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RESUMO

O deficit hidrico é o principal fator limitante na produtividade das culturas agricolas. O
plantio do cupuaguzeiro vem sendo realizado em regides com menores volumes
pluviométricos na tentativa de prevengdo a vassoura-de-bruxa. O objetivo desse trabalho foi
obter o proteoma diferencial de progénies de Theobroma grandiflorum submetidas ao deficit
hidrico e obter proteinas envolvidas no mecanismo de tolerdncia. O experimento foi
conduzido em casa de vegetagdo da Embrapa Amazonia Oriental, foram utilizadas sete
progénies de cupuaguzeiro, originadas a partir de sementes de clones parentais do cultivar
BRS Carimb6, as mudas foram cultivadas em sacos plasticos preenchidos com 8 kg de
substrato. Durante o experimento as mudas foram dispostas no delineamento de blocos
casualizados, no esquema fatorial 7 x 2 (progénies x regimes hidricos), com 5 repetigoes,
totalizando 70 plantas. As plantas ficaram em crescimento e aclimatacdo por 8 meses, no
oitavo mes, as plantas foram submetidas a dois regimes hidricos: um tratamento controle
irrigado, e os tratamentos que sofreram suspensdo total da irrigacdo por 16 dias.
Subsequentemente, proteinas totais foram extraidas a partir de raizes das plantas de duas
progénies contrastantes (57 e 1074) e os resultados demonstraram o acimulo diferencial de
proteinas envolvidas em varios metabolismos, com destaque para proteinas relacionados
direta ou indiretamente a resposta a estresses € a0 metabolismo energético. Proteinas abscisic
stress-ripening protein 3-like, acidic endochitinase-like e cinnamyl alcohol dehydrogenase 1,
relacionadas a resposta a estresse € proteinas como a aspartic proteinase relacionadas ao
metabolismo energético apresentaram alto acimulo em plantas da progénie 57 sob deficit
hidrico. A progénie 1074 acumulou um menor numero de proteinas de resposta a estresse e
metabolismo energético. Os resultados obtidos no presente estudo fornecem informagdes
sobre o mecanismo molecular da progénie 57, possivelmente mais tolerante ao deficit hidrico.
Sdo necessarios estudos mais detalhados sobre os mecanismos moleculares relacionados as
proteinas aqui identificadas que devem contribuir para a descoberta de marcadores

moleculares ou bioquimicos a serem utilizados no melhoramento genético de cupuaguzeiros.

Palavras-chaves: Cupuaguzeiros. 2D-UPLC-MSF. Protedmica. Deficit hidrico.



ABSTRACT

The water deficit is the main limiting factor in the productivity of agricultural crops. The
planting of the cupuaguzeiro has been carried out in regions with lower pluviometric volumes
in an attempt to prevent the broom-witch. The objective of this work was to obtain the
differential proteome of progenies of Theobroma grandiflorum submitted to water deficit and
to obtain proteins involved in the mechanism of tolerance. The experiment was conducted in a
greenhouse of Embrapa Amazonia Oriental, seven progenies of cupuaguzeiro, originated from
seeds of parental clones of cultivar BRS Carimbd, were grown in plastic bags filled with 8 kg
of substrate. During the experiment the seedlings were arranged in a randomized complete
block design, in the factorial scheme 7 x 2 (progenies x water regimes), with 5 replications,
totaling 70 plants. The plants were under growth and acclimatization for 8§ months, in the
eighth month, the plants were submitted to two water regimes: an irrigated control treatment,
and the treatments that underwent total suspension of the irrigation for 16 days. Subsequently,
total proteins were extracted from plant roots of two contrasting progenies (57 and 1074) and
the results demonstrated the differential accumulation of proteins involved in several
metabolisms, especially proteins related directly or indirectly to the response to stress and
metabolism energy. Abscisic stress-ripening protein 3-like, acidic endochitinase-like and
cinnamyl alcohol dehydrogenase 1, related to stress response and proteins such as aspartic
proteinase related to energy metabolism presented high accumulation in plants of the progeny
57 under water deficit. Progeny 1074 accumulated fewer proteins in response to stress and
energy metabolism. The results obtained in the present study provide information on the
molecular mechanism of progeny 57, possibly more tolerant to water deficit. More detailed
studies are needed on the molecular mechanisms related to the proteins identified here that
should contribute to the discovery of molecular or biochemical markers to be used in the

genetic improvement of cupuacu trees.

Key-words: Cupuguzeiros. 2D-UPLC-MSE. Proteomics. Water deficit.
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1. CONTEXTUALIZACAO

O cupuacguzeiro (Theobroma grandiflorum) ¢ uma frutifera dispersa por toda a bacia
amazonica, sendo esta regido a Unica reserva de variabilidade genética nativa da espécie
(ALVES et al., 2012). O cupuacu apresenta excelentes qualidades nutricionais em suas
sementes e polpa, elevados teores de dleo, cujo valor econdmico torna a exploracdo dessa
espécie uma atividade altamente rentavel. (ARAUJO ei al., 2002).

