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RESUMO

COUTINHO, Flaviane Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro
de 2016. Analise Proteémica e Metaboléomica de Soja: Aspectos
Moleculares da Tolerancia a Seca em Plantas Transgénicas Expressando
BiP. Orientador: Humberto Josué de Oliveira Ramos.

Dentre os fatores ambientais, a seca € uma das principais causas na limitacao
da produgao agricola. Alguns fatores, como indicadores de expansao da area
de plantio e alteragdes climaticas, evidenciam a necessidade de
desenvolvimento de gendtipos mais tolerantes. Nosso grupo de pesquisa na
Universidade Federal de Vigosa (UFV) tem observado que a chaperona
molecular BiP atua em respostas a estresses no reticulo endoplasmatico (ER)
e osmotico, conferindo uma maior tolerancia a seca. Neste trabalho, foram
caracterizados os perfis protedmicos e metabdlicos de plantas transgénicas de
soja superexpressando a chaperona molecular BiP e de sua isolinha por
eletroforese 2DE-MS e GC/MS, respectivamente. E analise de hormdnios
utilizando LC-MS. Plantas transgénicas apresentaram uma maior abundancia
relativa de proteinas relacionadas a fotossintese, o que sustenta a hipotese
que estas plantas estdo predispostas geneticamente e fisiologicamente a
suportar periodos de seca. Ao contrario do gendtipo selvagem, plantas
transgénicas nao apresentaram mudangas significativas em proteinas
relacionadas a glicdlise, respiragao e estresse oxidativo, o que evidencia uma
menor percepcao do estresse pelo gendtipo geneticamente modificado. O
acumulo intracelular de solutos osmoticamente ativos pode ser um importante
mecanismo de ajuste adotado pelas plantas transgénicas. Como evidenciado
pelos perfis metabdlicos, o acumulo de aminoacidos pode ser o mecanismo
responsavel pela manutencao da turgescéncia celular no gendtipo transgénico.
Este mecanismo protetor pode possibilitar que a fotossintese e outras
atividades fisiolégicas sejam mais operantes em condigcbes de seca. Em
condicdes de déficit hidrico, o acido salicilico parece ter consideravel
importancia em induzir efeitos de protecdo na planta transgénica, podendo ter

uma possivel acdo antagonista ao acido jasménico.
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ABSTRACT

COUTINHO, Flaviane Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2016. Proteomic and Metabolomic Analysis of Soybean: Molecular
Aspects of Drought Tolerance in Transgenic Plants Expressing BiP.
Adviser: Humberto Josué de Oliveira Ramos.

Among the environmental factors, drought is one of major cause in limiting
agricultural production. Some factors, such as the expansion of the acreage and
climate changes, highlight the need to develop more tolerant genotypes. Our
research group at the Federal University of Vigosa (UFV) has observed that the
molecular chaperone BiP acts in response to stress in the endoplasmic
reticulum (ER) and osmotic stress, and gives greater drought tolerance. In this
work we characterized the proteomic and metabolic profiles of transgenic
soybean plants overexpressing the molecular chaperone BiP and its isoline by
electrophoresis 2DE-MS and GC / MS, respectively. And hormones analysis
using LC-MS. Transgenic plants showed a higher abundance of proteins related
to photosynthesis, which supports the hypothesis that these plants are
genetically and physiologically predisposed to withstand periods of drought.
Unlike the wild genotype, transgenic plants showed no significant changes in
proteins related to glycolysis, respiration and oxidative stress. That indicates a
lower perception of the stress by the engineered genotype. The intracellular
accumulation of osmotically active solutes may be an important adjustment
mechanism adopted by transgenic plants. As evidenced by the metabolic
profiles, the amino acid accumulation might be the mechanism responsible for
the maintenance of cellular turgor in the transgenic genotype. This protective
mechanism may allow photosynthesis and other physiological activities to be
more active in drought conditions. In drought conditions, the salicylic acid
seems to have considerable importance in protective effects in transgenic plant

and may have a possible action antagonist to jasmonic acid.
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1. INTRODUCAO

A produgdo de soja esta entre as atividades econdmicas que, nas
ultimas décadas, apresentou crescimento expressivo, sendo o quarto gréao mais
consumido e produzido globalmente, além de ser a principal oleaginosa
cultivada anualmente no mundo. O grande incremento na produgdo de soja
pode ser atribuido a diversos fatores, dentre os quais merecem destaque o
elevado teor de proteinas (40%) e consideravel teor de 6leo (20%), além da
oferta de tecnologias de produgao que permitiram ampliar significativamente a
area e a produtividade (HIRAKURI & LAZZAROTTO, 2014).

No contexto mundial o Brasil possui significativa participagdo na oferta e
na demanda agroindustrial da soja sendo o segundo maior produtor ficando
atras apenas dos Estados Unidos da América (EUA). O pais somente nao
ultrapassou os EUA na safra 2013/2014, devido a seca que ocorreu na maioria
dos estados produtores (CONAB, 2014). A producdo de soja € muito
influenciada por estresses abioticos impostos por fatores ambientais tais como
seca (GRAINGER & RAJCAN, 2013; DESHMUKL et al, 2014).

Assim, com a crescente demanda mundial por alimento, o potencial de
expansao de areas agricolas chegando ao fim, e a distribuicdo hidrica bastante
variavel em termos espacial e temporal se faz necessario o investimento em
tecnologias que contribuam para melhor producédo. Dentre as alternativas
possiveis, o desenvolvimento de plantas tolerantes a déficit hidrico se torna
interessante. Existem diferentes estratégias para melhorar a tolerancia a déficit
hidrico, dentre elas destaco a manipulagdo na expressédo de genes, envolvidos
diretamente em protecéao celular (ZHU, 2001). Esta classe inclui os genes cujos
produtos atuam funcionalmente em vias de desintoxicagdo de produtos
gerados em condi¢gdes de estresses, tais como os genes relacionados com o
sistema antioxidativo ou em vias de reparo de proteinas e estruturas celulares
como genes que codificam chaperonas moleculares (GUPTA et al.,, 1993;
BADAWI et al., 2004; RODRIGUES et al., 2006).



Nessa classe inclui a chaperona molecular Binding protein (BiP),
localizado no reticulo endoplasmatico, que medeia o direcionamento de
proteinas mal dobradas para a degradacdo, a translocagdo de proteinas
secretoras para o lumen do RE e a regulacdo da via de proteinas mal dobradas
(UPR) (HAMMAN& HENDERSHO., 1998; HAIGH & JOHNSON., 2002;
PINCUS et al., 2010). O potencial de BiP como modulador da via UPR
(BERTOLOTTI et al., 2000) propicia menor detec¢cdo de estresses no RE e
osmoticos nas células que parecem manter suas fungcdes a niveis normais sob
condicbes de estresse. Desta forma, modulando a resposta de morte celular
mediada por NRPs (N-rich proteins), uma via especifica de plantas que é
sinergisticamente induzida por uma combinagao de estresse do RE e sinais de
estresse osmético o que confere tolerancia a seca quando superexpressa em
tabaco e em soja (ALVIM et al., 2001; VALENTE et al., 2009). A tolerancia ao
déficit hidrico tém sido associado a capacidade de BiP como um regulador
negativo da resposta morte celular mediada pela via NRPs induzida pelo
estresse, por atenuar lesdes necréticas foliares e murcha, indugdo de marcador
do gene associada a senescéncia, atividade de caspases e peroxidagao
lipidica (REIS et al., 2011; REIS & FONTES, 2012). O mecanismo pelo qual a
superexpressao de BiP confere tolerancia a seca em soja parece envolver a
manutencdo da homeostase celular por um periodo de tempo maior
(CARVALHO et al., 2014). Porém esses mecanismos de tolerancia a condi¢des

adversas do meio ambiente permanecem para ser elucidados.

Portanto, uma compreensdo completa de resposta das plantas ao
estresse, a nivel molecular é de extrema importancia. O mecanismo molecular
de tolerancia ao estresse € complexo e a este respeito ferramentas de
diferentes omicas tém sido empregadas para entender como plantas
respondem a condi¢des de estresses abiodticos. Em soja, estudos de gendmica
e transcriptdmica apresentam-se evoluidos, em contra partida outros grandes
ramos como protedmica e metaboldmica ainda estdo atrasados (RUPESH et
al., 2014). Estes ramos sao igualmente importantes para obter visao clara do
sistema biolégico e determinar os mecanismos moleculares de tolerancia a

seca, baseados nas analises do proteoma e do metaboloma, podendo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deshmukh%20R%5Bauth%5D

estabelecer algumas das bases fundamentais para estas condi¢des fisiologicas

adquiridas e ser exploradas a nivel agronémico.

Assim sendo, os objetivos deste trabalho foram a caracterizagdo dos
perfis proteicos e metabdlicos de plantas transgénicas de soja
superexpressando a chaperona molecular BiP e de sua respectiva planta
selvagem, bem como elucidar mecanismos bioquimicos associados a

tolerancia ao déficit hidrico.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Soja no cenario econémico

Nas ultimas décadas, o agronegdcio brasileiro tem ganhado cada vez
mais relevancia para a economia nacional, apresentando significativos ganhos
de produtividade. Dentre as culturas agricolas produzidas no pais a soja
(Glycine max (L) Merrill) € uma das mais importantes (EMBRAPA, 2013;
GOMES, 2014).

A soja apresenta como centro de origem e domesticagao o nordeste da
Asia e sua disseminagdo do Oriente para o Ocidente ocorreu em meio das
navegacoes (CHUNG & SINGH, 2008). O melhoramento da cultura iniciou-se
com cientistas da antiga China que, através de sucessivos processos de
cruzamentos dos genotipos ancestrais, passaram a direcionar a selecao
visando obter caracteristicas desejadas. A soja surgiu no Brasil no inicio de
século XX, no entanto o auge de sua produgdo ocorreu em meados dos anos
70, em virtude da quebra de safra da Russia e da incapacidade dos EUA em
suprir a demanda mundial. Nessa época o Brasil superou a China, que era o

segundo maior produtor mundial, ficando logo atras dos EUA (MISSAO, 2006).

O cultivo iniciou-se na Bahia, passando pelos estados de Sao Paulo,
mas encontrou melhor adaptacdo no Rio Grande do Sul, em virtude da

semelhanga com o clima do sul dos Estados Unidos. A producdo de soja esta

3



entre as atividades econbmicas que, nas Uultimas décadas, apresentou
crescimento expressivo, tanto no Brasil, como ao nivel mundial, devido sua
utilizagdo para diversos fins, tais como alimentacdo humana, ragdo animal e
producédo de biocombustiveis (DALL'AGNOL et al., 2010). Atualmente, o pais
vem se aproximando da produgdo americana, com potencial de se tornar o
maior produtor mundial (HIRAKURI & LAZZAROTTO, 2014), sendo a soja

cultivada em varios estados do pais como mostrado na figura 1.
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Figura 1. Area de plantio de soja no Brasil. Fonte: Conab/IBGE.

Nos ultimos anos o Brasil registrou um prejuizo de cerca de 27 bilhdes
de dolares na producao de soja apenas em dois dos estados produtores: Rio
Grande do Sul e Parana, onde as plantagdes deixaram de produzir mais de 55
milhdes de toneladas devido a periodos de seca (CONAB, 2014). Essa
imprevisibilidade das variagdes climaticas leva ao surgimento de estresses
abioticos, que sdo considerados um dos principais fatores de restricdo a
agricultura brasileira, uma vez que causam efeitos adversos no crescimento e
desenvolvimento das plantas. No ambito mundial, a seca se posiciona no
primeiro lugar de desastre natural, restringindo a producdo e expansao
agricola, pois mesmo uma lavoura com alto potencial produtivo torna-se muito
vulneravel se houver limitagdes no fornecimento de agua (SINCLAIR & RUFTY,
2012).



2.2 Déficit hidrico

A agua é o principal constituinte necessario para o crescimento e
desenvolvimento dos vegetais, uma vez que constitui a matriz e o meio onde
ocorre a maioria dos processos bioquimicos essenciais a vida, ao mesmo
tempo, em que se torna o mais limitante recurso para a produtividade agricola.
O termo estresse hidrico é definido como um fator externo, que exerce uma
influéncia desvantajosa sobre a planta levando, consequentemente, um desvio
significativo das condigbes 6timas e, portanto, induzindo mudangas em todos

os niveis funcionais do organismo (LARCHER, 2000).

Segundo Lichtenthaler (2006), a resposta das plantas ao déficit hidrico
ocorre em quatro fases diferentes como observado na figura 2. Na primeira
fase, com a introdugdo do estresse, a planta tem um declinio de algumas
funcdes normais, como desempenho fotossintético. Com a manutencdo do
estresse, a planta entra na segunda fase de resposta, estagio de tolerancia.
Onde a planta comeca a se aclimatar as condigdes estressantes e podem
ocorrer processos de reparagao. Quando o estresse permanece depois da
segunda fase, a planta entra na terceira, considerada fase de exaustao, no qual
ha uma alta intensidade do estresse, levando a planta a um estado crénico ou
até mesmo a morte. Depois deste estagio, se retirado o estresse, a planta entra
na quarta fase, com uma recuperagdao parcial ou total de suas funcgdes

fisiologicas.
RESPOSTA DAS PLANTAS AO ESTRESSE

Fasesem Fasede Fase de Estaziode Fasede
Estresse  Alarme Tolerancia  Exaustao Regeneragdo

Méxima

Remogdo do
estresse
v

Resposta ao
estrasse

Novos

Padréo ‘
padrées

v

Resisténcia minima a

Dano Danos cronicos,
agudo morte celular

Figura 2. Respostas induzidas em plantas por estresse abidtico. Fonte: Lichtenthaler (2006).



