Tabela 2) e tem relacdo com a reducdo na expressio NADPH quinona

oxidoredutase (Figura 5).
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A funcdo molecular atribuida a proteina ASR, que teve sua expressao
aumentada em nivel transcricional (Figura 5), tem sido a de regulador
transcricional do transportador de glicose, participando de uma cross-talk entre a
sinaliza¢do de agucares e ABA (Cakir et al., 2003; Carrari et al., 2004). Os genes ASR
estdo envolvidos em respostas de plantas aos extresses ambientais, e tem,
tipicamente, sua expressao aumentada em respota ao ABA e estresses abioticos
(Jeanneau et al,, 2002; Cakir et al., 2003; Yang et al., 2005). O baixo peso molecular
e a alta hidrofobicidade das proteinas ASRs tornan estas proteinas candidatas a
funcao de protecdo de outras proteinas, semelhante as proteinas LEA, além disso a
localizacdo nuclear preferencial e a interacdo direta com o DNA sugerem sua acao
como reguladores transcricionais (Maskin et al., 2001; Wang et al., 2003; Carrari et
al,, 2004).

Duas isoformas de Glutamina sintetase, a GS1 localizada no citossol e a GS2,
no cloroplasto (Edwards et al., 1990) sdo presentes em plantas, sendo que meus
resultados observaram a redug¢do na expressao de apenas uma isoforma (Figura 5)
As analises protedmicas detectaram duas isoformas desta proteina, sendo que na
primeira (spot 7) foi observado um aumento na porcentagem em volume, ja na
segunda foi observado uma redugdo (spot 10), ambas frente as condi¢coes de déficit
hidrico (Figura 3 e Tabela 3). Ressalta-se portanto, que a reducdo na expressao
deste transcrito pode ser relacionada com a redu¢do na expressao da isoforma GS2
em analises protedmicas (Figura 3 e Figura 5), e com a regulacdo negativa do
consumo de energia frente as condi¢des de déficit hidrico.

Os resultados onde a expressdo de um gene nas analises por PCR
quantitativo em tempo real ndo segue o padrdo observado na expressdo deste
mesmo gene em andlises protedmicas podem ser explicados por algum tipo de
regulacdo traducional ou poés-traducional, variacdes isoenzimaticas, eventos de
splicing alternativo. Os resultados desta andlise mostram que as mudangas em
nivel transcricional nem sempre correspondem as mudanc¢as em nivel de
proteinas, como relatado por outros trabalhos (Gygi et al., 1999;Tian et al., 2004;
Mackay et al., 2004; Piquet et al., 2009; Schwanhausser et al., 2011; Fernie; Stitt,
2012).
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Figura 5. Anadlise da expressiao génica relativa por PCR quantitativo em
tempo real (RT-PCR) em folhas do genétipo Suprema submetidas as
condicoes de déficit hidrico no estagio reprodutivo (R4-R5). *Estatisticamente
significativas segundo t-test de Student’s(p<0.05).SMEP1(metaloendoproteinase);
Rieske (Complexo do Citocromo b6f); LHC3 (proteina do sistema de coleta de Luz
do Fotossistema); NQO1(Quinona oxidoredutase); ASR (abscisic stress ripening
protein); AKR (Aldo-ceto redutase); FGK (Fosfoglicerato cinase); 3-GPD
(gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase); LEA2 (Deidrina); APX (Ascorbato
peroxidase); GS (Glutamina sintetase); TK (Trancetolase); OEE2 (Complexo de
evolucdo do oxigénio 2); FNR (Ferrodoxina NADP redutase); CA (Anidrase
carbonica).
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Figura 6. Analise da expressiao génica relativa por PCR quantitativo em
tempo real (RT-PCR) em raizes do genétipo Suprema submetidas as
condicoes de déficit hidrico no estagio reprodutivo (R4-R5). *Estatisticamente
significativas segundo t-test de Student’s. (p<0.05). FER-4 (Ferritina 4); IFR
(Isoflavona redutase); WrbA (flavoproteina WrbA); PX-54 (peroxidase);
[SaA(Inibidor Subtilisin da a-amilase); ACPD (3R-Hidromirystoil - ACP
desidratase); PGM(Fosfoglicerato mutase independente da 2,3-bifosfoglicetato).
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Analise do conteuido de 6leo e proteina por espectroscopia de infravermelho
préoximo com transformada de Fourier (FT-NIR)

O desenvolvimento da semente inicia com o estidgio de embriogénese no
qual o embrido maduro desenvolve a partir de uma célula fertilizada e por uma
série de processos que é chamado de morfogénese. Apds a morfogénese, o
desenvolvimento das sementes entra na fase de maturagdo, que também é
denominado o periodo de acumulacdo de reservas, e essencialmente inclui a
reorganizacdo do metabolismo de sintese e armazenamento de compostos como
amido, proteina e 6leo. Apés o periodo de acimulo de reservas as sementes entram
no periodo final de matura¢do, onde a semente passa por um periodo de
desidratacao ou dessecacao (Brown, 1985). Uma meta-analise realizada por
Rotundo & Westgate (2009) mostrou que o estresse hidrico durante o enchimento
do grao aumentava a concentracao de proteina, e diminuia a concentracao de 6leo.

Através da analise do conteuido de 6leo e proteina por espectroscopia de
infravermelho préximo com transformada de Fourier (FT-NIR) verificamos uma
reducdo no conteddo de 6leo e um aumento no contetido de proteina em sementes
do gendtipo suprema quando submetido as condi¢cdes de déficit hidrico (Figura 7).

Rotundo & Westgate (2010) discutem sobre duas hipoéteses
complementares que podem explicar este fato. Uma possibilidade é que em
condi¢cdes de estresse hidrico a remobilizacdo de nitrogénio das folhas e das
paredes das vagens aumentaria a disponibilizacdo de nitrogénio, aumentando a
taxa de acumulacdo de proteinas nas sementes compensando as baixas taxas de
acumulacdo de 6leo. Nas analises protedmicas realizadas, os resultados mostram
uma concordancia com os resultados de conteudo 6leo e proteina nas sementes
(Tabela 3). Nestas analises, pode-se verificar que proteinas relacionadas com o
acumulo, remobilizacdo ou reassimilacdo de nitrogénio tiveram um aumento na
expressdo, como a proteina glutamina sintetq3e, P¥&Reina 14 -3-3,
Fumarylacetoacetase, determinando um menor impacto do estresse no conteudo
final de proteina nas sementes. Por outro lado, a reducao de 1/3 nos valores de
fotossintese liquida em plantas nao-irrigadas quando comparadas as plantas
irrigadas (Tabela 2), e ainda a reducao na expressao de proteinas relacionadas com
a metabolismo de carbono verificadas em analises protedmicas e transcriptémicas

(Tabela 3, Figuras 5 e 6) mostram que a imposicdo do déficit hidrico resulta nas
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baixas taxas de Oleo nas sementes, uma vez que este processo € altamente
dependente daquele metabolismo.

Os meus resultados sugerem mudan¢as compensatorias na razdo fonte-
dreno uma vez que em analises fisioldgicas, protedmicas e transcriptomicas de
folhas e raizes observou-se alteracdo no metabolismo de carboidratos, na
fotossintese e no metabolismo de nitrogénio, e na expressdo de proteinas

envolvidas nesses processos apds a aplicacao do déficit hidrico.

100 -
E Irrigada

80 -
) B Nao-irrigada
> g
L
E 60 -
O
=1
4] *
=
Q 40 T
g *
[=]
=9

20 -

0

Proteina Oleo

Figura 7. Andlise do conteudo de é6leo e proteina por espectroscopia de
infravermelho préximo com transformada de Fourier (FT-NIR) em sementes
maduras (R8) do genétipo Suprema submetidas as condicoes de déficit
hidrico. Estatisticamente significativas segundo t-test de Student’s. (p<0.05).
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CONCLUSOES

Neste trabalho, as condi¢des de déficit hidrico aplicadas durante o estagio
reprodutivo nas plantas de soja foi suficiente para que ocorressem alteragdes
fisioldgicas que determinaram mudangas no contetido de dleo e de proteinas nas
sementes maduras do genotipo suprema.

Foi verificado, que além de limitacdes estomaticas, evidenciadas pela redugédo
na condutidncia estomadtica, limitacdes bioquimicas que afetam a fixacdo de
carbono também estariam ocorrendo e foram confirmadas a partir da reducdo na
expressao de proteinas envolvidas nas reagdes nos fotossintemas e ciclo de Calvin-
Benson, como as do complexo do citocromo b6f, complexo coletor de luz 3 (LHC3),
complexo de evolugdo do oxigénio 2 (OEE2), ATP sintase cloroplastidica, rubisco
ativase, ferrodoxina NADP redutase, NADPH quinona oxidoredutase, 3-
gliceraldeido fosfato desidrogenase, transcetolase, anidrase carbonica,
fosfoglicerato mutase, fosfoglicerato cinase. Sendo assim, a reducdao de varias
enzimas envolvidas no metabolismo de carbono observadas em resposta ao déficit
hidrico em folhas, podem ser relacionadas com a redu¢ao no contetido de 6leo nas
sementes, uma vez que este processo ¢é altamente dependente daquele
metabolismo.

Nas raizes, evidéncias da utilizacdo de fluxos nao-ciclicos, com aumento na
expressdo da proteina Fumarylacetoacetase, mostram um deslocamento de
intermediarios do metabolismo do acido carboxilico para a assimilacdo de
nitrogénio a partir do acetyl-CoA até 2-oxoglutarato. E ainda, com aumento da
expressao da anidrase carbonica e ATP sintase mitocondrial, uma contribuicao da
respiracdo com fonte de ATP respiratério em condi¢des de estresse hidrico, para
compensar as baixas taxas de producao de ATP nos cloroplastos. E também,
alteracdo na expressdo de proteinas relacionadas com o metabolismo de
nitrogénio em folhas e raizes como a glutamina sintetase, proteina 14-3-3, Vspf3
também estdo relacionadas com a remobilizacao de nitrogénio, aumentando assim
0 nitrogénio disponivel, explicando o aumento no contetido de proteinas nas
sementes.