O cultivo do cupuaguzeiro em escala comercial é bastante recente. Porém, desde os
tempos pré-colombianos, essa espécie era cultivada pelas populagdes indigenas amazonicas. A
cultura comegou a ter expressdo econdmica a partir da década de 1970, quando foi utilizada
para ocupar areas de pimenteiras-do-reino que estavam sendo dizimadas pela fusariose. Neste
periodo a producdo de frutos era proveniente de pequenos plantios em quintais agroflorestais
e de populagdes nativas existentes no sudeste do Pard e noroeste do Maranhao (ALVES;
FERREIRA, 2012). Concomitante, ocorreu um grande aumento na utilizagdo industrial do
produto nos arredores de Belém, onde muitas industrias processam o fruto e seus subprodutos
destinados ao mercado interno e externo (CALZAVARA et al.,1984).

Atualmente, a maior produgdo de cupuagu provém de plantios racionais estimados em
mais de 20 mil hectares distribuidos nos estados do Para, Rondonia, Amazonas e Acre,
principalmente. No estado do Para existem mais de 14 mil hectares plantados, dos quais 5 mil
estdo em producao (HOMMA, 2014). A quantidade de cupuagu produzida no Brasil em 2017
foi de 798 toneladas, sendo 343 toneladas somente no estado do Para (IBGE, 2018). Uma
maior producdo de frutos pode ser conseguida com o emprego de técnicas de melhoramento
genético (ARAUJO et al., 2002).

No entanto, a cultura apresenta alguns entraves, tais como a baixa disponibilidade
hidrica que afeta negativamente o crescimento dos cultivos agricolas, atuando como principal
causa da redu¢do da produtividade (PIMENTEL, 2004).

A resposta a seca ¢ uma caracteristica complexa, afetada por varios fatores, incluindo o
meio ambiente, genotipo, estadio de desenvolvimento, intensidade e duracdo de estresse
(LATA et al., 2015).

As plantas, em condi¢des de déficit hidrico, apresentam como um dos primeiros efeitos
biofisicos significativos a redug¢do na turgescéncia da célula e alteragdes nos processos

fisiolégicos dependentes do turgor, como o crescimento celular (TAIZ ¢ ZEIGER, 2004).
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Devido ao aumento da severidade do déficit hidrico, a fotossintese e a transpiragdo sao

afetadas, principalmente, como consequéncia do fechamento dos estomatos e do bloqueio da
difusdo de dioxido de carbono (CO,) (KUMAR et al., 1994). Plantas sob déficit hidrico
também apresentam a redugdo da concentracdo de clorofila em func¢do da degradagdo de
membranas causada pelo estresse oxidativo em espécies menos tolerantes a seca (MORAN et
al., 1994).

Segundo Roveda-Hoyos e Fonseca-Moreno (2011), as plantas respondem a deficiéncia
hidrica por meio de alteragcdes em varios processos a nivel fisiologico, celular e molecular,
que podem contribuir para a tolerancia ao estresse. Ainda, segundo Roveda-Hoyos e Fonseca-
Moreno (2011), ¢ possivel classificar os genes relacionados ao estresse hidrico em dois
grupos: o primeiro grupo codifica as proteinas que provavelmente funcionam, via
mecanismos de tolerancia ao estresse abidtico como salino, hidrico, e de temperatura. Alguns
exemplos de proteinas envolvidas sdo as proteinas abundantes na embriogénese tardia (LEA)
e proteinas de choque térmico (HSP), proteinas antifreeze (AFP), que atuam como
acompanhantes de proteinas envolvidas no transporte de dgua, ions e outros compostos, além
das enzimas envolvidas na biossintese de aminas e poliaminas (glicinabetaina), enzimas de
desintoxica¢do, osmolitos (manitol, trealose, galactinol e rafinose) e aminoacidos (prolina)
(TIMPERIO et al., 2008). O segundo grupo de genes induzidos pelo estresse hidrico
possibilita a expressdo de proteinas envolvidas nas vias de transducdo de sinal mediadas por
acido abscisico (ABA), incluindo proteinas fosfato, proteinas quinases, fosfolipidos e outras
moléculas, como proteinas ligadas ao célcio e peroxido de hidrogénio (UMEZAWA et al.,
20006).

Devido a grande variabilidade natural disponivel no cupuagu, a primeira estratégia de
melhoramento foi selecionar diretamente genotipos de populagdes espontineas,
semiespontaneos ou de plantios comerciais heterogéneos. Em um periodo de 15 anos foi
desenvolvida uma nova cultivar de cupuagu com uma estrutura genética advinda de uma
populacdo melhorada, a cultivar BRS Carimbo, propagada por sementes ¢ composta de
distintos materiais que apresentam fontes diferentes de resisténcia e aptidao para produgdo de
polpa e sementes (ALVES e FERREIRA, 2012).