A producédo agricola em ambientes com pouca disponibilidade hidrica é
afetada de maneira direta, sendo o0s prejuizos minimizados devido a
mecanismos que permitem uma manutengdo do status hidrico durante a
reducédo da umidade do solo, seja por evitagao ou tolerancia a desidratagcdo. Os
mecanismos de evitagdo correspondem a manutencdo do turgor e volume
celular, tanto pela absor¢do de agua por um sistema radicular abundante
quanto pela reducédo da perda por transpiracédo por intermédio do fechamento
estomatico ou por vias ndo estomaticas como a cuticula. Ja a tolerancia é
atingida por ajustamento osmoético e na maior eficiéncia da remocdo de
espécies reativas de oxigénio, formadas como consequéncia do metabolismo
conturbado e protegcdo funcional das proteinas e membranas (LARCHER,
2000; ISODA & WANG, 2002; VERSLUES et al., 2006; BARNABAS et al.,
2008).

As modificacbes das plantas para aumentar a tolerancia a seca estao
relacionadas a ativagdo e regulacdo de genes que protegem e mantém as
fungdes e componentes da estrutura celular, sendo a engenharia genética uma
ferramenta poderosa para melhorar a tolerancia das plantas aos diferentes
estresses (WANG et al.,2003). Os produtos dos genes induzidos por estresse
podem ser classificados em dois grupos: aqueles que protegem diretamente
contra estresses e aqueles que regulam a expressao de genes e a transdugao
de sinais em resposta a estresse. O primeiro grupo inclui proteinas como
chaperonas e proteinas detoxificadoras, que funcionam como protetores
celulares contra desidratagdo. O segundo grupo € constituido de proteinas
regulatérias, como fatores transcricionais que regulam a expressao de genes
responsivos a estresses, além de proteinas cinases e fosfatases que regulam
transducéo de sinais (HASEGAWA et al., 2000; SHINOZAKI & YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2000).

2.3 Proteina de ligacao BiP (binding protein)

A chaperona molecular BiP é uma proteina pertencente a familia HSP70,

que possui um dominio ATPase amino-terminal e um dominio carboxi-terminal



de ligacdo ao substrato (McKAY, 1993). Atua nos processos de dobramento de
proteinas nascentes e na translocacao de proteinas para o RE (FLYNN et al.,
1989; SCHRODER & KAUFMAN, 2005). Neste processo, as proteinas
nascentes sao reconhecidas por BiP, que facilita o seu enovelamento. Se as
proteinas nao conseguirem adquirir uma conformagdo adequada, BIiP
desencadeia uma via de sinalizacido para remoc¢ao destas proteinas, através de
degradagdo, ou ativa a via UPR (NGUYEN et al., 1991, SANDERS et al.,
1992).

Em plantas, BiP tem sua expressao aumentada em condi¢cbes de
estresse, tanto bidticos quanto abidticos. Quando ha estresse no RE e
acumulacao de proteinas mal dobradas BiP ativa via UPR de duas formas em
soja: primeiro BiP se dissocia dos transdutores de sinal GmbZIP 37/38,
presentes na membrana do RE, que se mobilizam para o Golgi, onde s&o
proteoliticamente clivados por S1P e S2P, se transformando em fatores de
transcricdo funcionais que sao translocados para o nucleo, ativando
promotores de genes sensiveis a estresse no RE. No outro ramo da via UPR,
sob estresse RE, transdutores GmIRE1 sofrem uma dimerizacdo ativando
funcdo de ribonuclease, que promove o splicing do mRNA de GmbZIP68,
ativando fator de transcricaio GmbZIP68S que move-se para o nucleo para
induzir a expressao de genes responsivos ao estresse RE. Se a via UPR néo
for capaz de restaurar a homeostase do RE sob estresse prolongado vias de

morte celular sdo ativadas (SILVA et al., 2015).

Estudos tem mostrado que a superexpressdao de Bip aumenta a
tolerancia a déficit hidrico em soja e tabaco por atenuagdo da via UPR,
propiciando menor detecgdo de estresses no RE e osmaticos nas células que
parecem manter suas fungdes a niveis normais sob condicbes de estresse.
Desta forma, modulando resposta de morte celular mediada por NRPs, uma via
especifica de plantas que é sinergisticamente induzida por uma combinagao de
estresse do ER e sinais de estresse osmotico (KALINSKI et al., 1995;
LEBORGNE-CASTEL et al., 1999; BERTOLOTTI et al., 2000; ALVIM et al.,
2001; VALENTE et al., 2009; REIS et al., 2011; REIS & FONTES, 2012;
CARVALHO et al, 2014).



O desenvolvimento de estratégias moleculares no combate a seca
envolve a compreensdo do funcionamento desses genes (SHINOZAKI &
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997). Sob a visdo molecular, o fenétipo pode ser
descrito em termos de mMRNA e proteinas, associados ao genoma e
influenciados pelo ambiente. Dessa maneira, a relacdo entre genodtipo e
fendtipo torna-se bastante complexa uma vez que estudos do transcriptoma s6
destacam ao nivel de mRNA, que pode ndo ser necessariamente traduzidos
para os produtos finais do gene, isto &, proteinas. Diante disso, dados
genbmicos nem sempre representam uma imagem do processo fisioldgico e a
analise do mRNA é somente um pouco mais informativa (MATTICK, 2003). Os
recentes avancos no campo da protedmica e metaboldbmica oferecem

informagdes mais diretamente relacionadas ao estado fisiologico.

2.4 Hormoénios e defesa vegetal

Os efeitos causados pelo déficit hidrico sdao gradualmente percebidos
pelo vegetal. Os hormdnios vegetais sao produzidos na planta, e
desempenham varias funcbes, dentre elas a percepcdo de estimulos
desfavoraveis do meio ambiente e a geracdo de respostas adequadas que
garantam a sobrevivéncia das plantas. Mesmo em baixas concentragdes sao
capazes de promover, inibir ou modificar processos morfolégicos e fisiolégicos
(CASTRO & VIEIRA, 2001; MONTANS, 2007). Os hormbnios foram
distribuidos em cinco classes principais: giberelinas, citocininas, auxinas,
etileno e acido abscisico (COLLI, 2008). No entanto, atualmente inclui-se o
acido salicilico, os jasmonatos, brassinosteréides, poliaminas e oligossacarinas
(TAIZ & ZEIGER, 2009).

O acido abscisico (ABA) é o mais bem estudado. Plantas submetidas a
caréncia hidrica no solo produzem altos niveis de ABA na raiz, o qual é
transportado via xilema para a parte aérea onde atua como sinal que promove
o fechamento estomatico, evitando a perda de agua por transpiragao (LIVINE &
VAADIA, 1972). Por essas razdes, atribui-se ao ABA como fator inicial das
respostas adaptativas dos vegetais ao déficit hidrico e outros tipos de estresse,



uma vez que este se acumula em folhas de todas as espécies vegetais,
independente do tipo de estresse sofrido (DAIE & CAMPBELL, 1981).

O &cido salicilico (SA) e jasmonico (JA) também estdo envolvidos na
regulagdo das respostas de defesa e sinalizagdo das plantas frente a estresses
abioticos (YASUDA et al., 2008). Apesar do evidente aumento de JA em
resposta aos estresses abidticos em varias espécies de plantas, seu papel em
resposta ao déficit hidrico ainda € pouco conhecido (DOMBROWSKI., 2003;
GAO et al.,, 2004; OLLAS et al., 2015). O SA desempenha um papel
fundamental na tolerancia ao déficit hidrico. Interesses consideraveis tém sido
focados neste acido, devido a sua capacidade de induzir efeitos de protecéo
por elevar ou regular a atividade de enzimas de desintoxicagao celular, como
peroxidasses e superoxido dismutases, que estao especialmente envolvidas na
degradacgado de radicais ativos oxigenados (ARBONA & GOMEZ-CADENAS,
2008; AZOOZ & YOUSSEF, 2010; BROSSA et al., 2011).

Durante muito tempo, os horménios foram considerados como entidades
operacionais distintas com padrdo de acado e efeitos fisiolégicos bem
diferenciados. Recentemente, foi proposto o conceito de crosstalk, uma vez
que perturbagdes genéticas no padrdo de resposta de um hormdnio podem
causar mudancgas na sintese ou degradacao de outros horménios (ALONSO &
ECKER, 2007). Ou ainda, diferentes vias de transdugcdo do sinal podem
compartilhar componentes sinalizadores levando ao surgimento de uma
complexa rede que envolve varias respostas de defesa e processos de
desenvolvimento (MARTIN, 2009). Diante disso, a deteccdo e quantificacdo
dessas moléculas é de extrema importancia para o entendimento fisiolégico de

defesa e tolerancia do vegetal ao estresse.

2.5 Proteomica

A protedmica é o conceito dado a analise sistematica, em larga escala,

que visa caracterizar proteinas expressas em um determinado periodo



bioldgico, seja pela abundéancia, atividade, modificagdes pds-traducionais ou

pela interacéo entre as proteinas (WRIGHT et al., 2012).

Essa técnica tem se mostrado eficiente no estudo de mecanismos de
toleréncia das plantas a estresses ambientais (VINCENT et al., 2007). Por meio
dessa abordagem, o perfil global de expressdo de proteinas tem sido
investigado utilizando eletroforese bidimensional (2DE) combinadas com
espectrometria de massas (MS) (WESTERMEIER et al., 2002; HAN & WANG,
2008). Assim, mudangas especificas no perfil de proteinas, oferecem a
possibilidade de identificacdo e caracterizacdo funcional das proteinas
diferencialmente expressas cujas fungdes bioldgicas estdo relacionadas com a
tolerancia (BENEVENTI, 2010), levando ao entendimento dos mecanismos
moleculares que governam as respostas ao estresse (GONZALEZ et al., 2010;
JORRIN-NOVO et al., 2009; SOARES, 2013).

As areas da protedbmica e metabolémica auxiliam no entendimento de
processos bioldgicos e fornecem um panorama sobre o estado das plantas em
resposta a determinadas condicbes ambientais. A combinacao de dados
abrangentes na expressao e regulacdo do proteoma, bem como de vias
metabdlicas, permitem uma visao integrada e sistematica que proporciona uma
compreensao mais aprofundada sobre a organizacdo e funcionamento do
sistema bioldgico (BARCHET, 2011).

2.6 Metabolomica

Metaboloma foi primeiramente sugerida por Stephen Oliver e
colaboradores (1998) para designar o conjunto de compostos de baixa massa
molecular sintetizados por um organismo. Algum tempo depois, Fiehn definiu
metabolémica como o estudo de todos os compostos quimicos de baixa massa
molecular presentes em um organismo, e que sado os produtos finais das
fungdes celulares, cujos niveis podem ser vistos como respostas dos sistemas
bioldgicos a alteracbes ambientais ou genéticas (FIEHN, 2002). Estes

compostos sao intermediarios de reagdes quimicas e desempenham um papel
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importante na conexdo das diferentes rotas que operam em um sistema vivo
(VILLAS-BOAS et al., 2005). Da mesma forma que o proteoma e o
transcriptoma, o metaboloma € dinamico e, os niveis de cada metabdlito
dependem do estadio de desenvolvimento, condi¢des fisioldgicas, bem como

do estado patolégico de uma célula, tecido ou organismo.

Por meio da analise metabolédmica € possivel descrever quais sao os
metabdlitos presentes em um organismo e suas concentragdes, relativas e
absolutas, de acordo com o0 ambiente em que ele se encontra, de forma a obter

informagdes sobre os processos metabdlicos ativos (PINTO et al., 2002).

Existem duas estratégias principais para analise metabolémica: i) analise
de metabdlitos alvo (target), muito utilizada em analise quantitativa de uma
classe pré-estabelecida de compostos, relacionada a rotas metabdlicas
especificas e, ii) perfil metabdlico (fingerprint), que envolve analise em larga
escala para a identificagdo de metabdlitos. Nesta abordagem, um perfil
cobrindo um grande numero de metabdlitos € gerado por uma técnica analitica
selecionada ou uma combinacgao, e é utilizado para identificar metabdlitos com
niveis alterados em fungdo de uma determinada condigdo ambiental (VILLAS-
BOAS et al., 2005). A complexidade metabdlica é geralmente analisada por
técnicas hifenadas (combinagdo de duas ou mais técnicas analiticas) como
CG-MS e LC-MC por apresentarem melhor seletividade e eficiente
(RODRIGUES et al, 2006; DIXON et al 2006).

A metabolémica de plantas ainda € um campo novo, mas com grandes
oportunidades ja que é capaz de caracterizar e diferenciar genotipos e
fendtipos baseados nos niveis de metabdlitos, pois qualquer alteragao ocorrida
no ambiente pode ser acompanhada pela alteragdo do perfil e niveis destes
compostos (MALONEY, 2004).