A reducdo de enzimas associadas a via dos fenilpropanoides como as
isoflavonas redutases, chalconas isomerases e deoxichalconas isomerases pode

estar relacionada com a regulacdo negativa do metabolismo de carboidratos, e
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assim uma reducao na sintese de metabolitos secundarios. E ainda, estas enzimas
também estdo relacionadas com o mecanismo de nodulagao radicular.

Evidéncias da regulacao hormonal pelo acido jasmoénico foram observadas
através do aumento da expressdo diferencial de fibrilinas e lipoxigenases. A
alteracdo na expressao das enzimas peroxidases, glutamina s-transferase, 2-cys
peroxidase, ascorbato peroxidase, dehidrinas, HSPs, Ferritina e fatores de
elongacdo mostraram mecanismos gerados pela planta para a detoxificacdao
celular, prevencao da peroxidacdo gerada pelas espécies reativas de oxigénio,
sintese de proteinas.

Nas andlises de PCR quantitativo em tempo real, onde ndo se encontra o
mesmo padrdo de expressao que em andlises protedmicas, mostram a ocorréncia
de regulacdo traducional ou pds-traducional, variagdes isoenzimaticas ou eventos
de splicing alternativo.

Os meus resultados sugerem mudangas compensatdrias na razdo fonte-dreno
uma vez que em analises fisiologicas, protedmicas e transcriptomicas de folhas e
raizes observou-se alteracao no metabolismo de carboidratos, na fotossintese e no
metabolismo de nitrogénio, e na expressiao de proteinas envolvidas nesses
processos apoés a aplicacdo do déficit hidrico contribuindo para as alteracoes nos

conteudos de 6leo de proteinas nas sementes.
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CAPITULO 2

EFEITO DO DEFICIT HiDRICO EM PLANTAS DE SOJA DURANTE O
ESTAGIO REPRODUTIVO

INTRODUCAO

A producdo da soja estd entre uma das principais alavancas do agronegocio
brasileiro contribuindo para o desenvolvendo econémico do pais. Oferece uma
fonte estavel de materiais para industria de alimentos e ndo alimenticias, existindo
assim uma grande demanda por variedades de soja com alto conteddo de
proteina/dleo nas sementes para suprir o mercado (Hilton et al., 2013).

Desde a década de 1980, o Programa de Melhoramento da Qualidade e do
Sabor da Soja do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria da
Universidade Federal de Vigosa vem trabalhando no desenvolvimento de
cultivares de soja mais adequadas para uso na agroindustria. No entanto, com o
crescente interesse no uso da soja como fonte de Oleo para a producao de
biodiesel, o referido programa tem também orientado os seus esforcos para a
criacdo de cultivares de soja com elevado contetido de 6leo e com composicao
modificada de acidos graxos. Entretanto, o conteddo total de dleo e proteina
parece ser bastante afetado por fatores ambientais.

As plantas estdo submetidas a uma série de estresses abioticos e bidticos que
afetam seu crescimento e desenvolvimento. Os efeitos de varios fatores
ambientais interferem com a desenvolvimento das plantas, e a restricdo por agua é
um dos principais fatores que contribuem para o insucesso da produg¢do de soja
(Lisar et al, 2012; Wang, 2003). Porquanto, o déficit hidrico pode afetar a
utilizacdo de carboidratos, por alterar a eficiéncia com que os fotoassimilados sao
convertidos para o desenvolvimento de partes novas na planta (Talor, 1983).

O presente trabalho teve por objetivo auxiliar os trabalhos de melhoramento
genético para conteudo de dleo e proteina utilizando principalmente a prote6mica

diferencial como instrumento para uma melhor compreensdo dos processos
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envolvidos no acimulo diferencial destes componentes nas sementes sob

condicdes de déficit hidrico.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal, condi¢des de cultivo e delineamento experimental

Foi utilizada a variedade UFVTN105-AP da espécie Glycine max, obtida pelo
Programa de melhoramento da UFV, possui 15,90% de 6leo e 45,25% de proteina,
tendo grupo de maturacdo semi-tardio, e crescimento determinado. As plantas
utilizadas nos experimentos de déficit hidrico foram cultivadas em casa de
vegetacdo do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da
Universidade Federal de Vigosa, contendo sistema de monitoramento de
temperatura. As sementes foram plantadas em vasos de 5 litros preenchidos com
4,5 kg de solo, esterco e areia, na propor¢ao de 3:1:1 (v/v/v), adicionado a estes a
mistura NPK 4:14:8, super simples, calcario e cloreto de potassio. Apos 10 dias de
germinacdo as plantulas foram irrigadas com solu¢do de inoculagdo 20 mL/L (v/v)
com bactéria especifica para a soja, denominada Bradyrizobium japonicum. As plantas
receberam irrigacdo continua na capacidade de campo até a aplicacdo do estresse
hidrico. O estresse hidrico foi imposto no periodo de desenvolvimento reprodutivo,
na passagem do periodo R4 para o periodo R5. O estdgio R4 caracteriza-se pela
frutificagdo plena, onde a maioria das vagens no terco superior da haste principal esta
com comprimento de 2 a 4 cm. O estagio R5 se caracteriza pelo inicio da formagdo da
semente ou inicio da granagao, ou seja, a partir deste estagio torna-se perceptivel ao
tato ou a visdo o preenchimento das vagens (enchimento dos graos) através do
acumulo progressivo de matéria seca na forma de graos. A fase R5 esta subdividida
em cinco etapas de acordo com classificagdo da empresa Stoller®.

As plantas foram avaliadas em condi¢cdes de plena irrigacdo (controle,
capacidade de campo maxima do solo) ou submetidas ao déficit hidrico, imposto
pela manutencdo de 40% de dgua disponivel no solo, sendo o potencial hidrico na
antemanhd (Wam) medido diariamente para acompanhar a situagdo de estresse
nestas plantas. Foram realizadas medi¢des do potencial hidrico (antemanha),
trocas gasosas (taxas fotossintética e da condutdncia estomatica) e parametros da
fluorescéncia em folhas no intervalo de trés dias. Amostras de folha e raiz foram

coletadas ao final do periodo de estresse, e imediatamente armazenadas em

79



nitrogénio liquido a -80 °C para posteriores analises. Foram plantadas 20 plantas
sendo estas divididas em 10 plantas submetidas ao tratamento e 10 plantas
submetidas a situa¢do controle. Destas 10 plantas, 5 foram destinadas a coleta de
folha e raizes no final no estresse hidrico de -1,5 MPa. As outras 5 plantas, apds o
déficit hidrico de -1,5 MPa, foram re-irrigadas e acompanhadas até o final do
desenvolvimento reprodutivo (maturidade fisiolégica) para a coleta das sementes

maduras (R8).

Andlises fisiologicas

O potencial hidrico foliar 1) foi determinado em folhas completamente
expandidas, por meio de uma bomba de pressao do tipo Scholander, na antemanh3,
conforme descrito por DaMatta et al. (1997). A medida de condutancia estomatica
ao vapor de agua (gs) foi determinada em sistema aberto, sob luz saturante, por
volta das 08:00 h, com um analisador de gases a infravermelho portatil (LCA-4,
ADC, Hoddesdon, Reino Unido). A taxa de assimilacdo liquida de carbono (A4) foi
determinada em sistema aberto sob luz saturante por volta das 08:00 h com um
analisador de gases a infravermelho portatil (LCA-4, ADC, Hoddesdon, Reino
Unido).

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram medidos nas mesmas
folhas utilizadas para medicdes de trocas gasosas por meio de um fluorémetro com
amplitude de pulso modulado (PEA, Hansatech, Norfolk, Reino Unido), segundo
Schreiber et al. (1995). As medi¢des realizadas na antemanha determinaram a
fluorescéncia inicial (FO), fluorescéncia maxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv =
Fm - F0), e eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema II (FSII) (Fv/Fm),
parametros estes determinados em condi¢cdes de escuro. A 8:00 h foram
determinados as variaveis de fluorescéncia constante (Fs’) e fluorescéncia maxima
(Fm"), parametros determinados em condi¢des luminosidade. Folhas adaptadas ao
escuro por 30 min foram iluminadas com pulsos de luz vermelha de baixa
intensidade e freqiiéncia para obtenc¢do da fluorescéncia inicial (FO). Um pulso de
luz saturante de pulso de 6000 pmol.m-2.s-1 foi aplicado por um segundo para
medir a emissdao de fluorescéncia maxima (Fm). Com esses parametros foi
estimado o rendimento quantico efetivo através do FSIPFSOr = (Fm -

Fs')/Fm’], conforme Genty et al., 1989. O coeficiente de extincao fotoquimica (gp),
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foi determinado segundo Schreiber et al. 1994. Foi estimada Fo adaptada a luz FO'=
FO/(Fv/Fm + FO/Fm’), de acordo com Oxboroug & Baker (1997). O coeficiente de
extingdo ndo-fotoquimico (NPQ) foi determinada pela equacdo onde
NPQ=(Fm/Fm’)-1, segundo Krause & Weiss (1991). A fracdo de irradiancia nao
utilizada na fase fotoquimica nem dissipada termicamente foi determinada como
PE = (Fv'/Fm’)*(1-qp), segundo Demming-Adams et al. (1996). A taxa de
transporte de elétrons foi calculada segundo a férmula ETR=®FSII x 0,5 x FFF x
AL, onde AL é a absorbancia luminosa para Coffea sp. (Dias, 2006), e FFF é a
intensidade de fluxo fotonico 100mol de étons. m  -2. s-1, e 0,5 a fracdo de
energia distribuida para o PSII. Os resultados foram analisados utilizando-se o
programa SAS (“Statistical Analysis System”) versdo 8.0 pelo teste de Tukey
(p<0.05).