O cultivo do cupuaguzeiro na regido Norte vem sendo implementado em locais de
baixos indices pluviométricos, com o proposito de prevenir o surgimento de doengas. No

entanto, sdo necessarios estudos sobre o comportamento fisioldgico e bioquimico dessa
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espécie sob condicdes de deficit hidrico, considerando que nessas areas ¢ comum a ocorréncia

de periodos secos bem definidos com aproximadamente seis meses de pluviosidade abaixo de
100 mm (FERNANDES, 2016). Existe uma caréncia de informacao cientifica de gendtipos de
cupuagu em condi¢des de déficit hidrico.

Assim, o objetivo desse trabalho foi obter o proteoma diferencial para fazer um estudo
comparativo envolvendo mudas de gendtipos de Theobroma grandiflorum, utilizando
progénies com possiveis diferencas nos niveis de tolerdncia ao déficit hidrico submetidos a
dois regimes hidricos. Espera-se identificar proteinas envolvidas em mecanismos de
tolerancia, com potencial para serem utilizadas como marcadores bioquimicos e/ou

moleculares na selecdo de gendtipos tolerantes ao déficit hidrico.

1.1. Revisao de Literatura

1.1.1 Aspectos gerais da cultura do cupuaguzeiro

Pertencente a familia Malvaceae, o cupuaguzeiro, Theobroma grandiflorum (Willd. Ex
Spreng.), possui ampla ocorréncia na regido Norte e parte do Nordeste brasileiro
(CALZAVARA et al., 1984). E uma fruteira de grande importancia para a regido Amazodnica,
podendo ser encontrada nas areas de mata do Sul e Noroeste da Amazonia oriental brasileira,
Nordeste do Maranhio e na regido Amazodnica dos paises vizinhos (COSTA et al, 2003).

Segundo Souza et al. (1999) o cupuaguzeiro ¢ uma arvore com sistema radicular
pivotante e nos primeiros 20 a 25 cm de profundidade do solo desenvolve grande quantidade
de raizes laterais ou secundarias. As folhas do cupuacguzeiro sdo inteiras, de coloragdo rosea e
coberta de pélos quando jovens e verde quando maduras, tendo de 25 a 30 cm de
comprimento por 10 a 15 cm de largura. As flores sdo as maiores do género e crescem nos
ramos, pétalas de coloragao branca ou vermelha com tonalidade variavel de clara a escura se
desenvolvem nos ramos mais periféricos, sendo uma espécie de polinizacdo cruzada
(alégama), com possibilidades de autofecundagdo. E uma espécie diploide, membro da

familia malvaceae ¢ comumente relacionado ao cacau (Theobroma cacao L.). O cupuaguzeiro
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¢ considerado uma espécie tricomica, com ramos que se dividem em trés, que posteriormente

crescerdo em paralelismo com o solo. Da axila dos galhos emerge um broto que retoma o
crescimento vertical (SOUZA et al., 2011).

Possui fruto na forma de baga com um pé ferrugineo sobre a casca medindo em média
23 cm de comprimento, apresenta polpa de aroma agraddvel e sabor azedo que representa, em
média, 48% do peso do fruto, suas sementes sdo ricas em gordura e proteina, onde cada
semente tem em média 5 cm de comprimento. A cultura pode ser percebida em varios tipos de
ambientes, tanto no silvestre (encontrado no meio da floresta), nos quintais ou em plantios
comerciais (DE ALMEIDA et al., 2012). O cupuguzeiro pode atingir uma altura de até 15
metros, com 6 a 8§ metros de didmetro de copa ¢ uma espécie bem adaptada ao sombreamento,
apresentando assim condi¢des para o consorcio com outras espécies frutiferas ou madeiraveis,
sem provocar danos ambientais, para caracteristicas restauradoras e conservadoras (GONDIM
et al., 2001). O consorcio do cupuaguzeiro com outras espécies ¢ indicada como a alternativa
mais apropriada para o uso da terra a fim de diminuir os danos ecologicos, além de contribuir
na qualidade de vida do pequeno agricultor da Amazonia (HOMMA, 2001; SILVA et al.,
2007; SAID, 2011).

O cupuacu pode ser comercializado diretamente do produtor ao intermediério, também
pode ser vendido aos comércios, ou consumidores finais (hotéis, restaurantes, sorveterias,
lanchonetes, o consumidor caseiro que adquire polpa congelada ou fruto para o preparo, em
sua residéncia, de sucos, doces entre outros) alcancando uma variedade de precos. (SOUZA et
al., 2011). O consumidor do cupuagu ainda ¢ predominantemente regional, indicando a
necessidade de estruturas que facilitem a oferta do produto em maior escala no mercado tanto
nacional como internacional (MARTIM, 2013).