2.7 Espectrometria de massas

Muitas tecnologias analiticas tém sido utilizadas para a identificacao e

obtencédo dos perfis proteicos e metabdlicos, entretanto a espectrometria de
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massas (MS) é a mais aplicada. Nesta técnica as massas de atomos,
moléculas ou fragmentos de moléculas s&o determinadas. De uma forma geral,
o comportamento do analito, na forma de ions, em um campo elétrico ou
magnético € utilizado para determinar a relagdo entre a massa e a carga (m/z)
(AEBERSOLD & MANN, 2003). De uma maneira simplificada, um
espectrdmetro de massas ira possuir uma fonte de ionizacdo, para a obtengao
de ions, um analisador de massas, o qual determina a relagdo m/z e, um
detector para gerar sinais eletrénicos da presencga dos ions formados. Sistemas
eletrénicos e modo de operagao e aquisicdo dos dados sdo gerenciados por

softwares, como ilustrado na figura 3.

Amostra
Sistemade Fonte de Analisador
; 7. - - g Detector
introducio ions de massas
Sistema de
aquisicdo

Figura 3. Componentes de um espectrdbmetro de massas. Fonte: Adaptado de SKOOG et al.,
2002.

Estratégias analiticas empregando a espectrometria de massas tem se
tornado componentes fundamentais em protebmica e metabolémica,
principalmente por oferecerem excelente combinagcdo de sensibilidade e
seletividade, tornando-se uma plataforma indispensavel em Biologia de
Sistemas (BEDAIR & SUMNER, 2008; LEI et al., 2011). Em funcdo da
amplitude de possibilidades em aplicagbes em bioquimica, diversas
plataformas analiticas tém sido desenvolvidas pelos fabricantes, de modo a
otimizar a eficiéncia em termos de equipamentos complexos com elevada
sensibilidade, precisdo e acuracia. Desta forma, abordagens analiticas

empregadas tem evoluido consideravelmente, principalmente pela diversidade
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e combinacdo de analisadores, bem como acoplagem a equipamentos de
separacdo de moléculas, tais como cromatografia gasosa e liquida
(ABDELNUR et al., 2008).

O emprego da cromatografia acoplada a espectrometria de massas
apresenta-se vantajoso, uma vez que possibilita a andlise de uma grande
quantidade de moléculas distintas de modo continuo, gerando informagao
quantitativa e qualitativa, seja na forma de obtencdo de sequéncias de
peptideos ou identificagdo de metabdlitos na amostra. Esta abordagem
possibilita a identificacdo com elevada exatiddo de moléculas, seja de baixa
massa ou alta massa, ao contrario de estratégias convencionais que utilizam
apenas indices de retengdo dos compostos gerados por técnicas de detecgao
cromatograficas (VEKEY, 2001).

3. METODOLOGIA

3.1 Ensaios de déficit hidrico em casa-de-vegetagao

O experimento de restricdo hidrica foi conduzido em casa de vegetacéo,
na Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vicosa, MG no periodo de novembro
a janeiro. Para isso, sementes de soja (Glycine max. Conquista) transformadas
com o gene SoyBiPD sob controle do promotor 35S do Cauliflower mosaic
virus (35S::BiP-4; VALENTE et al, 2009) e sementes de soja néo
transformadas (Glycine max cv. Conquista), denominadas C9 e WT
respectivamente, foram semeadas em vasos de plastico contendo uma mistura
de solo, esterco e areia previamente esterilizados (3:1:1). As plantas foram
mantidas sob condigbes naturais de luz, umidade relativa (65-85%) e
temperatura (15-35°C). Ap6s a germinacgao, foi realizado analise para certificar
a presenca do transgene nas plantas geneticamente modificadas. Foi utilizando
a técnica de PCR a partir de DNA gendmico da folha, com oligonucleotideos
especificos para amplificacdo do transgene. O produto da amplificagao foi
analisado por eletroforese de agarose 1% (p\v), cuja presenga confirmou a
transgenia (dados nao mostrados).

13



Apo6s confirmacgédo, as plantas foram transplantadas para vasos de 3 L e
cultivadas com fornecimento normal de agua. Quando o terceiro trifélio estava
completamente expandido, iniciou o experimento de restricdo hidrica, onde
agua foi adicionada até a capacidade de campo em todos os vasos. Apos o
excesso de agua ser drenado pela gravidade, cada vaso foi pesado e
submetido a um delineamento experimental em blocos ao acaso. Nas parcelas
experimentais foram distribuidos seis gendtipos de soja convencionais (WT) e
seis de sojas transformadas (C9), e submetidas a dois regimes de
disponibilidade hidrica: trés plantas de cada gendtipo receberam irrigagéo
plena a capacidade de campo e trés foram submetidos a restricao hidrica por
diminuicdo gradativa da irrigagdo. Os tratamentos foram denominados irrigados
(IR) e ndo irrigados (NI). Os vasos foram pesados todos os dias e calculados o
peso de agua perdida. Em vasos normalmente irrigados, foram adicionados
180 mL de agua, quantidade suficiente para ndo encharcar o solo. Aos vasos
submetidos ao déficit hidrico foi adicionado 40% de agua do volume perdido a
cada dia (VALENTE et al., 2009).

O estado de agua nas folhas das plantas foi monitorado por meio da
determinagdo do potencial hidrico (yw) pela madrugada, utilizando Bomba
Scholander (SCHOLANDER et al., 1965). A coleta das folhas foi realizada em
nitrogénio liquido quando as plantas transgénicas apresentavam um potencial

hidrico préximo de -1 MPa e armazenadas em freezer -80°C.

3.2 Teor relativo de agua (TRA)

O TRA foi calculado segundo Silva e colaboradores (2007), baseado no

peso fresco (Pf), peso turgido (Pt) e peso seco (Ps) aplicados na formula:
TRA = (Pf-Ps) / (Pt-Ps)*100

Para isso, trés discos foliares das folhas foram coletados quando as
mesmas apresentavam potencial hidrico de -0,5 e -1,0 MPa e imediatamente
pesados (Pf) seguido de imersdao em agua deionizada em ambiente protegido

da luz por 12 h a aproximadamente 24°C. Os discos foram secos com papel
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absorvente para retirada do excesso de agua e pesados (Pt). Por fim, foram
completamente secos em estufa de circulacdo forcada por 48 h a 80°C,

resfriados a temperatura ambiente e novamente pesados (Ps).

3.3 Protedmica

3.3.1 Extracao de proteinas totais

Foi utilizado o protocolo descrito por Wang e colaboradores (2003) com
algumas alteragdes. Aproximadamente 3,0 g de material vegetal coletado
foram trituradas em nitrogénio liquido e ressuspendido em 10 mL de solugao
contendo polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (m/v), B-mercaptoetanol 2% (v/v) e
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM em acetona gelada. Os tubos foram
agitados em vortex por 30 s e mantidos em gelo por 30 min. Em seguida, as
amostras foram sonicadas por cinco vezes com 30% da poténcia maxima em

intervalos de 20 s, em banho de gelo.

Apds sonicagao, as amostras foram centrifugadas a 6.000 g, 4 °C por
15 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado cinco vezes
com acetona gelada. Apds centrifugacao, o material foi lavado por quatro vezes
com 10 mL de 4&cido tricloroacético (TCA) 10% em acetona gelada e
centrifugado a 6.000 g, 4 °C por 15 min. Para cada etapa de lavagem o
material foi agitado por 30 s em vortex. Em seguida, o material foi lavado duas
vezes com TCA 10% em agua, duas vezes em acetona 80% e uma vez em
etanol 70% e seco a temperatura ambiente. O precipitado foi entdo
ressuspendido em 10 mL de tampao de extracdo contendo SDS-denso
(sacarose 30%, SDS 2%, Tris-HCI 0,1 M pH 8,0, PMSF 1 mM,
B-mercaptoetanol 2% (v/v) e deixado em repouso por 15 min a temperatura
ambiente. Apés 15 min foi adicionado 5 mL de fenol tamponado pH 8,0 e o
material foi mantido em gelo por 10 min. Os tubos foram agitados em vortex a

cada 2 min para maximizag¢ao do contato entre a solugdo aquosa e o fenol.
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Posteriormente, a amostra foi centrifugada por 6.000 g a 4 °C por 15 min
e a fracao fendlica coletada e transferida para um novo tubo. As proteinas da
fase fendlica foram precipitadas adicionando-se cinco volumes de acetato de
amoénio 0,1 M em metanol gelado e incubadas por 12 horas a -20° C. Em
seguida, o extrato foi centrifugado por 6.000 g a 4 °C por 15 min. O precipitado
recuperado foi lavado duas vezes em acetato de aménio 0,1 M em metanol,
duas vezes em acetona 80% e mais uma vez em etanol 70%. A cada etapa de
lavagem, o precipitado foi ressuspendido e centrifugado por 6.000 g a 4 °C por
15 min. O precipitado final foi seco a temperatura ambiente e armazenado a

-20 °C até o uso.

3.3.2 Quantificagao de Proteinas

As amostras proteicas foram solubilizadas em 300 pL de solugao
contendo ureia 7 M, tioureia 2 M, CHAPS 4% e sonicadas em gelo por 5 ciclos
de 20 seg a 60% da poténcia maxima. A concentragao de proteinas foi avaliada
de acordo com Bradford (1976). A curva de calibragéo foi feita a partir de um
padrao de albumina de soro bovino (BSA) na faixa de concentragdo entre

1 -15 ug /PL diluido com 0 mesmo tampéo utilizado na diluigdo das amostras.

3.3.3 Separacao de proteinas em géis bidimensionais

A focalizacado isoelétrica (IEF) foi realizada em fitas de 13 cm com
gradientes de anfélitos entre o pH 3-10 (GE Healthcare). Inicialmente, as fitas
foram reidratadas por 14-20 h em 300 uL de tampao de reidratacao (7 M ureia,
2 M tioureia, 2% CHAPS, 0.002% azul de bromofenol, 2% IPG-buffer,
0.2% DTT) contendo 1,0 mg de proteina das amostras. A IEF foi realizada em
um sistema IPGphor (GE Healthcare Upsala, Suécia) a 20°C seguindo a
programacao: acumulo de 0.5 kV\h a 500 V, gradiente de 0.8 kV\h a 1000 V,
gradiente 13.5 kV\h a 8000 V e voltagem fixa 40 kV\h a 8000 V. Anteriormente
a segunda dimensado, as fitas foram equilibradas em duas etapas
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individualmente por 30 min em 5 mL de solugdo de equilibrio (6 M ureia,
30% glicerol, 2% SDS, 0.002% azul de bromofenol, 50 mM Tris-HCI pH 8.8)
contendo 1% de DTT (etapa de reducédo) e 2,5% de iodoacetamida (etapa de

alquilagao), respectivamente.

A segunda dimenséo foi efetuada em gel de poliacrilamida 12,5% na
presenga de SDS (SDS-PAGE), utilizando a metodologia descrita por Laemmli
(1970). As fitas equilibradas e lavadas foram pressionadas no topo do gel, ao
lado acido da fita adicionaram 7 pL de marcador de massa molecular (MW)
aderido a um papel de filtro. A fita e o papel de filtro MW foram selados com

solucéo de agarose 0,5%, bromofenol 0,002%.

O aparato eletroforético foi montado como sugerido pelo fabricante e a
corrida realizada em cuba Rubi (GE Healthcare), com uma primeira etapa de
amperagem fixa de 20 mA/gel, e poténcia maxima de 50W por 30 min e em
seguida a 40 mA/gel, 50W, 150V por 5 h. A temperatura foi mantida a 10°C

utilizando circulador termoestatico.

3.3.4 Deteccgao de proteinas e analise de abundéancia

Para a caracterizagdo do proteoma diferencial os géis foram submetidos
a coloragao para visualizagao de proteinas. Imediatamente apds a corrida, os
géis foram colocados em solugéo de fixagao (acido acético 10% (v/v)) e etanol
40% (v/v)) por 12 h sob agitagado constante. Terminada a etapa de fixagédo, os
géis foram corados com solugdo Coomassie blue G-250 (sulfato de aménia 8%
(v/v), acido fosférico 0,8% (v/v), Coomassie blue G-250 0,08% (v/v), metanol
20%(v/v)) (Sigma- Aldrich) por 72 h e lavados com acido acético 1% (v/v) até a
eliminacdo completa do corante excedente. As imagens dos géis foram
digitalizadas utilizando um escéner ImageScanner Il (GE Healthcare) e
calibradas com o programa Labscan (GE Healthcare). Os perfis ente os
tratamentos irrigado e nao irrigado, para ambos gendtipos, foram comparados
utilizando o software ImageMaster2D Platium 7 (GE Healthcare) para
determinacao de spots proteicos com abundancia diferencial. Foram
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considerados diferenciais os spots que apresentaram uma variagao de
sobreposi¢cao de medidas acima de 1,0 (Ratio), ANOVA com p-valor menor que
0,05 e que estavam presentes nos trés géis (repeticdes biolégicas). Para os
spots diferenciais foi calculada a porcentagem de volume e a comparagao

desses valores indicou a diferenca na abundancia entre os tratamentos.

3.3.5 Tripsinizagao de proteinas

Os spots de interesse foram retirados do gel com o auxilio de um
estilete, previamente lavado em metanol, e colocados em microtubos
identificados. Os fragmentos de gel foram descorados através de sucessivas
lavagens em solugdo de acetonitrila 50%, bicarbonato de aménio 25 mM,
descartando o sobrenadante. As lavagens foram realizadas a temperatura

ambiente.