Extracao de proteinas de folhas e de raizes

A extracdo de proteinas de folhas de soja foi feita em triplicata, com base em
protocolo proposto por Wang et al. 2003. Aproximadamente 2,5g de amostra foi
macerado em nitrogénio liquido, em almofariz e pistilo. Em seguida, foram
acrescentados 15 mL de uma solugdo contendo PVPP 1%
(polyvinylpolypyrrolidone), beta-mercaptoetanol 2%, PMSF 1mM
(phenylmethylsulphonylfluoride) e acetona gelada. A mistura foi agitada e sonicada
a poténcia de 30% da poténcia maxima do aparelho UltraSonic Processor (Modelo
GE 50) (amplitude de 70 dB), centrifugada a 6000 g, a 42 C. Na sequéncia, o
precipitado (pellet) foi lavado sucessivamente em acetona, TCA 10% (Aacido
tricloroacético) em acetona, TCA 10% (4cido tricloroacético) em &agua, acetona
80% e etanol 80%. As lavagens foram seguidas por centrifugacdo a 6000 g, a 42 C.
Ao final do processo, o precipitado foi seco a temperatura ambiente e armazenado
a -802C. Em uma segunda etapa, 10 mL do tampao SDS (sulfato de dodecil sédio)
denso (sacarose 30%; SDS 2%; Tris-HCl 0,1M, pH 8,0; B-mercaptoetanol 2%; PMSF
1mM) foi acrescentado ao po6 obtido na etapa anterior e a mistura foi agitada. Em
seguida, foi acrescentado 5 mL de fenol tamponado pH 8,0 e, apds agitagdo a
mistura foi centrifugada a 6.000 g, a 4 °C. Foi descartado o sobrenadante, e o
precipitado ressuspenso pela adicdo de 20 mL de acetato de amonio 0,1 M em
metanol gelado e a mistura foi centrifugada a 6.000 g a 4 2C. Em seguida, o
precipitado foi lavado na seguinte sequéncia: acetato de amonio 0,1 M em metanol,
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acetona 80%, etanol 70%. Todas as lavagens foram seguidas de centrifugacdo a
6.000 g, a 4 °C. Finalmente, o precipitado foi seco a temperatura ambiente,
solubilizado com tampao de amostra (Uréia 7M, Tiouréia 2M e CHAPS 4% (3-[(3-
Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate)), sonicado a 10% da
poténcia maxima do aparelho UltraSonic Processor (Modelo GE 50) (amplitude de

70 dB), e armazenado a -80 °C.

Quantificacao de proteinas e analise do perfil proteico

A concentracdo proteica nas amostras foi determinada pelo método de
Bradford (Bradford, 1976). A eficiéncia da extracdo foi determinada pela
integridade do perfil proteico (auséncia de rastros de degradacdo por proteases).
Foram feitas analises de pureza das amostras e presenca de degradacdo em gel
SDS-PAGE (Laemmli, 1970). As amostras proteicas foram desnaturadas a 95°C por
5 min e resolvidas em gel SDS-PAGE 12% (40 pg de protima por linha). Os géis

SDS-PAGE foram corados com azul de coomassie R-250.

Eletroforese bidimensional

Para o gel bidimensional, na primeira dimensdo ou focalizagdo isoelétrica
(IEF) foram usadas fitas de 18 cm e pH 4-7 (GE Healthcare) que foram reidratadas
de 14-20 h em 500pul de tanfip de reidratacao ( Uréia 8M, CHAPS 2%, Azul de
bromofenol 0.002%, IPG-buffer 2%, DTT 0.2%) juntamente com 800ug de proteina
em aparato de reidratacdo [PGBOX (GE Healthcare). A IEF realizada no IPGphor III
(GE Healthcare, Upsala, Suécia) a 20°C, segundo recomendacao do fabricante para
tiras de 18 cm, 4-7 pH. A amperagem maxima foi de 50pA por tira. Para a analise
da segunda dimensao, as fitas foram equilibradas por 15 min em 10 mL de solucdo
de equilibrio (Uréia 6M, Glicerol 30 %, SDS 2%, azul de bromofenol 0.002%, 50
mM de Tris pH 8.8) contendo 100 mM de DTT e 250 mM de iodoacetamida. A
separacdo da segunda dimensdo realizada no Protean Daltsix (GE Healthcare
Upsala, Suécia) com espacadores de 1,5 mm em gel de poliacrilamida 12%. As
condi¢des da eletroforese foram 30 min 15 mA/gel, 6 h 30 mA/gel, e marcador

molecular do tipo “Low Molecular Weight" para eletroforese (GE Healthcare).

Andlise da imagem e quantificacido
Os géis foram corados pela adicdo de azul de coomassie G-250 coloidal 0,02%

por 72 h, e fixados trés vezes em solucdo contendo acido fosforico 2% e etanol
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30% por 30 min. Em seguida, enxaguado trés vezes em acido fosférico 2% por 20
min, e incubado em solugao contendo etanol 18%, sulfato de amonio 15% e acido
fosférico 2% por 30 min e mantidos em solucdo de acido acético 1% até a
digitalizacdo. Os géis corados foram escaneados e calibrados com o programa
Labscan (GE Healthcare). As analises de imagem foram realizadas no ImageMaster
2D platinum (GE Healthcare). Nas andlises foram considerados spots
diferencialmente expressos aqueles que apresentaram uma variacdo na
porcentagem de volume entre os tratamentos de 1,5 vezes ou mais em pelo menos
trés géis, contendo proteinas oriundas de extracdes e réplicas bioldgicas

independentes, e ANOVA (p<0,05).

Extracao peptidica

Os spots excisados dos géis foram transferidos para microtubos de 0,6 mL e
digeridos com a enzima tripsina (Trypsin gold, mass spectrometry grade,
Promega). A digestdo foi realizada segundo protocolo de digestdo triptica
estabelecido por Shevchenko (Shevchenko et al, 2006), onde os pedacos de géis
excisados sdao descorados em 3 lavagens com solucao de acetonitrila 50% em
bicarbonato de amonio 25 mM, pH 8,0. Apds a segunda lavagem, deixa overnight
sob agitacdo constante, e por ultimo a terceira lavagem. A acetonitrila foi removida
e o gel foi desidratado com 200 upL de acetonitrila (100%). Remove-se a
acetonitrila e seca os géis no vacuo por 15 minutos. Os pedacos de gel foram
reduzidos em 100 pL. de DTT 65 mM por 30 minutos, a temperatura de 56 °C.
Posteriormente alquilados com 100 pL de iodoacetamida 200 mM, por 30 min a
temperatura ambiente, lavados com solu¢do de bicarbonato de amoénio 100 mM
por 10min e desidratados com 200 pL de acetonitrila por 5 minutos. A acetonitrila
foi removida e feita nova reidratacdo com 200 pL de bicarbonato de aménio 100
mM, seguido de duas etapas de desidratacao com 200 pL de acetonitrila 100%.
Apébs remocdo da solucdo de acetonitrila, os géis foram secos a vacuo por 15
minutos. Foram adicionados 20 pL de uma solugdo de tripsina 25 ng uL1 por 45
minutos no gelo. Em seguida, foi adicionada uma solugdo de 50 pL de bicarbonato
de amoénio 40 mM em acetonitrila 10%, overnight a 37 °C. As amostras constituidas
de peptideos obtidos por digestdo triptica foram purificadas e dessalinizadas
utilizando ponteiras de 0,6 pL ZipTip® com resina Cig (Millipore) segundo o
protocolo do fabricante. Primeiramente, as ponteiras ZipTip® Cis foram lavadas

83



com uma solucao de acetonitrila 100% , usando o volume maximo de 10 pL da
ponteira, certificando-se de que foram feitas 10 lavagens, dispensando sempre a
solucao apods cada lavagem. ApoOs a etapa de carregamento, as ponteiras foram
lavadas com solucdo de acido trifluoroacético 0,1%, aspirando e dispensando a
solucdo cerca de 10 vezes. Em um microtubo contendo 1,5 pL de solucao de
acetonitrila 50% em acido trifluoroacético 0,1%, os peptideos foram eluidos

aspirando e dispensando a amostra 10 vezes dentro do mesmo microtubo.

Anadlise por espectrometria de massas

As amostras foram aplicadas na proporc¢do 1:1 de amostra e acidox -ciano-4-
hidrocinamico em 0,1% (v/v) de acido trifluoroacético. Os fragmentos resultantes
da digestdo triptica foram analisados no intervalo de 800-3500 Da no instrumento
SCIEX TOF/TOF™ 5800 System (Applied Biosystems) do Laboratério de Toxinologia
da Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-R]), tanto no modo MS quanto MS/MS, com
intervalo de confianca monoisotopica de 0,1 Da. Os peptideos foram identificados
usando o algoritmo de Peptide Mass Fingerprinting (PMF), e algoritmo MS/MS Ion
Search, ambos contidos no programa Mascot 4®, utilizando como parametros:
peptideos com até dois sitios de clivagem, erro de 0,1 Da, e como modifica¢des
variaveis a carbamidometilacdo dos residuos de cisteina, oxidagdo dos residuos de
metionina e deaminagdo dos residuos de asparagina e glutamina. Para visualizacdo
dos espectros, organizacdo e validacdo de todos dados gerados foi utilizando o
software SCAFFOLD® (Confident protein identification, ©2006 Proteome Software
Inc), usando 95% de filtro de probabilidade para proteinas e peptideos, e ainda foi

considerado a porcentagem de cobertura de cada proteina.

Extracao, purificacdo de RNA e sintese de cDNA

A extracdo de RNA total das folhas de soja foi realizada com o reagente
Trizol (Invitrogen), seguindo as recomenda¢des do fabricante. Para cada
tratamento foram feitas trés extracdes individuais de amostras de 100 mg de
folhas e 100mg de raiz. Apds extracdo, foi determinada a concentracdo de RNA
total no espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies,
Rockland, DE, EUA) e a qualidade do RNA foi avaliada pela integridade das bandas
do RNA ribossomico em gel de agarose 1,5%. A pureza foi determinada pela razao
das absorbancias a 260 nm e 280 nm. A seguir, o RNA total foi tratado com DNAse
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RNAse Free (Promega, Madison, EUA), seguindo as recomendac¢des do fornecedor.
As amostras foram novamente quantificadas e avaliadas quanto a integridade,
como descrito anteriormente. A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada a
partir de 1 pg do RNA total, utilizando a transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e o primer Oligo(dT)!%-18 (Sigma Aldrich, Sao Paulo, SP), de

acordo com as recomendacdes dos fornecedores.