A cultura ¢ propicia a algumas doencas, sendo a principal delas a vassoura-de-bruxa
(Crynipelis perniciosus), doenga que esta presente em toda a regido norte do pais, causando
grandes danos econdmicos na producdo. Estd presente tanto em mudas como em plantas
adultas atacando os tecidos meristematicos em crescimento, flores e os frutos (ALVES et al.,
1998; SOUZA, 2007). Em 2014, para o estado do Amazonas, foram langadas cinco cultivares
clonais de cupuaguzeiros (BRS 297, BRS 298, BRS 299, BRS 311, BRS 312) que aliam
produtividade e resisténcia vassoura-de-bruxa. Esses clones foram obtidos pelo método de
melhoramento de sele¢dao clonal da Embrapa Amazonia Oriental e a produtividade dos frutos

desses materiais varia de 7 a 10,1 toneladas por hectare e uma resisténcia a vassoura-de-bruxa
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acima de 85%, contribuindo para a reducdo no custo de manejo da doenca. (SOUZA et al.,

2014)

Na tentativa de prevengdo a vassoura-de-bruxa, nos ultimos anos, o plantio do
cupuaguzeiro no Estado do Pard vem sendo realizado em regides com menores volumes
pluviométricos, porém, ha poucos estudos sobre as respostas metabolicas dessa cultura em

condicdes de deficit hidrico.

1.1.2 Déficit hidrico

Segundo Fan et al. (2006), o deficit hidrico em consequéncia da seca ¢ estabelecido
quando a absor¢ao de agua pelo sistema radicular ndo consegue atender as exigéncias da
planta e entre as principais exigéncias estdo a fotossintese e a transpiracdo das partes aéreas,
dois processos essenciais ao crescimento vegetal. Um dos principais fatores abidticos
limitantes da produgdo agricola mundial ¢ a baixa disponibilidade hidrica, pois causa
interferéncia no mecanismo de absor¢ao e assimilagdo de agua e nutrientes pelas plantas,
gerando alteragdes metabdlicas negativas (HAMDY et al., 2003; LECHINOSKI et al., 2007;
ZANETTI et al., 2016).

Plantas sob déficit hidrico diminuem sua condutancia estomatica levando a uma
diminui¢do na Ci (concentragdo interna do CO,) e na transpiragdo, tendo como consequéncia
uma diminui¢do no suprimento de CO, para a fotossintese (OLIVEIRA et al., 2005). Observa-
se também o ajustamento osmotico para que a planta se aclimate ao déficit hidrico, podendo
acumular prolina (ALVARENGA et al., 2011) e outros aminoacidos livres (KUSAKA et al.,
2005), polialcoois (RAMANJULU e BARTELS, 2002) e carboidratos (PEREIRA et al.,
2012). Além dos carboidratos, por muito tempo se correlaciona a capacidade de prolina com a
tolerancia ao estresse (SOMAL e YAPA, 1998). A literatura comprova que a prolina em sua
forma livre se acumula, ndo s6 em resposta a baixa disponibilidade de dgua, como também
por efeitos da salinidade e baixas temperaturas. Esse acimulo vem sendo observado em
tecidos e orgaos vegetais, como folhas maduras (NOGUEIRA et al., 2001), folhas destacadas
(MAIA et al., 2007), folhas em crescimento (MONTEIRO et al., 2014) e na seiva do floema

(NOGUEIRA et al., 2001). Porém, ndo s6 os carboidratos ¢ a prolina refletem danos as
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plantas, o estresse por déficit hidrico gera espécies reativas de oxigénio (ROS), os quais

desencadeiam processos de peroxidacdo dos lipidios nas membranas celulares (SMIRNOFF,
1993; SCHWANZ e POLLE, 2001).

O crescimento das plantas (expansdo e tamanho das folhas, indice de area foliar, altura
de plantas, crescimento das plantas e nimero de plantas) foi reduzido quando o déficit hidrico
foi imposto durante os estagios de crescimento vegetativo (FAROOQ et al., 2009). Sob severo
déficit hidrico, as plantas senescem suas folhas para reduzir a taxa de transpiragdo e o
consumo de dgua (AGUSTI et al., 2012, MUCHOW, 1986). Durante o déficit hidrico ocorre
a diminuicdo da taxa fotossintética e a quantidade de assimilados disponiveis para distribui¢ao
para os 6rgdos drenos ¢ reduzida (KIM, 2000; HUBER, 1984).

Em um estudo realizado por Texeira (2018), foi aplicado o déficit hidrico em sete
progénies de cupuacguzeiros e todas apresentaram reducdo na concentragdo de nitrato, amido e
atividade da glutamina sintetase nos tecidos foliares e radiculares, e aumento nas
concentracdes de amonio, aminodcidos solliveis totais, proteinas soluvel totais, prolina,
glicina betaina, carboidratos soluveis totais, sacarose e agucares redutores e nao redutores.