A solugdo de descoloragao foi removida e os pedagos de gel
desidratados com acetonitrila por 5 min (2 vezes) e secos em speed vac por
15 min. As proteinas foram, entdo reduzidas em solucdo de DTT 200 mM em
bicarbonato de aménio 100 mM por 30 min a 56°C utilizando banho seco. Em
seguida, alquiladas em solugédo de iodoacetamida 200 mM em bicarbonato de
amoénio a 100 mM por 30 min a temperatura ambiente na auséncia de luz. Os
pedacgos de gel foram lavados com bicarbonato de amdénio 100 mM por 10 min
por 2 vezes, desidratados em acetonitrila por 5 min e secos em speed vac por
15 min.

Para a digestdo enzimatica, os géis foram reidratados com solugao
contendo tripsina (Trypsin, from porcine pancreas, Proteomics grade - Sigma)
20 ng/mL em solugcdo de bicarbonato de aménio 40 mM pH 8,0 e
acetonitrila 10%. Adicionaram 15 yL da solugdo com enzima a cada spot e
submeteu-as a banho de gelo durante 45 min para penetracdo no gel.
Decorrido esse tempo, adicionaram 50 pL de solugdo de bicarbonato de

amoénio 50 mM e incubou a 37°C por 16h.
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Posteriormente, os pedagos de gel foram submetidos a banho ultrassom
por 10 min, centrifugados a 1500 rpm por 2 min e a solugdo removida para
novos tubos. Aos pedagos de gel restantes foram adicionados 40 pL de
solucdo de acido férmico 5%, acetonitrila 50% para recuperar uma maior
quantidade de fragmentos tripticos. Os tubos foram novamente submetidos a
banho ultrassom por 10 min, centrifugados e a solugdo removida e adicionada
ao tubo novo. A solugéao triptica foi concentrada em speed vac até secagem

total.

3.3.6 Identificagao de proteinas por espectrometria de massas

Para a identificacdo das proteinas diferencialmente expressas,
primeiramente, as amostras tripsinizadas e secas foram solubilizadas em
solugao de acido férmico 0,1%. Apds a solubilizagdo, 10 yL foram usados para
a analise por LC-MS, utilizando um sistema UPLC (nanoAcquity-Waters),
contendo uma coluna frap € uma coluna capilar C18 BEH130 1,7 um -100 pm x
100 mm operando com uma taxa de fluxo de 0,5 pL/min. Os peptideos eluidos
foram automaticamente injetados em espectrémetro de massas do tipo /ON
TRAP (Amazon-Bruker), atuando no modo online, usando uma agulha de
ionizagdo nanoESI. As solugbes da fase movel utilizados para o programa de
gradiente foram: agua e acido férmico 0,1% (v/v) (A) e acetonitrila e acido
férmico 0,1% (v/v) (B). A programacao de gradiente consistiu de 5 % de B
durante 5 min, rampa de subida linear até 50% de B em 35 min, rampa de
subida linear até 90% de B ao longo de 10 min, manutencao de 95% de B por
10 min, rampa de descida linear para 5% de B durante 5min, seguido pela
manutengdo a 5% de B durante 5 min. O escaneamento dos ions realizado
pelo espectrdbmetro massas foi entre 300 e 1500 m/z em modo positivo e os
dados foram adquiridos durante 70 min em cada analise LC-MS/MS. O
espectrometro de massas operou no modo auto-MSn, o qual coletou espectros
MS2 para os ions mais intensos em cada espectro de varredura completo,
excluindo os ions de cargas simples. A aquisicdo dos dados do instrumento
LC-MS foi gerida pelo software Hystar (Bruker) e os espectros foram
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processados com o software Data Analysis (Bruker) utilizando as configuragdes

padrdes para protedmica.

Os espectros foram analisados pelo programa PEAKS 7 com uma
licenca de Client local, conectado com um servidor remoto, para identificacao
de proteinas pelo método de sequenciamento de novo assistido por software e
pesquisa em banco de dados de sequéncias de proteinas de soja. Os
parametros utilizados no programa foram: lista de proteinas em formato fasta
obtidos do site Phytozome, contendo todas as proteinas descritas para soja
como banco de dado, oxidagdo da metionina como uma modificagdo variavel,
carbamidometilagdo da cisteina como modificagéo fixa, uma clivagem perdida,
estados de cargas de 2+, 3+, 4+, tripsina como enzima de clivagem e erro de
massa de 0.15Da. Foram consideradas como positivos verdadeiros,
identificacbes com FDR menor que 1,0% e com pelo menos dois peptideos

sequenciados.

3.4 Metabolomica

3.4.1 Extragao de metabdlitos para analise por GC/MS

As amostras de folhas foram trituradas em nitrogénio liquido e
posteriormente 50 mg material foi pesado em microtubos de 2,0 mL. Em
seguida, adicionaram 1,5 mL de solucao extratora gelada (agua 1: metanol 2,5:
cloroférmio 1) contendo 60 pL de ribitol (0,2 mg/mL em agua ultra pura) como
normalizador interno. As amostras foram agitadas em vortex por 30 min a 4°C,
centrifugadas a 14.000 g por 5 min e o sobrenadante foi coletado para novo
tubo. Adicionaram 750 uL de agua ultra pura ao sobrenadante, seguido de
vortex e centrifugacédo por 15 min a 14.000 g. Em seguida, aproximadamente,
500 uL da fase superior polar foram coletados para novos tubos. As amostras
foram fracionadas em volumes de 50 pL e secas em speed vac. A
derivatizacdo das amostras foi realizada pela adicdo de 40uL de piridina
(Merck) contendo metoxiamina hidroclorido (20 mg/mL) (Sigma) submetendo-
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as a 37°C por 2 h sob agitagdo. Em seguida, foram adicionados 70 yL da
solugdo de MSTFA (20 pL/mL da mistura padrédo do tempo de retencgao),
previamente preparada seguindo Lisec e colaboradores (2006) e mantidas a
37°C por 30 min. Adicionaram 100 uyL da amostra derivatizada a vials

especificos para analise no sistema GC-MS.

As amostras foram analisadas utilizando um sistema GC-MS
pertencente ao Nucleo de Andlise de Biomoléculas (NuBioMol) do Centro de
Ciéncias Biologicas e da Saude (CCB) da UFV, com as seguintes
especificagées: GC Cromatégrafo Agilent, 7890A e Espectrometro TruTOF®
HT TOFMS, Leco, equipado com uma coluna capilar de 30 mm (MDN-35)
operando de acordo com Lisec e colaboradores (2006). Amostras de 1 pL
foram injetadas no modo splitless a 230°C carreado pelo fluxo de gas (fluxo
continuo de hélio) de 2 mL/min. A temperatura do forno foi inicialmente mantida
constante a 80°C e, em seguida, aumentou-se 15°C/min até alcangar 330°C,

sendo essa temperatura mantida durante 5 min.

Os cromatogramas gerados tiveram a linha de base corrigida e alinhada
pelo programa CromaTof (Agilent). Neste processamento, foi também gerado
uma lista contendo os tempos de retengdo cromatografica dos padrdes internos
(n-alcanos), utilizados para calculo dos indices de retencdo de cada ion
fragmentado. Os espectros de GC/MS foram exportados com o formato .cdf e
os perfis foram analisados, de modo automatico, pelo programa TargetSearch.
Foi utilizado um script para identificacdo e quantificagcdo de metabdlitos,
desenvolvido para rodar no R (CUADROS-INOSTROZA et al., 2009) e com
parametros de processamento e alinhamento otimizados para a plataforma
GC/TOF Agilent. Os parametros utilizados foram os seguintes: massRange
(faixa de massas) de 85-500 Da; IntThreshold (intensidade minima) de 50;
TopMasses (10 massas mais intensas) de 10; r thresh (correlacdo acima) de
0,05. Foi utilizada para identificagdo dos metabdlitos a biblioteca de
fragmentagdao por impacto eletronico (El) e de indices de retencao (RI)
GMDB_FAMELIib_TS 20110228 |IS.txt, geradas pela GMD Mass Spectrum
Reference Library (http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/download/). Uma tabela de
identificagdo e intensidades ndo normalizada foi utilizada como dados de
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entrada para o processamento e analises estatisticas pela plataforma

MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca/).

3.4.2 Integracao e visualizagdo dos metabdlitos identificados

A tabela de identificagdo e intensidades gerada foi utilizada como dados
de entrada para identificagdo de metabdlitos diferenciais e gerar mapas de
visualizagao das vias metabdlicas significativamente perturbadas com a seca
utilizando o software MetaboAnalyst 3.0 (http://www.metaboanalyst.ca/), os

valores das intensidades foram normalizados pela mediana.

Primeiramente foram realizadas analises estatisticas utilizando o
comando Statistical Analysis. Uma analise discriminante por minimos
quadrados parciais (PLS-DA) foi realizada com a finalidade de separagao entre
amostras. Este € um teste multivariado supervisionado, fundamental para
calculos complexos e confiaveis a fim de minimizar as chances de erro de
predicbes, € maximizar a confiabilidade do modelo de classificacdo. Usando
multiplas técnicas de regressdo multivariada para extrair, via combinacgao linear
de variaveis originais (x), a informagao que pode predizer os membros de cada

classe (y) levando a separagao \formacao de grupos nas amostras analisadas.

Para identificar os metabdlitos responsaveis pela discriminagao entre os
tratamentos, a tabela de identificacdo e intensidades para cada gendtipo
contendo os dois tratamentos foi submetida, separadamente, a uma analise de
fold-change que informa o valor da razdo de expresséo em logaritmo de base 2
(log2 fold-change) de uma condicdo em relacdo a outra. Especificamente,
foram considerados metabdlitos diferenciais aqueles que o valor de fold-change
ultrapassasse o threshold de 2 e p-valor menor que 0,05. Com esses
resultados foi criada uma nova tabela que serviu como dados de entrada para
analise de PLS-DA para cada gendtipo e analise de variaveis importantes na
projecao (VIP). As 50 VIP principais foram selecionadas e entdao submetidas a

andlise de via metabdlicas a fim de encontrar vias significativamente
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perturbadas entre os tratamentos utilizando o comando Pathway Analysis,

biblioteca Arabidopsis thaliana (thale cress).

3.4.3 Extragao de metabdlitos para analise de horménios

As amostras de folhas foram trituradas em nitrogénio liquido para
rompimento do material vegetal. Em seguida foram adicionados 400 pL de uma
solugdo extratora (metanol 20% - Isopropanol 79% - acido acético 1%) a
110 mg de material vegetal. Nessa etapa, foi adicionado acido naftaleno

acético (NAA) como normalizador interno na concentragao de 50 ng/g.

Cada amostra foi vortexada 4 vezes por 20 seg, mantendo-as no gelo, e
sonicadas em ultrassom por 5 min a 4°C. As amostras foram deixadas no gelo
por 30 min e sonicadas em ultrassom por 5 min e centrifugadas 14.000 g por

30 min a 4°C para que os restos celulares se sedimentassem.

Apds centrifugacao, o sobrenadante foi transferido cuidadosamente para
novos tubos. Um novo ciclo de extracao foi realizado com o precipitado da
extragdo anterior para maximizar a eficiéncia de extracdo. As amostras
contendo os horménios extraidos foram armazenadas a -80°C até o momento
da analise por LC/MS do tipo UHPLC QqQ.

3.4.4 Monitoramento e quantificagées de horménios

Aproximadamente 300 uL das amostras extraidas foram colocadas em
vials e 5,0 uL dos extratos foram injetado no sistema LC/MS pertencente ao
NuBioMol do Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude (CCB) da UFV.
Utilizou-se a coluna cromatografica (Agilent Eclipse Plus, RRHD, 1.8 um,
2.1x50 mm) com fluxo de 0,3 mL/min, acoplada online a um espectrémetro de
massa do tipo triplo quadrupolo QgqQ (Agilent). O espectrémetro de massa
operou alternando o modo positivo e negativo de acordo com tempo de
retengdo para cada horménio e escaneou a amostra no modo MRM (multiple
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reaction monitoring) para deteccdo de cada hormdnio como mostrado na
Tabela 1. Os ensaios foram realizados para trés réplicas biolégicas para cada

tratamento.

Os espectros de massas gerados foram processados utilizando o
software MassHunter para obtencdo dos cromatogramas extraido (XIC) de
cada transicdo e para obtengdo dos valores de area como indicativo da
abundancia de cada horménio. Uma curva padrdo de cada hormémio, variando
concentragbes de 0,1 a 300 ng/mL, foi utilizada para converter os valores de

area em quantidade massas em ng/g de tecido vegetal.

Tabela 1. Lista das transigbes utilizadas na analise por MRM para o monitoramento e
quantificacdo de horménios. Sdo mostrados a massa do ion molecular, o fragmento analisado

no MS2 e o modo em que foi feito a analise no espectrdbmetro QqQ.

Hormoénio ion Precursor Fragmento Meodo
Zeatina 220 202 Positivo
ACC 102 56 Positivo
Acido Salicilico 137 93 Negativo
Acido Abscisico 263 153 Negativo
Acido 1-naftalene acético 185 141 MNegativo
Acido Jasménico 208 59 Negativo

4. RESULTADOS

4.1 Ensaios de estresse hidrico em casa-de-vegetacgao

Para avaliar a diferenga de resposta a seca entre os gendtipos, as
plantas foram submetidas a um regime de déficit hidrico lento durante um
periodo de 37 dias. O turgor das folhas foi monitorado por meio de medig¢des
periddicas do potencial hidrico (gw), medido pela madrugada, com Bomba
Scholander (SCHOLANDERET et al., 1965).