Anadlise da expressao de genes via qRT-PCR

Os genes utilizados foram escolhidos pelos resultados apresentados através
da protedmica diferencial, e verificando a provavel localizagdo desses genes em
rotas metabolicas de resposta a estresses abiéticos. Na Tabela 1, esta representada
a sequéncia dos “primers” que foram desenhados pela ferramenta Primer Blast
presente no site NCBI. Os nimeros de acesso descritos foram obtidos pela busca
de similaridade das sequéncias das proteinas obtidas através de espectrometria de
massa com as sequéncias de proteinas depositadas nos bancos de dados

Phytozome (http://www.phytozome.net/soybean) com a espécie Glycine max, e no

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)com virideaplantae.

A quantificacdo relativa foi realizada utilizando o método 2-A¢t, uma
modificacdo do método 2-22Ct (LIVAK, 2001), e o acimulo dos transcritos de cada
gene foi normalizada tomando como referéncia a expressao constitutiva dos genes
Gmf-actin e GmRNAr18S (STOLF-MOREIRA, LEMOS, et al, 2011). As reagdes de
amplificacdo continham 90 ng de cDNA, 10,0 uL de 2X SYBR® Green Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e primers na concentragdo de 200 nM.
As condi¢des de amplificacdo foram: duas etapas iniciais (50 °C por 2 min e 95 °C
por 10 min) e 40 ciclos a 95 °C por 30 s e 60 °C por 30 s. A curva de dissociagao foi
verificada ap6s a amplificacdo para certificar que apenas um unico amplicon havia
sido produzido em cada reacao. As reagdes foram realizadas no termociclador SDS
ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As amostras foram
analisadas em triplicata. Posteriormente foram realizadas as analises pela ANOVA
para todas as variaveis respostas. Os métodos foram analisados utilizando-se o
programa SAS (“Statistical Analysis System”) versdo 8.0 e as diferencas das médias

dos niveis de estresse comparadas pelo teste de Tukey (p<0.05).
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Tabela 1. Lista de primers usados no qRT-PCR para a avaliagdo da expressao

diferencial dos genes do genotipo UFVTN105AP submetida a condi¢cdes de déficit

hidrico.

Niimero de
PROTEINA acesso no site Orgdo  Primer forward 5'-3' Primer reverse 5'-3'

NCBI
Gmp-Actina [Glycine max] (G1:1498333 fohalraiz GAGCTATGAATTGCCTGATGG CGTITCATGAATTCCAGTAGC
GmRNAr18S [Glycine max] GI:18729 folha/raiz AAACGGCTACCACATCCAAG  CCTTCAATGGATCCATCGTTA
Ascorbato Peroxidase [Glycine max] qi3517263251  foha  CTTGACATCGCTGTTAGGCT TCCAGGATGGAAGGGAACTT
Glutamina sintetase [Glycine max] qil13877511l foha ~ AGACAGCAAGCATCAACACA CTCTTCCCACACGGATTGAG
Complexo de evolugdo do oxigénio 2 [Glycine max] gi3565674701  foha  AGCAACAGTGAAAGATGGCA TTGCTGTGCTCTCCACAAAT
Transcetolase [Glycine max] gi356576867|  foha  TCAACCGTGACCGTTTCATT  GTCATAGCCTGCAAGGTGAA
Ferrodoxina-NADP redutase [Glycine max] 03565592821 foha  TTTTGGGTGTCCCTACAAGC CCGTTCTCGTTTGTTTGCTC
Anidrase carbonica [Glycine max] 0356571334l foha ~ CCTCTTCCATTAACGGGTGG GACAGAAGGGCCTAATGTGG
Metaloendoproteinase [Glycine max] gi351724817I  foha  GTTTGGCATGATCTCGGACT CGCGCTTTTGAAAGTGTCAT
Rieske [Glycine max] gil3565499801  foha  GACCTGCTCCATTGTCTCTG AGGAACAAACACGACCTTCC
Proteina do sistema coletor de luz - Lhc3 [Glycine max] 03565540881  foha  ACCCACTTGGCTTTGGTAAG TTGCCAACATAGCCAACCTT
Quinona oxidoredutase [Glycine max] 03638082681  foha  TACTCTCTACTGATGGGGCG GGCTTCAGCTTACCACTCTC
Abscisic stress ripening protein [Glycine max] gi3517220691  foha  ACAACACATCATATTCCAAGCC TGGCTTGTTGAAACCAGAGT
Aldo-keto redutase [Glycine max] 0il3565042401  foha ~ CCAGCAGCTCTCAAAAGTGA TGCTTGTGTCTTCCCCAATC
Fosfoglicerato cinase [Glycine max] 0i356557028]  foha  GGTTGTCAAGGCTGAAGACA CATCTGGAAGAGAAGCCACC
Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase [Glycine max] gi356561064]  foha  GACCTCGTTGTTCAGGTCTC GCTCATCACACACAGAGAGG
Deidrina [Glycine max] gil359807014]  foha  GACTTTGACCTTGGCCTCAA CACGAGCTTTGCAGATTTGG

Determinacio dos conteudos de 6leo e proteina
A determinacdo da concentracio de Oleo total nas sementes em

desenvolvimento foi realizada utilizando aparelho extrator de Soxhlet e éter de
petroleo como solvente, segundo os procedimentos descritos em Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (Lutz, 1985). Os resultados foram expressos
com base na matéria seca, obtida pela secagem em estufa a 105° C, por 24 horas.

Para determinacdo de proteinas totais, foi utilizado o método de Kjeldahl,
descrito pela Association of Official Analytical Chemistrys (1992), com modifica¢Ges.
O conteddo de proteina e 6leo nas sementes também foi determinado em um
espectrometro infravermelho FT-NIR (Antaris II FT-NIR Analyzer Thermo
Scientific). As sementes foram trituradas em um moinho para proporcionar
granulometria adequada para a leitura do espectro no equipamento FT-NIR.

As diferencas entre os tratamentos foram estatisticamente diferentes

segundo t-test de Student’s (p<0.05) realizado pelo software Genes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Status hidrico, trocas gasosas e parametros de fluorescéncia da clorofila a

Neste estudo, plantas do gendtipo UFVTN105AP de Glycine max foram
submetidas as condi¢des de plena irrigacdo e nao irrigadas (Figura 1). Nas plantas
controle (irrigadas) o potencial hidrico foliar foi sempre superior a -0.05 MPa, e
nas plantas ndo irrigadas o potencial hidrico foi de - 1,64 MPa, valor em que foram
coletados folhas para as analises (Figura 2).

Foi observado um declinio na taxa fotossintética, na condutancia
estomatica, e na razdo Ci/Ca nas plantas nao-irrigadas como era esperado para
plantas submetidas as condi¢des de déficit hidrico (Tabela 2). Sabe-se que em
condi¢cdes de déficit hidrico a fotossintese pode ser afetada por mecanismos
estomaticos. Em outros trabalhos, durante o estagio reprodutivo, no periodo de
enchimento de graos (R5) os valores de fotossintese liquida (A) estdo entre 23.4 e
14 umol m-2s1 em condi¢cdes de plena irrigacao, e podem apresentar um declinio
entre 4 e 10 pmol m-2s1 dependendo do periodo de déficit hidrico em que se

encontram (Nakayama et al., 2009; Kaschuk et al., 2010).

CONTROLE TRATADO

UFVTNI105-AP

Figura 1. Plantas de soja da variedade UFVTN105AP submetidas ao déficit

hidrico no estagio R5 em comparacido com o controle.
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Em condicGes de déficit hidrico, pode ocorrer uma modulacdo na expressao
de proteinas dos fotossistemas promovendo uma reducao na captacao de energia,
pois um eficiente controle dos mecanismos fotoquimicos, nao-fotoquimicos,
ajustamento na particdo do fluxo de elétrons em processos assimilativos e nao-
assimilativos minimizam os danos nos fotossistemas (Franco; Luttge, 2002), fato
este explicado pela reducao na taxa de transporte de elétrons sob condi¢des de

déficit hidrico (Tabela 2).
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Figura 2. Perfil temporal do potencial hidrico foliar na antemanha da

variedade UFVTN105AP submetida ao déficit hidrico. Os pontos representam a média
+ erro padrio (n=6, onde n representa o nimero de plantas. I = irrigado, NI = ndo-irrigado).

Segundo, Ball e colaboradores (1994) o funcionamento do fotossistema Il
(PSII) é um indicador muito sensivel identificar estresses em plantas (Ball, et al,
1994). Portanto, o declinio no rendimento quantico do transporte de elétrons no
fotossistema II (¢pPSII) sob condi¢des de déficit hidrico neste experimento mostra
a efetividade do tratamento aplicado (Tabela 2). Um ligeiro declinio de Fv/Fu foi

observado sob condi¢cdes de déficit hidrico, mas os valores ainda assim
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continuaram dentro do limite considerado como 6timo (~ 0.800), indicando que a

fotoinibicao ndo ocorreu.

Tabela 2. Efeito do potencial hidrico foliar na antemanha (Wy - 1,5 MPa)
sobre parametros fisiolégicos da variedade UFVTN105AP submetida as
condicoes de déficit hidrico durante estagio reprodutivo (R4-R5). Taxa
fotossintética (A) (mol m-2s-1), condutancia estomatica (gs) (mmol.m=2.s-1), razdo
entre concentracdo CO; interno e ambiente (Ci/Ca), Eficiéncia fotoquimica
maxima do PSII (Fv/Fm), rendimento quantico do transporte de elétrons no PSII
(¢PSII), Coeficiente de quenching fotoquimico (qn), fracdo da energia absorvida
ndo utilizada na fase fotoquimica nem dissipada termicamente (PE), taxa de
transporte de elétrons (ETR) e coeficiente de extingdo ndo fotoquimico (NPQ). Os
dados representam a média #* erro padrdo (n=10, onde n representa o nimero de
plantas).