A tolerancia a seca € uma caracteristica das plantas que sdo capazes de resistir melhor a
menor disponibilidade hidrica, por demonstrarem maior capacidade de obtencao da agua, ou
maior eficiéncia no uso da agua disponivel (TAIZ e ZEIGER, 2004). Vérias pesquisas tém se
voltado para a elucidacdo dos mecanismos fisiologicos e genéticos relacionados a resisténcia
ou tolerancia a seca, com a identificagdo de genes importantes na determinagdo destas
caracteristicas. As reacdes moleculares ao estresse hidrico, em plantas, t€ém sido amplamente
analisadas estudando diversos genes de resposta a seca, alta salinidade e frio em nivel
transcricional (GOLDACK et al., 2011; HUANG et al., 2012) indicando a complexa interagao
entre estes genes (BENKO-ISEPPON et al., 2011). As plantas podem ainda desenvolver, a
nivel de expressdao génica, respostas ao estresse hidrico relacionadas com a produgdo de
enzimas chaves na via de sintese de substidncias osmdticas, enzimas antioxidantes, proteinas
com fungdo protetora, fatores de transcri¢do e outras proteinas envolvidas em respostas do
estresse hidrico (BRAY, 1997; ZHU et al., 2002). Alguns dos genes induzidos pela seca sdo
comuns aqueles induzidos por outros tipos de estresse abiotico como salinidade e baixas
temperaturas; muitos destes genes respondem ao ABA, outros ndo (QURESHI et al., 2007).

Os genes induzidos em condi¢des de estresse tem sua fungdo tanto como protetores

diretos ou de reguladores de expressdo de outros genes envolvidos na transducao de sinais em
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resposta ao estresse (KALEFETOGLU e EKMEKCI, 2005). O primeiro grupo contém

proteinas como aquaporinas, proteinas necessarias para producdo de varios osmoprotetores
(agucar, prolina, glicina, betaina, etc.), proteinas que protegem macromoléculas e membranas,
proteinas LEA, chaperonas, proteinas ligadoras de mRNA, proteases, e enzimas de
destoxificagdo. O segundo grupo contém proteinas envolvidas na regulagdo da via de
transducdo de sinal, expressdo génica (ativa¢do e inativacdo), como as proteinas cinases,
fatores transcricionais, fosfolipases C e proteinas de biossintese de ABA (UMEZAWA, 2004;
KALEFETOGLU ¢ EKMEKCI, 2005). As analises do perfil de proteinas das plantas em
condigdes de estresse permitem identificar proteinas importantes relacionadas direta ou
indiretamente ligadas a estas respostas.

O estudo da protedmica possibilita o entendimento de processos bioldgicos dindmicos
com a analise sistematica do perfil proteico expresso sob determinada condigdo em um
organismo, ¢ ainda o mapeamento de vias metabodlicas e identificagdo de genes alvos que
podem ser usados na manipulacdo genética (PANDEY e MANN, 2000; PATTERSON e
AEBERSOLD, 2003). Um enfoque muito importante nos estudos relacionados a tolerancia ao
deficit hidrico é a avaliacdo do nivel da tolerancia de genotipos diferentes. Com isso a
protedmica pode detectar a expressdo de proteinas diferenciais ligadas a mecanismos de

tolerancia a seca e ajudar a elucidar os mecanismos fisiologicos e moleculares envolvidos.

1.1.3 Protedmica

As proteinas representam a maquinaria bioquimica e os processos funcionais de como
um organismo responde as mudangas ambientais. H4 algum tempo, a protedmica apresenta
uma abordagem eficaz para demonstrar como as proteinas se comportam durante essas
mudancas e, portanto, como os organismos se adaptam a varios ambientes abidticos
(TOMANEK, 2014).

A protedmica por espectrometria de massa ¢ considerada uma tecnologia indispensavel
para interpretar a informagdo codificada no genoma. Por se tratar de uma técnica
multifacetada e em rapido desenvolvimento, cada inovacdo permite uma melhora na

qualidade dos resultados e expande a gama de potenciais aplicagdes para a biologia molecular
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e celular. E uma técnica utilizada no estudo das massas de atomos, moléculas ou fragmentos

de moléculas (AEBERSOLD e MANN, 2003). A protedmica em plantas possui vdrias
abordagens, podendo ser descritiva, comparativa, pds traducionais e interatomicas, sendo
utilizada para a melhoria da satide por meio do aumento da produgdo agricola e oferta de
alimentos, fibras e combustiveis, favorecendo o crescimento economico, sustentabilidade
ambiental e o bem estar humano. (JORRIN-NOVO et al., 2015).