As plantas de ambos os genétipos de soja submetidos ao tratamento de
irrigagdo mantiveram seu ww superior a -0,16 MPa por todo periodo
experimental. Nas plantas submetidas ao tratamento de déficit hidrico
observou-se a partir do 32° dia uma redugao progressiva do yw, sendo essa
reducdo mais acelerada no genétipo WT. Enquanto o gendtipo C9 apresentava
valores proximos a -1,0 MPa, o gendtipo WT apresentava -1,8 MPa no 37° dia
de experimentacéo (Figura 4). Revelando que o gendtipo C9 manteve maiores
niveis de potencial hidrico, por consequéncia, maior hidratagdo que o gendtipo

WT no mesmo tempo de progresséo do estresse.

Dias de experimentacido

Potencial hidrico (MPa)

Figura 4. Potencial hidrico em soja submetida a déficit hidrico. Plantas de soja transgénicas
transformadas com gene BiP (C9) e ndo transformadas (WT) expostas a um regime de déficit
hidrico gradual. O potencial hidrico foi aferido por meio de Bomba de Scholander até o 37° dia.
Barras representam médias + EP, e os asteriscos indicam diferencas significativas de p < 0,05

quando comparando genotipo WT e C9 no mesmo dia de observagdo e mesmo tratamento.

Apos 36° dia de reducao do suprimento diario de agua, foi possivel
observar diferencas fenotipicas de turgidez entre plantas transformadas e nao
transformadas (Figura 5). O gendtipo C9 apresentou um yww= -0,63 MPa
enquanto que o gendtipo WT apresentou yw= -1,16 MPa, indicando que a

superexpressao de BiP no gendtipo C9 protege contra desidratacao.
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Genotipo WT Genotipo C9

Irrigada Nao Irrigada Irrigada Ndo Irrigada

Figura 5. Fendtipo das plantas de sojas submetidas a déficit hidrico. Plantas de soja nao
transformadas (WT) e transgénicas transformadas com gene BiP (C9) mantidas sob irrigagao
(a esquerda) e déficit hidrico (a direita), fotografadas no 36° dia de redugdo do suprimento
diario de agua.

4.2 Efeitos do déficit hidrico no teor relativo de agua (TRA)

O déficit hidrico ocasionou a redugao do TRA em ambas os gendtipos
(Figura 6). A maior tolerancia do gendtipo C9 pode ser observada no
ww=-1MPa, onde apresentou menor desidratacdo nas folhas. Isto demonstra
uma maior capacidade de manutencao da quantidade de agua, indicando a

existéncia de mecanismos de tolerancia a seca.

1004 34 aA aB abB B wT
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Irrigado -0,5 Yw -1,0 Yw

Figura 6. Teor relativo de agua (%) nas folhas de soja. Teor relativo de agua no genétipo WT e
C9 submetidos a diferentes regimes hidricos. Barras representam médias + EP. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

significancia. Letras minusculas referem-se as variedades e maiusculas aos tratamentos.
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4.3. Protebmica

4.3.1 Proteoma diferencial em resposta ao déficit hidrico nos genétipos
WT e C9

Usando analise 2-DE, foram investigadas as mudangas nos perfis
proteicos em resposta ao déficit hidrico, inicialmente comparando os mesmos
gendtipos em diferentes tratamentos (IR-irrigado e NI-n&o irrigado). Para cada
tratamento, foram realizadas triplicatas bioldgicas, que apresentaram uma alta

resolugao na separacao de spots.

Comparando o proteoma do contraste WT IR x WT NI foram detectados
661 spots, nas triplicatas de géis 2-DE de ambos os tratamentos, dos quais 48
spots foram diferenciais entre os tratamentos. No contraste C9 IR x CI9NI foram
detectados 548 spots no perfil de proteinas, ressaltando apenas 28 spots
diferenciais. Observando uma diferenca de resposta em termos de numero de

spots, que pode ser devido a diferenca de tolerancia ao estresse.

Dos 48 spots diferenciais no gendtipo WT, identificaram 41 que
corresponderam a 29 proteinas, pois foram encontradas isoformas ou
modificagdes pos traducionais de uma mesma proteina, representada por mais
de um spot no gel (Figura 7). Destas, 22 sao relacionados com variagao de
abundancia relativa entre os tratamentos, sendo que houve um aumento com a
imposicao do déficit em 10 proteinas (duas frutose-bisfosfato aldolase,
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, chaperonina, superoxido dismutase,
ascorbato peroxidase, aminometiltransferase, diidroflavonol redutase, fator
elongacao Tu, beta-amilase) e redugcédo em 11 (duas rubisco ativase, rubisco,
fotossistema Il, duas fosfoglicerato cinase, duas frutose-bisfosfato aldolase,
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, enolase, glutamato-aminomutase). Duas
proteinas foram exclusivas desse genétipo no tratamento irrigado (rubisco e
ATP-sintase) e 17 do nao irrigado (ferredoxina redutase, triosefosfato
isomerase, duas frutose-bisfosfato  aldolase, @ ATP-sintase, &lcool
desidrogenase, chaperonina, Bip, superdxido dismutase, HSP21, duas
fostafase acida, HCF136, duas lectinas cinase, duas nao identificadas).
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Figura 7. Abundancia relativa (% volume) das proteinas diferenciais no gendtipo WT e sua
identificagdo pelo PEAKS 7. Classificagdo baseada no catalogo de informagbes de proteinas
do Mapman (Banco de dados: Glimax_109_peptide).
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No Anexo 1, estdo representados os spofs que apresentaram
abundancia diferencial em folhas de soja do gendtipo WT em diferentes
tratamentos e que foram identificados por espectrometria de massa. O numero
da identificacdo de cada um dos spots indicado no gel bidimensional permite a
verificagdo de sua abundancia relativa no Anexo 2. Esses resultados indicam,
um aumento na abundancia relativa de proteinas envolvidas em diferentes
processos responsivos a estresse como glicolise, respiracdo, estresse
oxidativo, bem como, uma reducdo na abundancia relativa de proteinas

relacionadas a fotossintese.

A imposigao do déficit hidrico no gendtipo C9 revelou a presenca de 28
spots diferenciais, dos quais obtivemos sucesso na identificacdo de 27, que
correspondem a 20 proteinas (Figura 8). Destas 18 sado relacionados com
variagdo de abundancia relativa entre os tratamentos, sendo que houve
aumento em 5 proteinas (frutose bifosfato aldolase, fofoglicolato fosfatase,
sedoheptulose bifosfatase, ubiquitina, lectina cinase) e reducédo em 13 (trés
rubisco ativase, fotossistema IlI, duas fosfoglicerato cinase, frutose bifosfato
aldolase, ferredoxina redutase, anidrase cabdnica, aminometiltransferase,
xilose 5P-redutoisomerase, duas nao identificadas) com a imposi¢cdao do
estresse. Em adi¢ao, 6 proteinas (rubisco ativase, fotossistema II, anidrase
cabdnica, alanina aminotransferase, oxidoredutase, uma nao identificada)
foram exclusivos desse gendtipo no tratamento irrigado e 3 do nao irrigado (
lipidio-plastideo, adenosina cinase e uma nao identificada). No Anexo 3, estao
representados os spots que apresentaram variagao na abundancia diferencial
em folhas de soja do gendtipo C9 em diferentes tratamentos e que foram
identificadas por espectrometria de massa. O numero de identificagdo de cada
um dos spots indicado no gel bidimensional permite a verificagdo de sua
abundancia relativa no Anexo 4. Diante disso, observamos uma diminuicao na
abundancia relativa da maioria das proteinas envolvidas nos processos de

fotossintese, metabolismo de aminoacido e secundario.
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Figura 8. Abundancia relativa (% volume) das proteinas diferenciais no gendtipo C9 e sua

identificacdo pelo PEAKS 7. Classificagdo baseada no catalogo de informagbes de proteinas

do Mapman (Banco de dados: Glimax_109_peptide).

4.3.2 Proteoma diferencial entre os genoétipos WT e C9

Pelo fato do gendtipo C9 ser uma planta geneticamente modificada,

derivada do cultivar Conquista (WT), com expressdo constitutiva de BIP,

proteinas com abundéancia diferencial entre as gendtipos poderiam contribuir

para a tolerancia ao déficit hidrico. Sendo assim, foi realizada a comparacao de

perfis proteicos entre os genoétipos em condigdes de irrigagao e seca.
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Na comparacado entre perfis WT x C9 em condigdo de irrigagao
identificamos 4 proteinas com abundéancia diferencial, sendo que houve maior
abundancia relativa em 3 proteinas (fotossistema Il, frutose-bifosfato aldolase,
anidrase carboOnica) e reducdo em 1 (chaperonina). Dessas 4 proteinas, 3
foram classificadas como relacionadas a fotossintese e uma ao estresse
oxidativo (Figura 9). Sendo que, houve maior abundéncia relativa nas proteinas
envolvidas nos processos de fotossintese e redugao nas de estresse oxidativo.
A identificacdo de cada um dos spots e a abundancia relativa pode ser

verificada nos Anexos 5 e 6.
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Figura 9. Abundancia relativa (% volume) das proteinas diferenciais entre o genétipo WT e C9
em condi¢cdes de irrigacdo e sua identificacdo pelo PEAKS 7. Classificagdo baseada no

catalogo de informacgdes de proteinas do Mapman (Banco de dados: Glimax_109_peptide).

Quando efetuada a comparagéo entre o perfil WT x C9 submetidos a
deficiéncia hidrica observamos 7 proteinas com abundéancia diferencial, sendo
que houve aumento na abundancia relativa de 3 (duas ferredoxina redutase,
glutamina sintetase). Uma proteina foi exclusiva do gendtipo C9 (anidrase
carbbnica) e trés do WT (alanina  aminotransferase, serino

hidroximetiltransferase, uma néao identificada) (Figura 10). A identificacdo de
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cada um dos spots e a abundancia relativa pode ser verificada nos Anexos 7 e
8. Dessas 7 proteinas, 3 foram classificadas como relacionadas a fotossintese,
3 ao metabolismo de aminoacido e uma como desconhecida ou ndo anotada.
Observamos um aumento na abundancia relativa das proteinas envolvidas no
processo de fotossintese e auséncia de proteinas do metabolismo de
aminoacidos no genotipo C9, com excegdo da Glutamino sintetase, que teve

sua abundancia relativa aumentada no gendtipo C9.
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Figura 10. Abundancia relativa (% volume) das proteinas diferenciais entre o gendtipo WT e
C9 em déficit hidrico e sua identificacdo pelo PEAKS 7. Classificagdo baseada no catalogo de

informacdes de proteinas do Mapman (Banco de dados: Glimax_109_peptide).
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4.4 Metabolomica

4.4.1 Perfil metabolico

Para entender quais sdo as principais mudangas fisiolégicas causadas

pelo déficit hidrico em soja, também foram analisadas alteragbes nos
metabdlitos primarios, por GC/MS.

Primeiramente, a tabela de identificagcdo e intensidade dos metabdlitos
obtida pela biblioteca da Golm Metabolome foi submetida a uma analise
discriminante com método de minimos quadrados parciais (PLS-DA), realizada
com a finalidade de separagao das amostras. Os resultados apresentaram uma

tendéncia de separacio entre as amostras em estudo, com uma explicacao de
96,1% do total de variancia (Figura 11).
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Figura 11. Andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA). Analise dos PLS-

DA para os diferentes gendtipos em condi¢des Irrigadas (IR) e Nao Irrigadas (NI), realizada
pelo MetaboAnalyst.
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O perfil metabdlico de proje¢cdes revelou que os genodtipos respondem de
forma metabolicamente diferente quando impostos ao déficit hidrico. Diante
disso, a importancia em se analisar os principais metabdlitos alterados em

condicdes de déficit hidrico.

Para isso, foi realizada uma analise de fold-change para os genotipos
separadamente, considerando metabdlitos diferenciais aqueles que o valor de
fold-change ultrapassasse o threshold de 2 e p-valor menor que 0,05. Foram
identificados 643 metabdlitos para os gendtipos por comparagédo dos espectros
das amostras contra aqueles da biblioteca, dos quais 201 foram diferenciais
entre o tratamento irrigado e ndo irrigado no gendtipo WT, e 285 no gendtipo
C9. Os dados foram utilizados para analise discriminante com método de

minimos quadrados parciais (PLS-DA), pelo programa MetaboAnalyst.

A soma dos valores obtidos para os trés primeiros componentes do
gendtipo WT (C1- 95,2%,C2- 2,4%,C3-1,1%) apresenta uma explicacdo de
98,7% do total de varidncia e do gendtipo C9 (C1-96,3%,C2- 1,0%, C3-2,4%)
uma explicacdo de 99,7%. Quando comparando esses resultados através do
grafico de 3D scores C1 x C2 x C3 (Figura 12), percebemos uma tendéncia de
separagao entre as amostras irrigadas e nao irrigadas, para ambos o0s

genotipos.
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Figura 12. Analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA). Analise dos PLS-

DA para os diferentes genétipos em condi¢des Irrigadas (IR) e Nao Irrigadas (NI), realizada
pelo MetaboAnalyst.(A) Genotipos WT e (B) Gendtipos C9.