N UFVTN10AP
Parametros - —
Irrigado Nio-irrigado

Yy -0.05 +2.31E-18 -1.64 £0.07 ok
A 15.79 +0.83 5.60 £1.25 ek
gs 269.74 +£25.05 61.11 £13.70 ok
Ci/Ca 0.71 £0.02 0.59 £0.02 ok
Fv/Fm 0.83 +0.005 0.81 +0.004 ns
GPSII 0.29 £0.01 0.19 +£0.01 ok
qp 0.45 £0.03 0.31 £0.01 ok
Pe 0.36 +0.03 0.42 +0.02 ns
ETR 131.55+6.13 85.33 +4.41 oK
NPQ 1.54 £0.16 1.86 £0.22 ns

O asterisco denota diferenga significativas, segundo teste Tukey (**P< 0.01 ou
*P<0.05).

A redugdo no coeficiente de quenching fotoquimico (qp), o0 aumento na
fracdo da energia absorvida ndo utilizada na fase fotoquimica nem dissipada
termicamente (PE) mostram que os mecanismos de dissipacdo do excesso de
energia ndo devem estar sendo mais eficientes para drenar o excesso de poder
redutor. Entretanto, o aumento observado no coeficiente de extingdo nao
fotoquimico (NPQ) pode estar relacionado com um processo de protecao contra
danos causados nas folhas em funcdo do excesso de energia (Maxwell; Johnson,

2000).
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Andlise do proteoma diferencial em folhas do gendtipo UFVTN105AP por
espectrometria de massa

Na analise do proteoma diferencial de folhas do genétipo UFVTN105AP por
eletroforese bidimensional foram encontrados 32 spots diferencialmente
expressos sob condicdes de déficit hidrico (Figura 3). Destes, 21 foram
identificados por espectrometria de massas no modo MS/MS (Tabela 3). A Figura 2
mostra o perfil de proteinas de folhas no gendtipo UFVTN105AP quando
submetidos as condic¢des irrigadas (controle) e ndo-irrigadas (tratada) durante o
periodo reprodutivo R4-R5. Dentro os spots identificados estao aqueles que tém a
correspondéncia entre as repeticbes dentro do mesmo tratamento e entre
diferentes tratamentos, e os que somente aparecem em uma condicdo, controle ou
tratado.

A Tabela 3 contém os dados referentes a abundancia relativa de cada spot
em condicOes irrigadas e ndo-irrigadas. A Tabela 4 mostra a identificacdo dos spots
indicados na Figuras 3 através da espectrometria de massas utilizando-se o
MASCOT MS/MS ion search, assim como apresenta também outros dados como o
numero de acesso no National Center for Biotechnology Information, e-value, ponto
isoelétrico e massa tedrica determinadas no Protein Prospector, ponto isoelétrico e
massa experimental determinadas pelo Image Master 2D Platinum e porcentagem

de cobertura obtida no software Scaffold (Proteome Software, Inc., Portugal, OR).

HSPs (Heat-Shock Proteins)

Neste trabalho, foi evidenciado o aumento na expressao de uma HSP 70 KDa
(spot 37) e de uma HSP 18.5 KDa (spot 64) em plantas em condi¢des de déficit
hidrico (Tabela 3 e Figura 3). A homologia e o peso molecular sdo as
caracteristicas principais adotadas para divisdo em classes. As heat-shock-proteins
(HSPs), também chamadas de chaperonas moleculares, encontram-se localizadas
em diversos compartimentos subcelulares como citossol, reticulo endoplasmatico,
plastideos e mitocondrias (SUNG e GUY, 2003). As chaperonas que apresentam
massa molecular menor que 30 KDa sdo chamadas de Small-Heat-SHock-Proteins
(sHSPs) e sdo divididas em 4 classes de acordo com a localizacdo celular e

similaridade de sequéncias (Waters, 1995).
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Figura 3. Perfil de proteinas de folhas na variedade UFVTN105AP submetidas
as condi¢oes de déficit hidrico no periodo reprodutivo (R4-R5). Proteinas
com expressao diferencial estdo circuladas em vermelho e identificadas com
nimero correspondente. Foi utilizado 1000pg de proteinas para a eletroforese
bidimensional. As proteinas foram isofocalizadas em gradiente linear de pH4-7
para posterior separacdo por SDS-PAGE, e assim coradas com azul de coomassie
para proceder a analise diferencial no software Image Master 2D platinum

91



As HSPs como um grupo de proteinas que sao induzidas em condi¢des de
estresse com a funcdo de protecdo e reparo de danos causados nestas condi¢coes
(Liu et al, 2007; Su; Li, 2008; Sato; Yokoya, 2008). Existem evidéncias de que a
HSP 70, encontrada no estroma dos cloroplastos, participe na fotoprotecdo e no
reparo do fotossistema II durante e depois da fotoinibi¢do (Schroda et al, 1999).
Alguns autores mostraram que as Hsp 70 e Hsp 90 sdo requiridas para o
fechamento estomatico e ainda para as respostas transcricionais e fisiolégicas
moduladas pelo ABA (Clement et al, 2011). As chaperones moleculares
apresentam funcdo na desagregacdo e degradacdo proteica onde removem
polipeptideos decorrentes de mal dobramento, desnaturacdo ou agregacao, e

portanto sendo esta fun¢ao importante para a manutenc¢ao da homeostase celular.

Chaperoninas

Em relacdo a expressdo da proteina chaperonina observou-se um aumento
em duas proteinas desta classe, chaperonina 60 (spot 40) e chaperonina 20(spot
56) nas plantas nao-irrigadas em relacdo as plantas irrigadas (Tabela 3 e Figura 3).
As chaperoninas do tipo I funcionam com uma excelente maquinaria de
processamento protéico, e sao conhecidas como GroEL-GroES em E. colj,
chaperoninas 60-10 (Cpn60 até Cpn10) em cloroplastos, e Heat shock protein 60-
10 (HSP60-HSP10) nas mitocondrias (Gruber et al.,, 2013) .

A funcdo das chaperoninas no processamento/dobramento proteico de
proteinas envolvidas no aparato fotossintético tém sido demonstrada (Ellis, 1990;
Peng, 2011; Ishikawa, 2003; Chen; Jagendorf, 1994). As condi¢des de déficit
hidrico causam mudangas no metabolismo celular, estimulando o acumulo desta
proteina para proteger as células através da manutencdao da homeostase celular e

da conformacdo correta de proteinas afetadas pela desidratacao.

ATP sintase - subunidade 3 CF1

Essa enzima (spot 41) mostrou maior expressdo em plantas ndo-irrigadas
(Tabela 3 e Figura 3). Nos cloroplastos, é responsavel pelo producao de ATP que
serao utilizadas no ciclo de Calvin-Benson durante a fotossintese (Yamori et al,

2011). Sendo formada por um complexo enzimatico envolvido diretamente na
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producdo de ATP através de ADP e fosfato inorganico através da utilizacao do
gradiente eletroquimico de protons gerado pela cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial, realizando a fosforilagdo oxidativa (Boyer, 1997). Fatores
transcricionais sdo regulados por sinais gerados pelos estresses abidticos como
ABA, estado redox, e ainda conteudo de ATP/NADPH, alterando a expressdo de
proteinas envolvidas no balan¢o energético em plantas em resposta as condigdes
de déficit hidrico (Lawlor; Teraza, 2009).

A reducao na expressao relativa da ATP sintase, localizada na membrana
tilacoideal, ja foi relatada por alguns autores, sendo preferencialmente danificadas
em relacdo a outras subunidades (Tezara et al, 1999; Flexas, 2002; Mahler et al.,
2007). A reducdo da sintese de ATP nessas condi¢cdes é um grande impedimento

para fixacdo de carbono que é realizada pelas enzimas do estroma.

Fosfoglicerato cinase

A fosfoglicerato cinase mostrou dois resultados distintos, onde uma
isoforma apresentou reducdo (spot 46), e outra um aumento (spot 51) em resposta
as condigdes de déficit hidrico (Tabela 3 e Figura 3).

A Fosfoglicerato cinase catalisa a fosforilagdo do 3-fosfoglicerato,
produzindo 1,3-difosfoglicerato e ADP, como parte das reacdes, regenerando a
ribulose-1,5-bisfosfato no ciclo de Calvin-Benson. Um declinio geral em proteinas
correspondentes a enzimas fotossintéticas e do metabolismo de carboidratos é
normalmente observado em resposta as condigdes de déficit hidrico, sugerindo

uma inibicdo do metabolismo energético (Castillejo et al., 2008; Nanjo et al., 2010).

Ferrodoxina-NADP redutase 1

Foi evidenciado uma diminuicdo na expressao relativa desta proteina (spot
47) sob condicdes de déficit hidrico (Tabela 3 e Figura 3). No genoma de
Arabidopsis existem quatro genes FNR, sendo duas isoformas encontradas em
folhas, que variam em localizacao subcelular, no entanto, somente uma destas
contribui para assimilacdo de nitrato nas folhas. As outras duas isoformas sdo
encontradas em raizes possuindo papel importante na assimilacdo de amonio

(Hanke et al,, 2005).
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As Ferrodoxinas NADP-redutases (FNRs, EC 1.18.1.2) constituem uma
familia de enzimas hidrofilicas e monoméricas que contém como grupo prostético
por ligacdo ndo-covalente uma flavina-adenina-dinucleotideo (FAD). Estas enzimas
também participam na transferéncia de elétrons de outros processos metabdlicos
como a fixacdo de nitrogénio, biossintese de isoprenodides, detoxificacdao
xenobidtica, resposta a estresses oxidativos e biogénese de grupamentos ferro-
enxofre (Carrillo; Ceccarelli, 2003; Ceccarelli et al., 2004; Medina; Gomez-Moreno,
2004; Seeber et al, 2005). Estas flavoproteinas catalisam o ultima etapa do
transporte de elétrons, ou seja, a transferéncia de elétrons da ferrodoxina,
reduzida pelo Fotossistema I, para o NADP*, provendo o NADPH necessario para as
etapas de assimilacdo de gas carbonico (Shin; Arnon, 1965). A reducdo da taxa
fotossintética observada, e ainda a reducdo na taxa de transporte de elétrons
podem ser associadas com a reducdo na expressao desta proteina (Tabela 2 e
tabela 3).