Entre varios trabalhos realizados sobre andlises de expressdo diferencial de proteomas
de resposta a estresses em vegetais nos ultimos 15 anos (JORRIN-NOVO et al., 2009),
ressalta-se as andlises em plantas submetidas a estresse abidtico por seca (RABELLO et al.,
2008), baixa temperatura (LEE et al., 2008), salinidade (CHENG et al., 2009, ABREU et al.,
2014), ozonio (CHO et al., 2008), alta temperatura (XU e HUANG, 2010) e estresse oxidativo
(WAN et al., 2008). Para um genétipo mais produtivo, a capacidade de sintetizar uma
variedade de proteinas diferencialmente acumuladas em resposta a disponibilidade de agua
parece ser uma caracteristica chave na manutencdo do crescimento da biomassa durante o
periodo de deficit. A estratégia vegetal pode envolver uma diminui¢do da atividade
fotossintética durante a diminuicdo da dgua associada a realocacdo de recursos por grandes
mudancas na expressao de genes associados ao metabolismo primario (VILLAR et al., 2011).

Varios artigos vém sendo publicados sobre protedmica do estresse hidrico em diferentes
espécies vegetais: feijio comum (ZADRAZNIK et al., 2013); trigo (PENG et al., 2009); arroz
(KE et al., 2009); e milho (ALVAREZ et al., 2008). Todos estes estudos formam conteudos
especificos da protedmica em plantas e t€ém permitido identificar as proteinas que
desempenham funcdes importantes diretamente em resposta a esses estresses abidticos nos
vegetais, na regulacdo génica dependente de estresses ou como enzima chave na biossintese
de moléculas anti-estresses como osmoprotetores ¢ as fitoquelatinas (QURESHI et al., 2007).
Com isso, mudangas especificas no perfil de proteinas possibilitam a identificagdo e
caracterizacdo funcional das proteinas diferencialmente acumuladas e cujas fungdes
bioldgicas estdo relacionadas com a tolerancia (BENEVENTI, 2010), contribuindo com o
entendimento dos mecanismos moleculares que induzem as respostas ao estresse
(GONZALEZ et al., 2010; JORRIN-NOVO et al., 2009; SOARES, 2013).

Para lidar com o déficit hidrico, as plantas ativam alguns mecanismo que permitem
fugir do déficit como um ciclo de vida mais rapido, demonstram resisténcia por meios como

aprofundamento de raizes, impermeabilizacdo das folhas e fechamento estomatico, assim
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como podem tolerar a seca por meio de ajustamento osmotico, fechamento dos estdmatos e

inducdo de antioxidantes (LEVITT, 1980; BRAY, 2000). Devido a mecanismos como o
fechamento estomatico, surge uma limitacdo fotossintética que aumenta a relacdo
NADPH/NADP", podendo levar a produgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
causando danos oxidativos (FORYER e NOCTOR, 2000).

Cao et al. (2017) demonstraram em um trabalho de protedmica com raizes de
pessegueiros (Amygdalus mira) submetidos ao déficit hidrico durante 15 dias, que do total de
95 proteinas identificadas na planta, 26,31% eram de proteinas relacionadas a estresse e
defesa, 18,95% de transcri¢do e tradugdo e que essas proteinas desempenham um papel
importante na resposta a seca.

Ghatak et al. (2016), fizeram um estudo protedmico em diversos tecidos de milheto
(Pennisetum glaucum) submetidos ao déficit hidrico, e identificaram um aumento no acimulo
de proteinas relacionadas a mecanismo de sinalizagdo e resposta a estresse, proteinas de
sintese e degradacdo de proteinas, proteinas de danos oxidativos e proteinas de choque
térmico. Foi destacado o aumento no acumulo de proteinas como peroxidases, proteinas tipo
germinativa (GLPS), anexina e proteinas de choque térmico (Hsp 70). Estas proteinas estao
ativamente envolvidas na defesa contra patdogenos e no ajuste do balango hidrico.

Zang e Shi (2018), avaliaram as respostas fisiologicas e protedmicas de duas variedades
de alfafa (Medicago sativa L.) com niveis diferentes de tolerdncia a seca, Longzhong
(tolerante a seca) e Gannong N°.3 (sensivel a seca), as plantas foram submetidas a tratamentos
com polietilenoglicol (PEG-6000) e os resultados mostraram que niveis de prolina,
malondialdeido (MDA), peroxido de hidrogénio (H,0O,), radical livre hidroxila (OH¢) e radical
livre anion superoxido (O2¢’) em ambas as variedades foram significativamente aumentados,
enquanto a atividade radicular, atividades da superdxido dismutase (SOD) e glutationa
redutase (GR), e as taxas de ascorbato reduzido/oxidado (AsA/DHA) e glutationa
reduzida/oxidada (GSH/GSSG) foram significativamente diminuidas. Os teores de proteina
soluvel e agucar soluvel, a capacidade antioxidante total (T-AOC) e as atividades da
peroxidase (POD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) aumentaram no inicio e
depois diminuiram com o aumento nos dias de tratamento. Sob estresse, Longzhong mostrou
niveis mais baixos de MDA, H,0,, OHe e O2¢, porém niveis mais altos de SOD, CAT, APX,
T-AOC e maiores razdes de AsA/DHA e GSH/GSSG em comparagdo com Gannong N°.3.