Diante disso, foi realizada a identificacdo de quais metabdlitos tém maior
poder discriminatério entre os tratamentos considerando o escore VIP
(Variaveis Importantes na Projecdo) de cada variavel. Para investigar as
alteracdes do metabolismo global e avaliar os efeitos do déficit hidrico, 50
variaveis principais para cada gendtipo foram selecionadas de acordo com o
seu valor do escore VIP (Figura 13) e entdo submetidas a analise de via

metabdlicas a fim de identificar vias significativamente perturbadas entre os
tratamentos.
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Figura 13. Anadlise das variaveis importantes na projecao (VIP). Principais metabdlitos

Glutamic acid, N-methg-

responsaveis pela discriminagcao entre grupos de soja irrigada e néo irrigada identificados pelo
escore VIP (A) gendtipo WT e (B) gendtipo C9. Listando em ordem decrescente os metabdlitos
capazes de distinguir os tratamentos. As cores dos quadrados indicam se a abundéancia do
metabdlito esta mais alta (vermelho) ou mais baixa (verde).

As analises das vias mostraram que oito vias foram significativamente
(p<0,05) perturbadas no gendétipo WT sob estresse: Metabolismo da alanina,
aspartato e glutamato; Metabolismo de galactose; Metabolismo de amido e
sacarose; Metabolismo do butanoato; Metabolismo da tirosina; Ciclo do acido
citrico (TCA); Metabolismo de arginina e prolina e Biossintese de t-RNA
aminoacil (Figura 14A). No gendtipo C9 sete vias foram influenciadas
significativamente (p<0,05): Metabolismo da alanina, aspartato e glutamato;

Metabolismo da galactose; Metabolismo de amido e sacarose; Metabolismo
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de tirosina; Metabolismo do butanoato; Biossintese de t-RNA aminoacil e
Ciclo do acido citrico (TCA) (Figura 14B).
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Figura 14. Representacédo esquematica das vias metabdlicas significativamente perturbadas
apo6s a imposigao do déficit hidrico. A analise foi realizada utilizando o software MetaboAnalyst.
(A) Genotipo WT e (B) gendtipo C9. Os percursos combinados dispostos por p-valor estédo
representados no eixo Y, e valores de impacto da via no eixo X. A cor dos circulos séo

classificadas de acordo com o p-valor e o tamanho revelam o impacto na via.
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Os dados gerados do metabolismo primario foram agrupados na figura 15,

para que fosse possivel uma melhor compreensdo sobre as mudangas

ocorridas entre os gendtipos na imposi¢ao do déficit hidrico.
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Figura 15. Perfil metabdlico de folhas de soja dos dois gendtipos sob déficit hidrico. Os
metabdlitos foram identificados por GC-MS e suas abundancias expressas em termos de
intensidades e normalizados pela mediana, utilizando o programa MetaboAnalyst. Os
metabolitos com abundancias diferenciais entre os genoétipos foram determinados pelo método

VIP.
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4.4.2 Quantificagées de Horménios

Durante a quantificacdo foi possivel observar que houve um aumento nos
horménios monitorados quando os gendtipos foram submetidos ao déficit
hidrico, com exceg¢do do acido jasmbnico que observamos uma reducgéo
(Figura 16).

A concentracado de etileno foi monitorada pelo seu precursor imediato o
acido 1-amino-ciclopropano-1-carboxilico (ACC), sua concentragdo apresentou
incremento significativo de 1,6x vezes com a imposi¢cédo do déficit hidrico no
gendtipo C9. Entretanto, no gendtipo WT, ndo houve variagao significativa

desse hormdnio com a imposicéo do estresse (Figura 16A).

A concentracao de acido abscisico (ABA) e salicilico (SA) nas folhas foram
alteradas significativamente quando as plantas foram submetidas a seca. Para
o ABA, foi constatado incremento significativo de 13x vezes no gendtipo C9 e
9x vezes no WT sob déficit hidrico (Figura 16B). Quando comparando
gendtipos, WT manteve niveis mais altos de ABA tanto no tratamento irrigado,
quanto no estresse. As concentracbes de SA apresentaram um incremento
significativo de 2x vezes com a imposi¢cao déficit hidrico para ambos os

gendtipos (Figura 16C).

A zeatina, um tipo de citocinina, esteve presente em todas as amostras em
analise, havendo alteragdes significativas apenas entre os gendtipos, onde o
gendtipo WT apresentou maiores niveis desse horménio (Figura 16D). A
concentragao de acido jasménico (JA) na folha foi significativamente alterada
entre os tratamentos, havendo uma reducgao de 7x vezes sob déficit hidrico no
gendtipo C9. Ja no WT, essa reducao foi de 6x vezes (Figura 16E), tendo

menores niveis no gendtipo C9 sob déficit hidrico.
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Figura 16. Quantificagdo dos horménios (ng\g) (A) Acido1-amino-ciclopropano-1-carboxilico
(ACC) (B) Acido Abscisico (C) Acido Salicilico (D) Zeatina e (E) Acido Jasménico em folhas de
soja. Os dados representam a média + EP (n=3). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Letras minusculas
referem-se aos genotipos e maiusculas aos tratamentos.

5. DISCUSSAO

Em plantas, a tolerancia ou sensibilidade ao déficit hidrico depende da
espéecie e do gendtipo em estudo, da duragdo e severidade do estresse, bem
como da fase de desenvolvimento da cultura. Estudos de soja geneticamente
modificada superexpressando BiP apresentaram genétipo tolerante ao déficit
hidrico (VALENTE et al., 2009; CARVALHO et al., 2014). Também foi

observado nesse estudo, por meio da curva de desidratacdo, que o gendtipo
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C9 apresentou um retardamento a desidratacdo. Nos nossos ensaios, as
plantas do gendtipo WT alcangaram o yW=-1,0 MPa primeiramente, enquanto
que o gendtipo C9 demandou um tempo maior para atingir os mesmos niveis
de yw (Figura 4). Podemos observar também que sob déficit hidrico o gendétipo
C9 apresentou caracteristicas importantes que permitem classifica-lo como
relativamente tolerante a seca, como maior teor relativo de agua em folhas no
wW=-1,0 (Figura 6) o que garante manutengdo de turgescéncia foliar, sendo
estes resultados consistentes com uma melhor economia hidrica pelo gendétipo
Co.

Para melhor entendimento e compreensdo dos eventos moleculares
envolvidos nas respostas da planta frente a seca, foi realizada analises de
proteoma diferencial dos gendtipos WT e C9 em diferente disponibilidade
hidrica, considerando as variagcées na abundancia relativa das proteinas e suas
relagdes com diferentes processos bioldgicos. Os resultados apresentaram
maior identificacdo de proteinas relacionadas a processo fotossintético,
glicdlise, respiragao e estresse oxidativo e por isso, as proteinas identificadas
nesses processos foram exploradas para uma melhor compreensdo dos

mecanismos de tolerancia do gendtipo C9.

Em relacdo a fotossintese, ambos os gendtipos apresentaram uma redugao
na abundancia relativa, de quase todas, as proteinas identificadas quando a
planta foi submetida ao déficit hidrico (Figuras 7 e 8). No entanto, quando
comparamos os diferentes gendtipos em diferentes tratamentos o genétipo C9
apresentou uma maior abundéancia de proteinas fotossintéticas tanto em
condi¢des irrigadas como nao irrigadas (Figuras 9 e 10), podendo essa

variagao estar relacionado com a tolerancia a seca por esse genotipo.

A reducdo na abundancia da rubisco ativase foi detectada em ambos os
gendtipos sob déficit hidrico (Figura 17A). Esta enzima, através da utilizacao de
energia na forma de ATP, promove a remocao de agucares fosfatados que
inibem a atividade da proteina rubisco, permitindo que a carbamilacéo
espontanea pelo CO, ocorra no sitio ativo desta proteina, uma funcao
essencial para a fotossintese (HAMMOND et al.,, 1998). Periodos de déficit
hidrico acarretam reducédo na condugao estomatica e subsequente queda nos
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niveis de CO, no estroma levando a inativacdo da atividade carboxilase da
rubisco pela ligagdo com agucares nos sitios ativos (PARKER et al., 2006). O
declinio na abundancia e atividade da rubisco ativase tém sido associados com
a inibicdo da fotossintese sob condigdes de estresses em varias espécies
(LAWLOR & TERAZA, 2009; CHAVES et al., 2003).

Outra enzima que apresentou redugdo sob condicbes de estresse em
ambos os gendtipos foi fosfoglicerato cinase (Figura 17B) que realiza a primeira
etapa do ciclo de Calvin, onde utiliza ATP para fosforilar moléculas de
3-fosfoglicerato e produzir 1,3 bifosfoglicerato. Sua menor abundéncia quando
as plantas estdo em condigbes de déficit hidrico sugere uma inibicdo do
metabolismo energético (CASTILLEJO et al, 2008; NANJO et al., 2010). A
reducdo na abundancia dessa enzima foi mais pronunciada no genétipo WT em
condi¢des de estresse do que em C9, levando ao surgimento da hipétese de
que plantas superexpressando BiP apresentem maior fixacado de CO, e menor

percepcao do estresse que plantas WT.

Essa hipotese é sustentada pela deteccdo da proteina sedoheptulose
bisfosfatase, que atua na fase regenerativa da ribulose 1-5 bifosfato do ciclo de
Calvin, onde realiza a desfosforilacdo de sedoheptulose 1,7-bisfosfato
formando sedoheptulose-7-fosfato (RAINES et al, 1999). Essa proteina
apresentou em plantas do gendtipo C9 submetidas a déficit hidrico uma
abundancia relativa aumentada (Figura 17C), sendo um indicativo da
ocorréncia, em niveis satisfatérios, do ciclo de Calvin e da fixacdo de CO,. No
entanto, se observou um aumento na abundancia da fosfoglicolato fosfatase,
enzima que converte 2-fosfoglicolato em glicolato, no gendtipo C9, sob déficit
hidrico, podendo ser indicios de ocorréncia de fotorrespiragao, que tem o papel

importante no consumo de energia (Figura 17D).

Além disso, observou uma reduc¢ao na abundancia de ferrodoxina redutase
em plantas nao irrigadas no gendtipo C9 e um aumento no gendtipo WT
(Figura 17E). A ferrodoxina NADP-redutase € uma enzima responsavel pela
transferéncia de elétrons da ferrodoxina, reduzida pelo fotossistema |, para o
NADP* (PALATNIK, 1997; VALDERRAMA et al, 2006). O aumento na
abundancia desta enzima aumenta NADPH; (SHIN & ARNON, 1965). Como
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grande parte do NADPH, ndo pode ser consumido, devido a menor assimilagéo
de COg, no gendtipo WT sob déficit hidrico (CARVALHO et al., 2014) comega a
haver acumulo dessa molécula e de ferredoxina reduzida, o que culmina na
escassez do receptor final, NADP®. Assim, parte dos elétrons da ferredoxina
sdo usados para reduzir o oxigénio molecular formando superoxidos, que séo
espécies reativas de oxigénio (ROS) causadoras de peroxidagédo de lipideos,
danos celulares e inativagdo de enzimas do ciclo de Calvin (TAMBUSSI et al.,
2000). As enzimas superoxido dismutase e ascorbato peroxidase séo eficientes
eliminadores das ROS o que justifica a presenga, com maior abundancia,
dessas enzimas no gendtipo WT submetido ao estresse (Figura 17F),
revelando que dados oxidativos estdo ocorrendo, resultando na maior
expressao dessas proteinas com a finalidade de eliminar essas moléculas
danosas a célula. A superdxido dismutase faz parte das metaloproteinas que
catalisam a formagao do peréxido de hidrogénio (H20O;) a partir dos radicais
superoéxidos. A ascorbato peroxidase catalisa a redugéo do H,O, a agua tendo
papel importante na eliminagdo desse radical no cloroplasto (TAMBUSSI et al.,
2000).

Outra classe de proteinas com abundancia aumentada no gendtipo WT, sob
déficit hidrico, foram as chaperonas e chaperoninas, proteinas induzidas em
resposta ativacdo de vias de sinalizagdo com a fungdo de protegdo e
dobramento de proteinas recém-sintetizadas, que devido as distintas condi¢des
de estresses estdo sujeitas a agregacao, perdendo a fungdo e causando
prejuizos ao organismo. (LIU et al., 2007; SATO & YOKOYA, 2008).
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Figura 17. Proteinas diferenciais nos genodtipos WT e C9 identificagdo pelo PEAKS 7.
Abundéancia diferencial das diferentes isoformas das enzimas A) Rubisco ativase 1-2/4/6 Beta
Rubisco ativase, 3/5 Rubisco ativase. B) Fosfoglicerato cinase 1--4 Fosfoglecerato cinase,
piruvato C) Sedoheptulose bifosfatase 1 Auséncia da enzima, 2 Sedoheptulose bifosfatase D)
Fosfoglicolato fosfatase 1 Auséncia da enzima, 2 Fosfoglicolato fosfatase E) ferredoxina
redutase 1 Ferredoxina NADP redutase 2 Ferredoxina redutase F) Superoxido dismutase e
Ascorbato peroxidase 1 Superoxido dismutase, 2 Iron superoxido dismutase, 3 Auséncia da

enzima,4 Ascorbato peroxidase, 5 Auséncia da enzima.