Esta enzima desempenha um papel importante como enzima antioxidante
envolvida na captura de radicais livres em plantas, e com a manutencao da razao
NADPH/NADP+ conseguem manter a homeostase em condi¢cbes de estresses
ambientais (Palatnik et al., 1997; Rodriguez et al., 2007; Valderrama et al., 2006).
A maioria dos trabalhos mostrou uma reducdo na expressdao desta enzima sob
condig¢des de déficit hidrico (Xiaoa et al., 2009; Durand et al., 2011), corroborando

com o encontrado em nossos resultados.

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

A reducdo na expressio relativa de uma Gliceraldeido-3-Fosfato
desidrogenase A (GAPDH) (spot 48) foi observada em plantas nao-irrigadas em
relacdo as plantas irrigadas (Tabela 3 e Figura 3). A GAPDH participa da
interconversao de 1,3-bisfosfoglicerato e gliceraldeido 3-fosfato, uma das etapas
dependente de NAD(P) tanto na glicolise quanto no ciclo de Calvin-Benson, sendo
esta reacdo um importante centro de integracdo de sinal entre reacdes de reducao-
oxidagao. Varios trabalhos na literatura mostram uma reduc¢do na expressao desta
enzima em relacdo a estresses (Durand et al, 2011; Sobhanian et al, 2010). As

GAPDHs cloroplastidicas podem usar tanto NAD(H) quanto NADP(H), sendo
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submetidas a uma complexa regulacao por nucleotideos piridinicos, tioredoxinas e
interacdes proteina-proteina (Sparla et al.,, 2005).

Algumas fungdes nao-glicoliticas, como regulacao da transcricao e apoptose,
tem sido atribuidas as enzimas glicoliticas, fun¢des adicionais sugerem uma ligacdo
com sensores metabodlicos (Kim; Dnag, 2005; Hara; Snyder, 2006; Colell et al,,
2007). Sabe-se ainda que a deficiéncia de GAPCp afeta a via de biossintese de ABA,
pois o substrato de GAPCp, Gliceraldeido-3-fosfato, é o primeiro precursor da via
do metil-eritrol fosfato que é responsavel pela biossintese de ABA nos plastideos

(Munoz-Bertomeu et al,, 2011).

Quinona oxidoreductase

Esta enzima (spot 52) apresentou um aumento na expressdao quando
submetida as condi¢des de déficit hidrico (Tabela 3 e Figura 3). As quinonas
oxidoredutases sdo conhecidas por agir como carreadores médveis de elétrons
dentro de uma fase lipidica da membrana das cadeias de transporte de elétrons
nas reacOes da fotossintese e respiracao (Cramer et al,, 1991).

Tem sido relatado o aumento na expressao desta proteina em condicoes de
estresses (Nouri; Komatsu, 2010; Castillejo et al, 2008). Provavelmente, o
aumento na expressdo desta proteina estd relacionado com sua fung¢do no
acoplamento quimio-osmotico, prevenindo a célula de danos causados pela
formacao de radicais livres (Ban et al,, 1992).

Rieske

Esta proteina (spot 63) foi observada somente em plantas submetidas as
condi¢des de déficit hidrico (Tabela 3 e Figura 3), ndo sendo detectada em
condigoes irrigadas. O Complexo do Citocromo b6F é formado de subunidades,
dentre elas esta a subunidade ferro-enxofre ou subunidade Rieske. E uma das trés
proteinas integrais de membrana responsavel pelo transporte de elétrons e
transducdo de energia nas membranas fotossintetizantes.

E esta proteina, além de contribuir para a fotoprotecdo e reparo do
fotossistema II durante e apos estresses abidticos, também confere tolerancia a
estresses quando sua expressdo é aumentada (Madueno, 1993; Schroda et al,
1999). Sanda e colaboradores (2008) mostraram que a subunidade Rieske tinha

sua expressao aumentada em condig¢des de déficit hidrico, porém a quantidade
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Tabela 3. Nivel de expressao relativa das proteinas de folhas responsivas as
condicoes de déficit hidrico (¥pd = -1,5 MPa) na variedade UFVTN105AP
durante o periodo reprodutivo (R4-R5).

- 3 Média % volume + DP © Nivel de expresséo
spot ) " Local  PROTEINA . —— g
P Irrigado Nao-irrigado
37 271 folha  HSP 70 KDa - cloroplastidica 0.1729 + 0.0234 02442 + 00126 [1.4123
40 266  folha Chaperonina 60 (Cnp60) 0.1285 + 0.0070  0.1469 + 0.0228 {375
4 190 folha  ATP sintase - subunidade CF1 5.0119 + 0.2160 3.8156 + 0.1629 [:1.3135
42 743 folha  Fator de elongagéo EF-Tu 07115+ 0.1476 n.a.
43 158 folha  Glutamina sintetase 0.5154 + 0.0348 n.a.
46 125 folha  Fosfoglicerato cinase 1.0505 + 0.0465 0.7224 + 0.0488 |-1.4541
47 81 folha  Ferrodoxina-NADP redutase 1 0.2744 + 0.0021 0.2167 + 0.0031 |21.2658
48 155 folha  Gliceraldeido-3-Fosfato desidrogenase A 0.1360 + 0.0054 0.0575 + 0.0205 |-2.3651
51 131 folha  Fosfoglicerato cinase 0.0532 + 0.0016 0.0722 + 0.0056  [118565
52 96 folha  Quinona oxidoreductase 0.0607 + 0.0071 0.0921 + 00094 [il5185
53 87  folha Aldo-ceto redutase 4 0.0167 + 0.0019  0.0306 + 0.0032 [{I8819
54 44 folha Ascorbato peroxidase 2 0.1887 + 0.0091  0.2700 + 0.0275 {14306
55 66 folha  Fibrilina 0.0513 + 0.0076 0.1514 £ 0.0206 16510
56 47 folha  Chaperone 20 (Cnp20) 0.0311 + 0.0006 0.0599 + 0.0080 76268
57 91 folha  Ciclina-A1-1 0.0297 + 0.0047 0.0442 + 0.0008 |{14860
60 158 folha ASR (abscisic stress ripening-like) 42249 + 0.6001 na.
61 665 folha  Glutationa S-transferase 0.0965 + 0.0161 na.
63 629 folha Rieske (Complexo do Citocromo béf) 0.1583 + 0.0063 n.a.
64 652 folha HSP 18.5kDa 0.0522 + 0.0055 na.
65 647 folha  Peroxiredoxina (PRX-5) 0.0788 + 0.0056 n.a.
66 648 folha  Peroxiredoxina (PRX-5) 0.0533 + 0.0162 na.

(1) Os numeros correspondem aos spots numerados na Figura 2 e 3. (2) Os nimeros correspondem ao niimero
de referencia elencado pelo programa de andlise dos géis bidimensionais, software Image Master 2D platinum.
(3) Os valores representam as médias da porcentagem em volume (abundancia relativa) + o desvio padrio de
trés replicatas biol6gicas. Condi¢6es irrigadas ((Wpd 2 - 0,05 MPa)) e condi¢des ndo-irrigadas (Wpa= - 1,5 MPa).
As barras azuis significam em ntimeros de vezes o quanto a abundancia protéica aumentou ou diminuiu na
condicdo ndo-irrigada em relacdo a condicdo tratada. Todos os valores de médias diferem entre si
estatisticamente segundo Teste T de Student com nivel de significancia p<0,05.
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total da proteina ndo aumentava. No entanto, através de analises por western blot,
este mesmo trabalho mostrou que existiam multiplos spots para a proteina Rieske
muito similares em peso molecular, mas diferentes em ponto isoelétricos,
sugerindo que esta proteina estaria sendo modificada em nivel pés-traducional

nestas condicoes (Sanda et al.,, 2008).

Glutamina sintetase

Neste trabalho, esta proteina (spot 43) foi detectada somente em condigdes
irrigadas (Tabela 3 e Figura 3). A Glutamina sintetase é uma enzima chave no
metabolismo de nitrogénio, nutriente essencial para o desenvolvimento e
produtividade das plantas, catalisando a condensacdo de amdnio e glutamato em
glutamina (Canovas et al., 1998).

A maioria das plantas superiores possui duas isoformas de GS, a GS1
localizada no citosol e a GS2, no cloroplasto (Edwards, 1990). A distribuicao
orgdo-especifica determina as funcgdes fisiologicas distintas de GS1 e GS2. A
primeira esta localizada no tecido vascular e desempenha um importante papel na
assimilagdo de amonio, derivado da fixacao de nitrogénio e outras fontes de
nitrogénio, e da remobilizacdo de nitrogénio durante a senescéncia (Teixeira et al.,
2005; Tabuchi et al., 2007). A segunda, a GS2 cloroplastidica é responsavel pela
reassimilagdo de amonio derivado da fotorespira¢do, sendo formada por um tnico
gene nuclear (Zozaya-Garza; Sengupta-Gopalan, 1999; Orea et al, 2002),
entretanto sua presenca em tecidos ndo-fotossintetisantes ja foi reportada
(Woodall; Forde, 1996; Melo et al., 2003).

HONGMEI et al.(2009) mostraram em plantas superexpressando GS um
aumento no conteido de aminoacidos totais e nitrogénio em toda a planta aliado a
uma maior tolerdncia a seca. Em algumas plantas a atividade de GS diminui,
enquanto em outros esta enzima exibe um aumento na expressdao em resposta a
estresse hidrico ou estresse salino (Silveira et al, 2003; Santos et al, 2004;

Shunping et al,, 2005).

Aldo-ceto redutase 4

Em relacdao a proteina Aldo-ceto redutase (spot 53) foi observado um

aumento na expressao quando as plantas foram submetidas as condi¢des de déficit
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hidrico (Tabela 3 e Figura 3). As aldo/ceto redutase (AKRs) sdo proteinas que
pertencem a uma superfamilia que incluem aldeido redutases e aldoses redutases
caracterizadas como oxiredutases citosolicas dependentes de NADPH tendo como
funcdo a reducdo de uma variedade de compostos carbonilicos (Morita et al,
2007). Oberschall e colaboradores (2000) mostraram que plantas transformadas
super-expressando aldo/ceto redutases apresentavam uma reducdo na
peroxidacdo lipidica sob condi¢des de estresses hidricos (Oberschall et al, 2000).
Xerophyta viscosa apresentou a expressdao de uma AKR sob condigdes de
desidratacao (Mundree et al., 2000). Experimentos com tabaco sob condi¢des de
déficit hidrico mostraram que aldeidos redutases tem funcdo na detoxificacdo
celular (Hideg et al, 2003). O aumento na abundancia desta enzima sugere
envolvimento na detoxificacao de aldeidos toxicos geradas sob condigdes de déficit

hidrico.