Foram identificadas proteinas diferencialmente acumuladas nas duas variedades de alfafa, a
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maioria dessas proteinas foram relacionadas a resposta a estresse e defesa, metabolismo de

proteinas, transporte transmembrana, proteinas de sinalizacdo, bem como metabolismo da
parede celular e do citoesqueleto. Assim, eles atribuiram que a maior capacidade de tolerancia
a seca da variedade Longzhong se deve a sua maior capacidade de ajuste osmoético, maior
capacidade de orquestrar seus sistemas antioxidantes enzimaticos € nao enzimaticos, evitando
grandes danos oxidativos em comparagdo com a variedade Gannong N°.3. Também relataram
alguns mecanismos e vias importantes que conferiam essa tolerancia como metabolismo de
carboidratos, desintoxicacdo de ROS, metabolismo secundario, processamento de proteina,
transporte de ions e agua, transducao de sinal e ajuste da parede celular.

Assim, tendo em vista a necessidade do plantio de cupuaguzeiros em locais com
menores volumes de chuva, a sele¢do de genotipos com caracteristicas de tolerancia a seca ¢
de grande importancia para a manutengdo da producdo. Nesse contexto, estima-se que a
protedmica pode auxiliar na compreensao dos mecanismos moleculares de tolerancia por
meio da identificagdo de proteinas diferencialmente acumuladas sob condi¢des de déficit

hidrico e servir de base para trabalhos futuros de melhoramento genético da espécie.
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2. PROTEOMICA COMPARATIVA DE CUPUACUZEIROS SUBMETIDOS AO

DEFICIT HIDRICO

2.1. Introducao

O cupuaguzeiro [Theobroma grandiflorum (Wilidenow ex Sprengel) Schumann] ¢ uma
espécie nativa da regido amazonica e pertence a familia Malvaceae, uma espécie frutifera
arborea que mostra-se como uma das fruteiras mais importantes para o desenvolvimento da
agricultura na Amazonia Brasileira. A polpa ¢ utilizada na fabricagao de doces, sorvete, sucos,
etc. (VENTURIERI, 1993; FERREIRA et al., 2009). Sua altura pode variar entre 15 e 20
metros. Quando cultivada, seu porte ¢ reduzido devido a podas constantes (CARVALHO,
2004). O caule possui fissuras e casca marrom escura, as folhas jovens sdo de cor résea e
quando adultas sdo de cor verde escura e sua inflorescéncia pode ser axilar ou extra axilar
(VENTURIERI et al., 1993).

Com a mudanga climdtica e eventos climaticos atipicos, ¢ mais provavel que ocorram
periodos de secas mais frequentes e outros estresses como calor e salinidade em todo o mundo
(NAKASHIMA et al., 2014; PARK et al., 2015; WANG et al., 2003). A partir de suas
caracteristicas intrinsecas, o cupuaguzeiro encontra dificuldade para se estabelecer em locais
que apresentem elevada deficiéncia hidrica, especialmente nos primeiros anos de implantacao,
j& que seu habitat sdo as florestas de terra firme (ALVES et al., 1999).

O estresse causado pela seca reduz o crescimento das plantas e a producao agricola
(BRAY et al., 2000; FANG & XIONG, 2015). Entre os fatores abioticos, a 4gua ¢ o mais
limitante para a sustentabilidade dos sistemas agricolas (PAIVA et al., 2005), pois afeta as
relagdes hidricas, alterando a fisiologia e o metabolismo das plantas, causando grandes perdas
na produtividade agrondmica e florestal (FLEXAS et al., 2002). O déficit hidrico induz uma
série de mudancas morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares nas plantas
(OSAKABE et al., 2014).

O déficit hidrico induz o fechamento estomatico, consequentemente, diminui a taxa
fotossintética e a transpiracio (CHAVES et al, 2003; HARB e SAMARAH 2015;
MANSFIELD e ATKINSON, 1990). A bioquimica da fotossintese também ¢ inibida pela seca
(LAWLOR e CORNIC, 2002; SIGNARBIEUX e FELLER, 2011).

As plantas superiores desenvolveram uma série de mecanismos de adaptacdo a
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deficiéncia de umidade do solo, sendo as estratégias de tolerancia uma das mais importantes.

O conhecimento de como as plantas utilizam a dgua do solo e de como respondem aos niveis
de armazenamento a partir do balanco hidrico pode ser uma saida viavel para o
estabelecimento de estratégias eficazes de manejo, visando o melhor uso possivel das reservas
de agua do solo pelas culturas (CUSTODIO et. al., 2003).