Em conjunto, esses resultados indicam que plantas superexpressando BiP
apresentaram maior tolerancia ao estresse, por promover manutengdo da
homeostase celular, uma vez que nao se observou variacdo em proteinas
relacionadas a estresse oxidativo. Carvalho e colaboradores (2014)
observaram que o teor de malondialdeido, um produto da peroxidagao lipidica
associada a senescéncia, era menor em plantas de gendtipo C9, quando
comparadas com WT, o reforcando a hipbétese acima descrita. Em adicéo
observamos nesse trabalho uma maior abundancia de proteinas relacionadas a

fotossintese no gendtipo C9 tanto em condigbes irrigadas como néo irrigadas
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quando comparado com a isolinha convencional. Esses resultados sao
condizentes com a literatura, onde trabalhos relatam que plantas de soja
superexpressando BiP apresentaram maior assimilacdo de CO;, e condutancia
estomatica, por realizarem maiores taxas de transpiracdo que plantas WT em
resposta ao déficit hidrico (VALENTE et al., 2009; CARVALHO et al., 2014).

Outros processos alterados no gendtipo WT quando submetido a estresse e
nao diagnosticado no gendtipo C9, e que reforgam a hipétese acima formulada
foram a glicdlise e respiragdo (Figura 7). O aumento na abundéncia de
proteinas relacionadas a dlicdlise como fructose-bisfosfato aldolase e
triosefosfato isomerase sob condi¢ées de déficit hidrico ja foram relatados em
estudos e pode refletir a alteragdo no metabolismo do carbono em resposta a
reducdo da fotossintese e aumento no ajuste osmotico dos tecidos da folha
(UMEDA et al., 1994; SOARES, 2013). Estudos também relatam a maior
abundancia relativa de enzimas relacionadas a respiragao quando plantas séo
submetidas a déficit hidrico para compensar as baixas taxas de producao de
ATP nos cloroplastos sob estresse moderado (FLEXAS et al., 2005; RIBAS-
CARBO et al., 2005). Entre elas, esta a alcool desidrogenase que participa na
interconversdo entre alcoois em aldeidos ou cetonas com a redugao de uma
nicotinamida adenina de nucleotideo (NAD"). O aumento na abundancia dessa
enzima foi demonstrado em resposta a seca e acido abscisico (MESQUITA,
2013; HWANG & VAN TOAI, 1991). O ABA promove o aumento da mesma,
evidenciando um papel importante desta proteina em resposta a estresse
ambientais. A ATP sintase subunidade alfa também apresentou aumento em
sua abundéancia em condi¢gdes de déficit hidrico, este grupo de proteinas esta
diretamente envolvido com os mecanismos de sintese energética e 0 aumento
de expressao ja foi relatado em estudos de soja submetidos a déficit hidrico
(MESQUITA, 2013; SOARES, 2013; BALBI., 2013).

Também foi possivel observar uma maior abundancia de proteinas
relacionadas ao metabolismo de aminoacido no gendtipo WT quando
comprando com gendtipo C9, onde essas proteinas apresentaram abundancia
diminuida quando submetidos a déficit hidrico. Carvalho e colaboradores
(2014) observaram uma menor alteragéo de genes relacionadas a metabolismo

de aminoacido no gendtipo C9 do que no WT, quando impostos ao estresse
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hidrico (yW = -1). No entanto, a identificacdo de poucas proteinas relacionadas
a esse processo nao é suficiente para evidenciar algo a respeito dessas
variagoes. Assim, para obter um melhor esclarecimento de quais processos
moleculares e fisiologicos estdo sendo realmente alterados frente ao estresse

imposto foi realizado um estudo comparativo dos perfis metabdlicos.

Os resultados de perfil metabdlico de projecbes apresentaram uma
tendéncia de separagdo das amostras, onde os tratamentos irrigados
apresentaram-se proximos, relatando uma maior compatibilidade entre seus
metabdlitos. Em contradicdo, os tratamentos submetidos ao déficit hidrico
apresentaram uma distribuicdo espacial bem divergente o que revela que os
gendtipos respondem de forma metabolicamente diferente quando impostos ao
déficit hidrico (Figura 11). Diante disso, os 50 metabdlitos com maior poder
discriminatério entre os tratamentos, para ambos o0s gendétipos, foram
selecionados a fim de identificar as vias metabdlicas significativamente
perturbadas pela imposi¢cao do déficit hidrico (Figura 13). No gendtipo WT, as
vias metabdlicas que tiveram alteracbes foram: Metabolismo da alanina,
aspartato e glutamato; Metabolismo de galactose; Metabolismo de amido e
sacarose; Metabolismo do butanoato; Metabolismo da tirosina; Ciclo do &acido
citrico (TCA); Metabolismo de arginina e prolina e Biossintese de t-RNA
aminoacil (Figura 14A). Para o gendtipo C9 observou alteragées nas mesmas
vias metabodlicas com excecdo da via de Metabolismo de arginina e prolina
(Figura 14B). A acumulacgéao de prolina € resultado do decréscimo no potencial
osmotico da célula levando a um aumento na sintese de pirrolina-5-carboxilato
e, consequentemente, a um aumento na sintese de prolina. A acumulagao de
prolina em células vegetais submetidas a déficit hidrico tem sido sugerida como
um mecanismo de ajuste osmoético. Entretanto, alguns autores sugerem outras
fungdes para o acumulo de prolina, como: estabilizador de estruturas sub-
celulares; scavenger de radicais livres e componente da cascata de sinalizagao
molecular a estresse (SCHOBERT & TSCHESCHE, 1978; WYN JONES &
GORHAM, 1983).

Os dados do perfil metabdlico relatam uma reducédo no teor de acucares
como glicose, sacarose, frutose e maltose no genétipo C9 em comparacgao ao

genodtipo WT quando imposto o déficit hidrico. Sabe-se que o aumento do teor
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de glicose na célula gera um sinal, mediado ou n&o pela hexoquinase que
promove inducdo de respiracdo e diminuigdo da transcricdo de genes
fotossintéticos (REDDYA et al., 2004). Esses dados corroboram com os obtidos
nas analises protedmicas, onde o gendtipo WT, sob imposi¢cado de estresse,
apresentou uma maior abundancia de proteinas relacionadas a respiracao e
glicdlise e menor abundéancia de proteinas fotossintéticas. Estudos relatam que
em soja, além da glicose, os principais solutos acumulados em déficit hidrico
sdo a frutose e a sacarose (MEYER & BOYER, 1981). Esses agucares
apresentaram maiores niveis no gendétipo WT quando submetidos ao estresse
que no gendtipo C9. A redugdo nos niveis de frutose em ambos os gendtipos
impostos ao estresse pode estar relacionada ao maior consumo da mesma
para biossintese de sacarose e glicose. Valente e colaboradores (2009)
observaram que quando as plantas transgénicas superexpressando BiP foram
submetidas ao estresse nao houve variagao significativa nos niveis de prolina e
nem de agucares, como glicose e sacarose. Esses resultados indicam que, no
gendtipo C9, a manutencao do potencial hidrico e o turgor de suas células,
quando submetidas ao estresse, ndo sdo ocasionados pelo acumulo dessas

moléculas.

Embora a seca diminua os teores de agucares no genétipo C9 sob estresse,
observa-se um aumento significativo na maioria dos aminoacidos, com excegao
da prolina. O fato dos maiores niveis de aminoacidos ocorrerem no genoétipo
C9 sustenta a hipétese de que sejam eles os principais contribuintes na
redugao da desidratacao celular por meio do ajuste osmaético e manutengao da
homeostase celular. O aumento do nivel de aminoacidos livres pode ser em
decorréncia da elevada sintese de aminoacidos observada em plantas sob
déficit hidrico para ajustar o metabolismo, sendo utilizados para a sintese de
enzimas ou proteinas especificas envolvidas na tolerancia ou atuarem como
osmoprotetores contra a desidratacao (STEWART & LARHER, 1980; NAVARI-
1ZZO et al., 1990; NAMBARA et al, 1998).

A seca influéncia também a expressao de varios genes envolvidos na
sintese, distribuicdo e sinalizacdo de hormdnios e por isso a importancia em se
avaliar alteracbes hormonais, uma vez que estes apresentam respostas

rapidas frente a alteracbes ambientais. Durante as analises quantitativas
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observamos um aumento nos niveis da maioria dos horménios monitorados

guanto a planta foi submetida ao déficit hidrico.

O ABA tem sido o hormédnio mais estudado na resposta a estresse abidtico,
sendo que sua sintese representa a resposta mais rapida a seca e dispara a
expressdo de genes responsivos (YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI,
2006). ABA evita a transpiragdo excessiva pelo fechamento estomatico e a
consequente reducdo da perda de agua (WILKINSON & DAVIES, 2010). A
resposta a seca é claramente relacionada ao aumento nos niveis de ABA em
folnas de ambos os gendtipos, com variagéo significativa entre os gendétipos
(Figura 16B). A maior concentragdo de ABA no gendtipo WT pode estar
relacionada com a menor assimilagdo de CO; por esse gendtipo em resposta
ao fechamento estomatico. Além disso, acumulo de valina, arginina e leucina
foram observados em plantas com grande quantidade de ABA, evidenciando
uma intima relacdo entre esse horménio e o acumulo de aminoacidos
(UMEZAWA et al., 2006; WILKINSON & DAVIES, 2010; ASBAHI, 2012). Diante
disso, 0 maior acumulo de aminoacidos no gendtipo C9 submetido ao déficit
hidrico parece ser o responsavel pela manutengdo do turgor celular,
preservando processos como condutancia estomatica, taxa de assimilacdo de
CO,, expansao dos tecidos e integridade das células para as atividades vitais
(BARTELS & SUNKAR, 2005; CARVALHO et al., 2014).

Outro hormdnio envolvido na indugéo de tolerancia aos diferentes tipos de
estresses € o acido salicilico, que apresentou um aumento significativo durante
a seca em ambos os gendétipos, apresentando maiores niveis no genétipo C9
(Figura 16C). Esses dados estdo de acordo com resultados obtidos por
Carvalho e colaboradores (2014) que relataram que a superexpressao de BiP
estimula a ativagao de genes responsivos ao SA e encontrou-se maiores niveis
desse horménio em plantas geneticamente modificadas, mesmo em condi¢des
normais. Estudos tém indicado consideravel importancia a habilidade do SA em
induzir efeitos de protecdo em plantas sob estresse por elevar ou regular a
atividade de enzimas de desintoxicacao celular (AZOOZ & YOUSSEF, 2010.,
KERBAUY, 2008). Geralmente, a exposigao ao déficit hidrico diminui os niveis
de citocininas e aumenta os niveis de etileno (COWAN et al, 1999). No

entanto, no presente estudo ndo se observou variagdes significativa nos niveis
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de zeatina, uma citocinina, em ambos gendtipos submetidos a seca (Figura
16D). Ja o etileno apresentou maiores niveis no gendtipo C9 em condigdes de

estresse que o WT (Figura 16A).

A senescéncia foliar também pode ser induzida por acido jasménico em
varias espécies vegetais ocasionada pelo decréscimo do conteudo de clorofila,
pelo aumento na respiragéo e protedlise (WEIDHASE et al., 1987). No entanto,
no presente estudo esse horménio apresentou menores niveis quando
submetido ao estresse para ambos os gendtipos (Figura 16E). Isso pode estar
relacionado a um maior acumulo SA que pode promover efeito antagonista na
sinalizacédo de JA. Estudo recente relatou que varios genes envolvidos na
sintese de JA foram regulados negativamente em gendtipos superexpressao
BiP, o que justifica a redugéo desse horménio no gendtipo C9 (CARVALHO et
al ., 2014).
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6. CONCLUSAO

Plantas superexpressando BiP apresentaram, mesmo em baixas condi¢coes
de irrigacdo, uma maior abundancia de proteinas relacionadas a fotossintese, o
que sustenta a hipétese que estas plantas estdo predispostas geneticamente e
fisiologicamente a suportar periodos de seca. Ao contrario do genotipo
selvagem, plantas transgénicas ndo apresentaram mudancas significativas em
proteinas relacionadas a glicdlise, respiracdo e estresse oxidativo, o que

evidéncia uma menor percepcao do estresse pelo gendtipo engenheirado.

O acumulo intracelular de solutos osmoticamente ativos em consequéncia
ao déficit hidrico pode ser um importante mecanismo de ajuste adotado pelas
plantas superexpressando BiP. Como evidenciado pelos perfis metabdlicos, o
acumulo de aminoacidos pode ser o mecanismo responsavel pela manutencao
da turgescéncia celular no gendtipo transgénico. Este mecanismo protetor pode
possibilitar que a fotossintese e outras atividades fisioldgicas sejam mais

operantes em condi¢des de seca.

Em condicbes de déficit hidrico, o acido salicilico parece ter consideravel
importancia em induzir efeitos de protecdo na planta transgénica, podendo
estar relacionado a metabolismos antioxidativo e na atenuacédo da senescéncia
celular por sua possivel agdo antagonista ao acido jasménico. No entanto, o
mecanismo exato do modo de acao do acido salicilico ainda ndo € muito bem

compreendido.
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Anexo 1

96 KDa 96 KNa
63 KDa 63 KDa
45KDa 45KDa
30KDa 30 KNa

Anexo 1.Perfil proteico em gel 2-DE do extrato de soja no gendtipo WT. (A) Representa perfil proteico das plantas WT Irrigadas e (B) WT N&o irrigadas. As setas

indicam os spots diferenciais identificados por LC-MS. Géis corados com Coomassie Blue G-250
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Anexo 2. Proteinas com abundancia diferencial em folhas de soja convencional (WT) sob déficit hidrico e identificadas por MS.