Ascorbato peroxidase 2

Neste trabalho, foi observado um aumento na expressdao da proteina
ascorbato peroxidase (APX) (spot 54) quando o genotipo UFVTN105AP foi
submetido a condicao de déficit hidrico (Tabela 3 e Figura 3). A ascorbato
peroxidase catalisa a reducao de peréxido de hidrogénio a agua e tem uma grande
especificidade e afinidade pelo ascorbato como redutor, sendo encontradas
diferentes formas de APX nos cloroplastos, citosol, mitocondria e glioxissomos
(Shigeoka et al., 2002).

A eliminacdo de peréxido de hidrogénio do cloroplasto e do citosol resulta
em uma tolerancia a estresses, sendo ja reportado um aumento na expressao desta
enzima durante o estresse hidrico (Mittler; Zilinskas, 1994). Alguns grupos de
pesquisas observaram que a expressdo do gene APX, da proteina APX, ou a
atividade da APX pode ser alterado por muitos estresses bidticos e abiéticos
(Mittler; Zilinskas, 1994; Wang; Jiang, 2007; D’arcy-Lameta et al., 2006). Portanto,

0 aumento na expressao desta proteina esta relacionada a detoxificacdo celular.

Glutationa S-transferase

A Glutationa S-transferase (GST; spot 61) foi evidenciada somente nas

plantas submetidas as condi¢bes de déficit hidrico (Tabela 3 e Figura 3). A enzima
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Glutationa S-transferase esta envolvida no controle da concentracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) (May et al., 1998; Foyer; Noctor, 2005). Sabe-se que a
formacao de EROS é potencializada pelas condi¢des de estresses abioticos. As GSTs
participam na detoxificacdo interagindo com os EROS (Mittler et al, 2004;
Pitzschke, 2006). Varios trabalhos mostraram que o déficit hidrico induz a
expressao de GSTs, (Jiang et al, 2007; Ji et al., 2010; Chen et al, 2004; Anderson;
Davis, 2004; Ji et al, 2010; Kellos et al,, 2008; Xu; Huang, 2008; Haluskova et al,
2009; Liu et al, 2013). O aumento na expressao desta proteina esta relacionada a

detoxificacdo celular.

Peroxiredoxina (PRX-5)

As duas isoformas desta proteina (spot 65 e 66) encontradas neste trabalho
mostraram expressdo somente em condi¢des ndo-irrigadas (Tabela 3 e Figura 3).
As peroxiredoxinas pertencem a classe peroxidases, grupo nao-heme, subgrupo
Thiol-peroxidases (Oliva et al, 2009). As peroxidases (EC 1.11.1.x) sdo enzimas
capazes de executar a reacdo na qual um peroéxido é reduzido e um substrato é
oxidado, tendo um papel fundamental no sistema antioxidativo (Fourquet et al,
2008; Stone; Yang, 2006; Veal et al., 2007; Winterbourn, 2008). As peroxiredoxinas
sdo enzimas que participam na proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose e
fotossintese (Caporaletti et al, 2007). Foi demonstrado que as Prxs também
podem atuar como chaperonas ou como reguladores do ciclo celular (Phalen et al.,
2006; Trotter et al., 2008; Konig et al., 2013).

O aumento na expressao desta proteina foi observado em inUmeros
trabalhos sob condi¢coes de déficit hidrico (Ali; Komatsu, 2006; Ko Nig et al., 2002;
Hajheidari et al, 2005; Cho et al, 2012; Hajheidari et al, 2007). Portanto, o
aumento na expressdo desta proteina esta relacionada a algumas das fungdes

discutidas acima.

Fator de elongacao EF-Tu

Foi observado que a proteina EF-Tu (spot 42), um fator de elongacao, teve
sua expressdo detectada somente em plantas submetidas as condicoes de déficit

hidrico (Tabela 3 e Figura 3). Komatsu e colaboradores através de analises
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protedmicas mostraram que o fator de elongacdo EF-Tu tinha sua expressao
aumentada em estresse hidrico em soja (Komatsu et al, 2011). Em estresses como
o déficit hidrico os processos de regulacdo desencadeiam um ajustamento do
metabolismo para a nova condicao, e isto envolve mudancas na expressao génica.
Trabalhos mostram que varias proteinas associadas com a sintese de proteinas
aumentam em condi¢des de déficit hidrico, incluindo os fatores de elongac¢do da

traducao (Ndimba et al,, 2005; Yoshimura et al., 2008).

Fibrilina

A proteina Fibrilina (spot 55), também chamada de PAP (Plastid lipid-
associated protein), teve sua expressao aumentada em condi¢des de déficit hidrico
(Tabela 3 e Figura 3). Alguns trabalhos mostram que esta proteina é encontrada
em plantas em estruturas chamadas plastoglobulos dentro de cloroplastos (Austin
et al, 2006; Vidi et al., 2006; Ytterberg et al, 2006). Trabalhos mais recentes,
indicam que os platoglobulos podem funcionar como uma plataforma
especializada para sintese de precursores de acido jasmoOnico, estocando
triacilglicerol suficiente para realizar a sintese rapidamente apds estresse
oxidativo iniciar efeitos sobre a maquinaria fotossintética (Youssef et al, 2010).
Assim como em nossos resultados, outros autores mostraram também que esta
proteina exibe um acumulo em condicdes de estresse (Chen et al, 1998; Gillet et

al, 1998; Leitner-Dagan et al.,, 2006; Durand et al,, 2011)

Ciclina-A1-1

A proteina Ciclina-A1l isoforma 1(spot 57) aumentou a expressao nas
plantas submetidas ao déficit hidrico (Tabela 3 e Figura 3). Estas proteinas sao
fundamentais na regulacdo das proteinas CDK (cyclin-dependent kinase), e além
de estarem envolvidas no controle do ciclo celular, também estio envolvidas na
regulacdo da transcricdo e disponibilidade por fosfato (Fisher, 2005; Lenburg;
O’shea, 1996). Zhou e colaboradores mostraram através da técnica de RNA de
interferéncia que a reducao na fung¢do de ciclinas em Arabidopsis thaliana exibia
um fenotipo tolerante a seca, e ainda que sua expressdo é reduzida frente a

desidratacao (Zhou et al.,, 2013), diferente dos nossos resultados.
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Abscisic acid stress ripening protein

A proteina abscisic acid stress ripening protein (ASR) (spot 60) foi detectada
somente em condi¢cdes de déficit hidrico (Tabela 3 e Figura 3). Alguns autores
sugerem que a proteina ASR esta envolvida na expressdo de genes do metabolismo
de acucares e na via de sinalizacao do ABA (Cakir et al., 2003; Yang et al, 2005;
Frankel et al, 2007). Goldgur e colaboradores (2007), trabalhando com plantas
transgénicas que tinha a super-expressao da proteina ASR1, mostraram que em
tomates a tolerancia ao estresse salino aumentava nestas plantas modificadas em
relacdo as ndo-modificadas geneticamente (Goldgur et al., 2007). Pérez-Diaz e
colaboradores mostraram, em trabalhos com arroz, que os genes OsASR podem
ter uma funcao particular em tecidos especificos com a atividade de fonte (fonte-
dreno), muito provavelmente para o transporte de acgucares (Pérez-Diaz et al,,

2013).
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Tabela 4. Identificacdo por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF-
TOF (AB SCIEX TOF/TOF™ 5800 System) das proteinas diferencialmente
expressas em folhas do genétipo UFVTN105AP submetida as condicdes de
déficit hidrico no periodo reprodutivo (R4-R5).

PUIMW

—— @ Cobertura ® (%) Peptideos identificados
tedrico experimental

Spot  Orgéo Proteina identificada™ GI®  Espécie

37 folha HSP 70 KDa - cloroplastidica 356559803 Glycine max 5.2/73755 4.58/82702 0.0189 DLDEVILVGGSTR
40 folha Chaperonina 60 (Cnp60) cloroplastidica 356556926 Glycine max 5.7/62845 5.20/67296 0.022 GYISPYFVTDSEK

41 folha ATP sintase - subunidadep CF1 83595727  Glycine max 5.3/53755 5.33/57578 0.305 AHGGVSVFGGVGER
DTVGQQINVTCEVQQLLGNNR
FVQAGSEVSALLGR
GMEVIDTGAALSVPVGGATLGR
IAQIIGPVLDVAFPPGK
IFNVLGEPIDNLGPVDTR
IGLFGGAGVGK
LAIFETGIK
SAPAFIQLDTK
VALVYGQMNEPPGAR

42 folha Fator de elongagao EF-Tu 18776 Glycine max 6.2/52096 5.34/47274 0.152 GITINTATVEYETENR
ILDEALAGDNVGLLLR
KYDEIDAAPEER
QDQVDDEELLQLVEIEVR
VGETVDLVGLR

43 folha Glutamina sintetase 356555606 Glycine max 6.7/47692 5.41/45429 0.16 HETASINTFSWGVANR
IIAEYIWIGGTGIDVR
LEGLLNLDITPFTDK
VQAEVPWYGIEQEYTLLQTNVK

46 folha Fosfoglicerato cinase cloroplastidica 356557028 Glycine max 7.8/50067 5.40/44022 0.311 ADLNVPLDDNQNITDDTR
AQGLSVGSSLVEEDKLDLATSLLAK
ELDYLVGAVSSPK
GVSLLLPSDVVIADK
LASLADLFVNDAFGTAHR
LVASLPDGGVLLLENVR
VVPASAIPDGWMGLDIGPDSVK
YLKPSVAGFLLQK
YSLAPLVPR

47 folha Ferrodoxina-NADP redutase 1 cloroplastidica 356559282 Glycine max 8.0/40571 5.81/35665 0.0967 DPNATIMLGTGTGIAPFR
LYSIASSAIGDFGDSK