Fotossintese

393

116

141

93

176

169

134

140

162

Proteina

Photosystem Il oxygen-
evolving enhancer protein 2

Ferredoxin—NADP
reductase, leaf isozyme 2,
chloroplastic

Fructose-bisphosphate
aldolase activity

Photosystem Il Subunit O-2

Phosphoglycerate kinase,
putative

Phosphoglycerate kinase,
putative

Fructose-bisphosphate
aldolase, putative

Fructose-bisphosphate
aldolase, putative

Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

Acesso

Glyma02g45190.1

Glyma02g05350.1

Glyma12g04150.1

Glyma01g38750.1

Glyma15g41540.1

Glyma15g41540.1

Glyma11g11900.1

Glyma11g11900.1

Glyma04g36870.3

Cobertura

19%

09%

44%

15%

22%

49%

23%

33%

30%

Numero de
Peptideo

10

Media da % de volume DP

Irrigado

0,205+0,065

0,000+0,000

0,349+0,103

0,635£0,175

0,273+0,160

0,201+0,085

0,112+0,058

0,551+0,196

0,122+0,059

Nao Irrigada

0,074+0,011

0,201+0,004

0,316+0,024

0,077+0,019

0,090+0,018

0,097+0,071

0,625+0,283

0,202+0,024

Abundancia

0,074

36

,233

1,134

1,655

67



198

170

214

186

222

183
368
Glicolise

427

473

495

246

Respiragao

519

Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

Beta-form rubisco activase

Ribulose-bisphosphate
carboxylase small chain

Ribulose bisphosphate
carboxylase/oxygenase
activase, chloroplastic-like

Fructose-bisphosphate
aldolase, putative

Beta-form rubisco activase

ATP synthase subunit alpha

Fructose-bisphosphate
aldolase, putative

Fructose-bisphosphate
aldolase, class |

Triosephosphate isomerase

Phosphopyruvate hydratase-
Enolase

Alcohol dehydrogenase

Glyma16g04940.1

Glyma18g04081.1

Glyma02g41700.1

Glyma11g34230.4

Glyma12g04150.1

Glyma18g04081.

Glyma12g36106.1

Glyma14g36850.1

Glyma02g38730.1

Glyma03g34300.1

Glyma03g34830.1

Glyma03g32590.4

20%

33%

25%

38%

07%

38%

30%

14%

42%

08%

08%

09%

14

16

0,207+0,125

0,779+0,125

0,035+0,008

1,809+0,151

0,034+0,006

1,614+0,278

0,222+0,075

0,000+0,000

0,000+0,000

0,000+0,000

0637+0,020

0,000+0,000

0,066+0,008

0,160+0,087

0,000+0,000

1,212+0,151

0,082+0,030

0,942+0,102

0,000+0,000

0,097%0,033 | 97
0,351+0,217 | 0,351

1,000+0,585 = 1,000

0,215+0,109 2

0,067+0,031 0,067

68



543

472

62

485

58

567

473

ATP synthase beta chain 2

HSP21-heat shock protein
21

Ascorbate peroxidase 1
Iron-superoxide dismutase
Superoxide dismutase
activity
BiP isoform B

Chloroplast / 60 kDa
chaperonin alpha subunit

Chaperonin, putative

Aminomethyltransferase,
mitochondrial

Dihydroflavonol reductase

Glyma10g41330.1

Glyma04g40790.1

Glyma11g15680.5

Glyma10g33710.1

Glyma20g33880.2

Glyma05g36620.1

Glyma12g08310.1

Glyma08g18760.1

Glyma17g01550.4

Glyma18g06510.1

44%

27%

24%

45%

40%

26%

34%

57%

0,000+0,000

0,000+0,000

0,155+0,004

0,000+0,000

0,367+0,056

0,000+0,000

0,000+0,000

0,060+0,023

0,149+0,054

0,058+0,021

0,186+0,137

0,206+0,024

0,177+0,096
0,094+0,057

0,165+0,094

0,351+0,217

0,210+0,065

0,233+0,069

0,097+0,004
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Outros
Processos

242

489

65

514

490
491

200

168

Desconhecidas

505

566

Beta-amylase

Lectin protein kinase,
putative

Lectin protein kinase,
putative

HCF136 (High chlorophyll
fluorescence 136)

Acid phosphatase activity
Acid phosphatase activity

Elongation factor Tu,
chloroplastic-like

Glutamate-1-
semialdehyde2,1-

aminomutase,chloroplastic

Phosphoglycerate kinase

Uncharacterized

Uncharacterized

Glyma06g45700.1

Glyma02g18090.1

Glyma02g18090.1

Glyma12g03020.1

Glyma07g01730.1
Glyma08g21410.1

Glyma04g36250.1

Glyma15g41540.1

Glyma09g38010.4

Glyma13g19331.1

13%

13%

31%

31%

41%

37%

25%

45%

14%

26%

12

17

11

0,995+0,230

0,000+0,000

0,000+0,000

0,000+0,000

0,000+0,000
0,000+0,000

0,756+0,211

0,530+0,110

0,000+£0,000

0,000+0,000

1,637+0,137

0,185+0,046

0,105+0,012

0,136+0,037

0,499+0,123
0,396+0,145

1,253+0,196

0,322+0,240

0,098+0,031

0,017+0,005

1,645

0,185

0,105

0,136

0,499

0,396

1,657

,645

0,098

0,17

Os valores representam as médias do volume (abundancia relativa) + o desvio padrao de trés réplicas bioldgicas. As barras azuis representam o quanto a proteina

aumentou na condicdo de déficit hidrico em relagdo a condi¢do controle. As barras vermelhas significam o quanto a proteina diminuiu na condicdo de déficit

hidrico em relagdo a condicdo controle.
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Anexo 3
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Anexo 3. Perfil proteico em gel 2-DE do extrato de soja no gendtipo C9. (A) Representa perfil proteico das plantas C9 Irrigadas e (B) C9 N&o irrigadas. As setas

indicam os spots diferenciais identificados por LC-MS. Géis corados com Coomassie Blue G-250.
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Anexo 4. Proteinas com abundancia diferencial em folhas de soja transformada (C9) sob déficit hidrico e identificadas por MS

Fotossintese

52

177

142

421

181

172

102

153

264

194

Proteina

Fotossistema Il-oxygen-
evolving enhancer protein

Phosphoglycerate kinase

Fructose-bisphosphate
aldolase, putative

Photosystemll subunit 0-2
Phosphoglycerate kinase

Sedoheptulose-
bisphosphatase

Phosphoglycolate
phosphatase

Fructose-bisphosphate
aldolase, putative

Rubisco activase

Beta-form rubisco activase

Acesso

Glyma08g41660.1

Glyma15g41540.1

Glyma12g04150.1

Glyma02g06830.1
Glyma15g41540.1

Glyma11g34900.1

Glyma09g38340.3

Glyma04g01020.1

Glyma15g40110.1

Glyma18g04081.1

Cobertura

13%

26%

58%

20%

34%

37%

25%

44%

16%

37%

Numero de
Peptideo

10

Media da % de volume *DP

Irrigado

0,462+0,046

0,246+0,115

0,487+0,114

0,296+0,015

0,373+0,119

0,320+0,140

0,149+0,012

0,681+0,149

0,237+0,080

1,307+0,559

Nao Irrigada

0,269+0,178

0,138+0,055

0,745+0,106

0,000+0,000

0,233+0,278

0,401+0,152

0,158+0,098

0,255+0,056

0,000+0,000

0,571+0,479

Abundancia
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50 Rubisco activase

192 Beta-form rubisco activase
112 Ferredoxin reductase
43 Carbonic anhydrase 1
54 Carbonic anhydrase 1

Metabolismo de
Aminoacidos

239 Alanine aminotransferase

211 Aminomethyltransferase

Metabolismo
Secundario

223 1-deoxy-D-xylulose-5-
phosphate
reductoisomerase activity

Outros Processos

143 Oxidoreductase, zinc-
binding dehydrogenase
family protein

305 Adenosine kinase 1
96 Lectin protein kinase,
putative

Glyma11g34230.4

Glyma18g04081.1
glyma11g08230.1
Glyma19g01050.8

Glyma19g01050.8

Glyma01g03260.1

Glyma17g01550.4

Glyma16g10880.3

Glyma18g19050.1

Glyma13g20780.1

Glyma02g18090.1

15%

17%

43%

17%

38%

21%

24%

30%

35%

16%

42%

16

11

17

14

0,217+0,102

0,485+0,242

0,172+0,111

0,374+0,061

0,577+0,078

0,181+0,057

0,190+0,047

0,321+0,110

0,204+0,172

0,000+0,000

0,070+0,042

0,184+0,061

0,141+0,102

0,119+0,051

0,000+0,000

0,195+0,155

0,000+0,000

0,156+0,127

0,090+0,072

0,000+£0,000

0,154+0,030

0,215+0,046

445

17

0,154

3,071
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369

75

Desconhecidas

144

247

60

24

Plastid-lipid associated
protein PAP, putative

Ubiquitina- 20S

proteasome alpha subunit

Uncharacterized

Uncharacterized

Uncharacterized

Uncharacterized

Glyma15g11910.1

Glyma06g39710.1

Glyma10g03200.1
Glyma11g14410.1
Glyma18g16080.1

Glyma11g21001.1

44%

14%

10%

06%

17%

28%

11

13

0,000+0,000

0,237+0,111
0,691+0,448
0,293+0,060

0,000+0,000

0,104+0,031 0,104

0,109+0,089
0,000+0,000

0,171+0,014

Os valores representam as médias do volume (abundancia relativa) + o desvio padrao de trés réplicas bioldgicas. As barras azuis representam o quanto a proteina

aumentou na condicdo de déficit hidrico em relagdo a condi¢do controle. As barras vermelhas significam o quanto a proteina diminuiu na condicdo de déficit

hidrico em relagdo a condi¢cdo controle.

74



Anexo 5

B)

%K.Da G xDa
63kDa GIKDa
45KDa 45K0a

W XDa

30K0a

Anexo 5. Perfil proteico em gel 2-DE do extrato de soja dos genétipos WT e C9 em condigéo irrigada. (A) Representa perfil proteico das plantas WT Irrigadas e (B)

C9 irrigadas. As setas indicam os spots diferenciais identificados por LC-MS. Géis corados com Coomassie Blue G-250.
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Anexo 6. Proteinas com abundancia diferencial em folhas de soja WT e transformadas (C9) sem déficit hidrico e identificadas por MS

ID Proteina Acesso Cobertura Numero de Media da % de volume DP Abundancia
Peptideo

WT Irrigado C9 Irrigada

Fotossistema II- Glyma08g41660.1 0,289+0,159  0,489+0,016
oxygen-evolving

enhancer protein 2

135 Fructose- Glyma12g04150.1 44% 2 0,346+0,039  0,698+0,135
bisphosphate
aldolase, putative

Carbonic anhydrase 1~ Glyma19g01050.8 17% 4 0,000+0,000  0,395+0,086

Chaperonin 20 Glyma09g08340.1 0,708+0,425

0,025+0,023 -

Os valores representam as médias do volume (abundancia relativa) £ o desvio padrdo de trés réplicas bioldgicas. As barras azuis representam o quanto a proteina
aumentou no gendtipo C9 em relacdo ao WT sem déficit hidrico. As barras vermelhas significam o quanto a proteina diminuiu no gendtipo C9 em relagdo ao WT
sem déficit hidrico
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Anexo 7

B)

96 XNa 90 KDa

63 K0a 63 KDa

45%0a 45 KDa

30 X0a W0 KDa

Anexo 7. Perfil proteico em gel 2-DE do extrato de soja dos gendtipos WT e C9 submetidos a deficiéncia hidrica. (A) Representa perfil proteico das plantas WT Nao

Irrigadas e (B) C9 N&o irrigadas. As setas indicam os spots diferenciais identificados por LC-MS. Géis corados com Coomassie Blue G-250.
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Anexo 8. Proteinas com abundancia diferencial em folhas de soja WT e transformadas (C9) em déficit hidrico e identificadas por MS.

ID Proteina Acesso Cobertura Numero Media da % de volume DP Abundancia

de
Peptideo WT Nao Irrigada C9 Nao Irrigada

Ferredoxin reductase Glyma02g05350.1 47% 0,344+0,054 0,517+0,092

120 Ferredoxin reductase Glyma02g05350.1 09% 3 0,074+0,011  0,106+0,047

Carbonic anhydrase 1 Glyma19g01050.8 67% 26 0,000+0,000 0,595+0,160

Alanine aminotransferase Glyma01g03260.1 0,097+0,031  0,000+0,000

196 Glutamine synthetase Glyma15g10890.5 51% 24 0,397+0,057 0,740£0,201

486 Serine Glyma18g27710.2 % 23 0,128+0,063 0,000+0,000
hydroxymethyltransferase

Uncharacterized Glyma05g30040.1 36% 0,177+0,024  0,000£0,000
Os valores representam as médias do volume (abundancia relativa) + o desvio padrdo de trés réplicas bioldgicas. As barras azuis representam o quanto a
proteina aumentou no gendtipo C9 em relagdo ao WT em condicdo de déficit hidrico. As barras vermelhas significam o quanto a proteina diminuiu no

gendtipo C9 em relagdo ao WT em condigdo de déficit hidrico.
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