48 folha Gliceraldeido-3-Fosfato desidrogenase A cloroplastidica 356561064 Glycine max 7.6/43203 6.50/44754 0.285 DLGIDLVIEGTGVFVDR
DSPLDVIAINDTGGVK
ESADNELQGILSVCDEPLVSVDFR
NPANLPWK
TFAEEVNAAFR
VIAWYDNEWGYSQR
YDSILGTFDADVKPVGSDIISVDGK

51 folha Fosfoglicerato cinase citossdlica 356557030 Glycine max 6.0/42435 5.96/42987 0.304 ELDYLVGAVSNPK
GVSLLLPTDVVIADK
GVTTIGGGDSVAAVEK
LASLADLYVNDAFGTAHR
LVTQLPEGGVLLLENVR
RPFAAIVGGSK
VDLNVPLDDNLNITDDTR
YLKPSVAGFLMQK

52 folha Quinona oxidoreductase 363808268 Glycine max 6.7/34510 6.30/38445 0.345 AWTYSEYGK
FDVVYDTVGQTEQAFK
FNQSVALPEVK
LNPYFESGK
NLGADWPIDYTK
SILVLGGAGGVGTHVIQLAK
SPFPFSQTVEAFAHLETNR
VIGSLAEYTAAEER

53 folha Aldo-ceto redutase 4 356504240 Glycine max 6.0/35209 6.22/37131 0.0274 FFELNTGAK
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Spot

Orgéo

Proteina identificada®™

g™

Espécie

tedrico

)

P/MW
0 (d)

Cobertura ® (%)

Peptideos identificados

54

55

56

57

60

61

63

64

65

66

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

folha

Ascorbato peroxidase 2

Fibrilina cloroplastidica

Chaperone 20 (Cnp20) cloroplastidica

Ciclina-A1-1

ASR (abscisic stress ripening-like)

Glutationa S-transferase

Rieske (Complexo do Citocromo béf) cloroplastidica

HSP 18.5 kDa

Peroxiredoxina (PRX-5)

Peroxiredoxina (PRX-5)

351726325

356555702

356556406

363807920

351722069

351727897

356549980

351721881

351724985

351724985

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Glycine max

5.6/27126

5.7/33295

7.8/26670

8.4/56112

5.6/25354

5.2/25150

8.7/24177

5.8/18503

5.4/17366

5.4/17366

5.62/29649

4.41/33299

5.13/30165

5.84/37644

5.84/37645

5.44/28026

6.04/20278

5.67/20332

5.81/18381

5.48/18582

0.216

0.108

0.134

0.0338

0.197

0.0935

0.238

0.112

0.42

0.42

EDKPEPPPEGR
HPSELAHGANNGLDIAVR
LAWHSAGTYDVSSK
SYPTVSADYQK

GDGGSVFVLIK
IPISNSNAQSWLLTTYLDEELR

DKPSIGTVIAVGPGHLDEEGNR
YAGTEVDFDGTK

NAPYSSSSSSLVQGSNK

HKIEEEVAAAAAVGSGGFAFHEHHEK
HLEHLGELGAASAAAYALHEK
IEEEVAAAAAVGSGGFAFHEHHEK

APILPSDPYER
FWVDYIDK
FWVDYIDKK

DAVGNDVIAENWLK
GDPTYLVVEK
GPAPLSLALAHCDIDDGK
VVFVPWVETDFR

DFPFPNTLSSASFPEFSR

FALLVEDLK

HVPGFIER
VANVESGGEFTISSAEEIK
VIIFGVPGAFTPTCSLK
YTNALGLELDLTDK

FALLVEDLK

HVPGFIER
VANVESGGEFTISSAEEIK
VIFGVPGAFTPTCSLK
YTNALGLELDLTDK

(a) identificagdo putative através do MASCOT MS/MS lon search;

(b) GenlInfo Identifier (GI) - nimero de acesso no National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/);

(c) ponto isoelétrico e massa tedrica determinada no Protein Prospector (http://prospector.ucsf.edu/)

(d) ponto isoelétrico e massa experimental determinada pelo Image master 2D Platinum ;

(e) porcentagem de cobertura obtida no software Scaffold (Proteome Software, Inc., Portugal, OR).
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Andlise da expressdo génica relativa em folhas por PCR quantitativo em
tempo real (RT-PCR)

A andlise da expressdo génica relativa em folhas por PCR quantitativo em
tempo real foi realizada para investigar mudancas na expressdo génica em nivel de
mRNA em condi¢cdes de déficit hidrico (Figura 4). Foram analisados genes em
folhas do genétipo UFVTN105AP em que a abundancia de transcritos medida pelo
PCR quantitativo em tempo real foi similar na maioria dos casos a abundancia
relativa observada nas andlises protedmicas para folhas (Tabela 3).

Em um total de quinze sequéncias de proteinas analisadas, oito genes
mostraram o mesmo comportamento na expressdo encontrado em andlises
protedmicas. Porém, outras trés mostraram resultados divergentes das analises
protedmicas (Figura 3, Tabela 3).

Os resultados desta analise confirmam que o nivel de mRNA nem sempre
pode ser correlacionado com o nivel de proteinas (Tian et al, 2004; Mackay et al.,
2004; Gygi et al, 1999). Mesmo quando mudancas no nivel de transcritos nao
levam a mudancas no nivel de proteinas, esta aparente discrepancia pode ser
explicada pelas andlises quantitativas, e ainda fornecer informacdes sobre a
regulacdo transcricional, traducional e redes de sinalizacdo que controlam a
abundancia de transcritos e proteinas sob uma determinada condi¢do (Fernie;

Stitt, 2012).
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Figura 4. Anadlise da expressiao génica relativa por PCR quantitativo em
tempo real (RT-PCR) em folhas do genétipo UFVTN105AP submetidas as
condicoes de déficit hidrico no estagio reprodutivo (R4-R5). *Estatisticamente
significativas segundo t-test de Student’s(p<0.05).SMEP1(metaloendoproteinase);
Rieske (Complexo do Citocromo b6f); LHC3 (proteina do sistema de coleta de Luz
do Fotossistema); NQO1(Quinona oxidoredutase); ASR (abscisic stress ripening
protein); AKR (Aldo-ceto redutase); FGK (Fosfoglicerato cinase); 3-GPD
(gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase); LEAZ2 (Deidrina); APX (Ascorbato
peroxidase); GS (Glutamina sintetase); TK (Transcetolase); OEE2 (Complexo de
evolucdo do oxigénio 2); FNR (Ferrodoxina NADP redutase); CA (Anidrase
carbonica).
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Analise do conteuido de 6leo e proteina por espectroscopia de infravermelho
préoximo com transformada de Fourier (FT-NIR)

Através da andlise do conteuido de 6leo e proteina por espectroscopia de
infravermelho préximo com transformada de Fourier (FT-NIR) foi observado uma
reducdo no conteido de 6leo nas sementes submetidas as condi¢des de déficit
hidrico, entretanto o contetido de proteinas ndo mostrou alteragdo segundo nossas
andlises (Figura 5).

O alto nivel de carbonos reduzidos nos acidos graxos explica porque a
oxidacdo de 6leos necessita de mais energia do que a oxidacdo de carboidratos ou
proteinas. Portanto, a sintese de acidos graxos tem uma alta demanda pelo ATP do
estroma e seus redutores equivalentes, sendo assim afetada em maior extensao
pelas condicoes de déficit hidrico como foi observado em nossos resultados
através da reducdo na expressao da ATP sintase cloroplastidica e mitocondrial
(Figura 3). O fato, por exemplo, da glutamina sintetase ndo ter sido detectada sob
condig¢des de estresse hidrico pode ser relacionada com a manuteng¢do no conteido
de proteinas nas sementes (Figura 5), uma vez que aquela proteina esta

relacionada com a reassimilagdo de nitrogénio.
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Figura 5. Andlise do conteuido de d6leo e proteina por espectroscopia de
infravermelho préximo com transformada de Fourier (FT-NIR) em sementes
maduras (R8) do gendtipo UFVTN105AP submetida as condicdes de déficit
hidrico. Estatisticamente significativas segundo t-test de Student’s. (p<0.05).
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CONCLUSOES

A partir das analises fisiologicas ficou bem caracterizada a ocorréncia das
condi¢des de déficit hidrico nestas plantas, sendo verificada através da reducao da
taxa de assimilacdo de carbono, da condutancia estomatica, da taxa transpiratoria,
e da concentracdo interna/externa de dioxido de carbono.

Os resultados de protedmica e qPCR mostraram a ocorréncia de uma
expressao génica diferencial em proteinas envolvidas no processamento protéico,
metabolismo de carbono, defesa e estresse oxidativo, além de outras relacionadas
a funcgdes especificas.

Neste trabalho, as condi¢des de déficit hidrico aplicadas durante o estagio
reprodutivo reduziram o conteddo de 6leo nas sementes maduras no genoétipo
UFVTN105AP.

A remobilizacdo de carbono e nitrogénio de tecidos vegetativos para
sementes em desenvolvimento é uma importante alternativa de fonte de carbono e
nitrogénio durante o enchimento do grao. Com o estresse hidrico a diminuicao da
taxa fotossintética afeta a quantidade de assimilados disponiveis para exportacao
para os orgdos dreno, e sendo o acumulo de dleo nas sementes dependente do
metabolismo de carbono. Portanto, a reducdo de varias enzimas envolvidas no
metabolismo de carbono, como enzimas da glicdlise e ciclo de Calvin-Benson,
observadas em resposta ao déficit hidrico em folhas estao relacionadas com a
reducdo no conteddo de 6leo nas sementes.

Para este genotipo alteragdes no metabolismo de nitrogénio ainda nao estao
ocorrendo para esta intensidade e duracao de estresse aplicado, explicando a
manutencdo do acumulo de proteinas nas sementes mesmo quando as plantas
foram submetidas as condi¢des de déficit hidrico. E ainda, aliado ao fato de que as
sementes deste genotipo possuem alto conteudo proteico, provavelmente isto
pode estar relacionado com a manuten¢do das quantidades de proteina nestas

sementes quando em condig¢des de déficit hidrico.
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