Em uma pesquisa (ALVES et al., 1999) que avaliou o comportamento inicial de 33
clones de cupuagu em capoeira, foi observado que em 4reas de deficiéncia hidrica acentuada
as cultivares de cupuagu cultivadas em capoeira apresentaram reducdo de mortalidade, por
oferecerem maior prote¢do quanto a evaporagao.

O déficit hidrico afetou a taxa fotossintética, condutancia estomatica e contetudo relativo
de 4gua em um estudo ecofisioldgico e bioquimico do cupuaguzeiro (OLIVEIRA-NETO,
2005). Porém, a concentracdo de carboidratos soluveis totais ndo foi alterado pelo déficit
hidrico, j& os teores de proteinas solveis totais apresentaram uma reducao significativa. Apds
a reidratagdo, o cupuaguzeiro recuperou os niveis de contetido relativo de 4agua, a taxa
fotossintética, a condutancia estomadtica e a concentragcdo de proteinas soliveis totais, porém
essa reidratagcdo nao foi efetiva sobre a concentragdo de carboidratos soluveis totais.

A selecdo de genotipos tolerantes ao déficit hidrico pode ser feita por meio do
conhecimento das repostas moleculares acessados por meio de estudos protedmicos
comparativos entre genotipos tolerantes e suscetiveis ao estresse para identificar possiveis
alteragdes envolvidas em expressdes diferenciadas de proteinas.

A protedmica ¢ o conceito dado a analise sistemdtica, em larga escala, que visa
identificar proteinas expressas em um determinado periodo bioldgico, seja pela abundancia,
atividade, modifica¢des pods-traducionais ou pela interagdo entre as proteinas (WRIGHT et al.,
2012). Segundo Silva et al. (2007), o proteoma de um organismo, ao contrario do genoma,
ndo ¢ estatico e pode se modificar dependendo das condigdes e estimulos a que este
organismo estd exposto. Sendo assim, o proteoma reflete a expressdo das moléculas que
influenciam, mais diretamente, a bioquimica e o funcionamento celular.

Em pesquisa realizada com de cana-de-agucar para identificagio de peptideos
produzidos diferencialmente em resposta potencial ao déficit hidrico (RIBEIRO, 2010), foram
utilizados dois hibridos comerciais, 0 RB867515 (tolerante a seca) e o RB72454 (sensivel a
seca). Através de andlise protedmica foram identificadas varias proteinas associadas a

mecanismos de resposta ao déficit hidrico, entre elas: proteinas associadas a regulagdo da
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transcricdo (proteina de ligacdo ao RNA rica em glicina) e a traducao (fator de elongacdo 1

alfa e proteina ribossdomica 60S L30); proteinas relacionadas aos componentes do
citoesqueleto (fator de despolimerizagdo da actina 3); componentes estruturais (histona
H2A.2.2); quinases (nucleosideo-difosfato quinase I); enzimas envolvidas no metabolismo da
glicose (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, citossolica); varias proteinas do choque
térmico (HSP70kDa, 17.5kDa classe 1, 81-1 e 18.0kDa) e proteinas associadas a fotossintese
(complexo de evolugdo do oxigénio 1-1; subunidade N do centro de reacdo do FSI).

Usar a biotecnologia para compreender as respostas das plantas a seca nos niveis
morfologicos, fisioldgicos e moleculares e como essas mudangas contribuem com a tolerancia
ao déficit hidrico sobre a produtividade das mesmas ¢ necessario para melhorar a manutencao
do rendimento e a qualidade da cultura (BENESOVA et al., 2012, OSAKABE et al., 2014). O
estudo e caracterizagdo dessas proteinas ¢ de grande importancia para determinar o quanto
cada uma delas, individualmente ou em conjunto, contribuem para a tolerancia ao estresse por
deficit hidrico, servido assim para estudos de melhoramento genético e desenvolvimento de
marcadores para sele¢do de genotipos tolerantes ao deficit hidrico.

Tendo isso posto hipotetizamos que o acumulo diferencial de proteinas pode estar
relacionado a promog¢dao de maior tolerancia em uma progénie de cupuaguzeiro quando
submetido ao deficit hidrico. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o acumulo
diferencial de proteinas em raizes de duas progénies de cupuaguzeiro, Theobroma

grandiflorum, sendo uma tolerante e outra sensivel ao deficit hidrico.

2.2. Material e Métodos

2.2.1 Material Vegetal

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo da Embrapa Amazonia Oriental,
localizada no municipio de Belém, PA (1° 26' 24 latitude sul, 48° 26' 43 longitude oeste).
Foram utilizadas sete progénies de cupuaguzeiro, originadas a partir de sementes de clones

parentais do cultivar BRS Carimb¢ (Tabela 1).
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Tabela 1 — Origem dos clones das progénies avaliadas, suas procedéncias e respectivas ancestralidade.

Clone Origem da mae Origem do pai Ancestralidade
32 174; Coari - AM 186: Codajas - AM 174 x 186
42 186: Codajas - AM 434: Muana - PA 186 x 434
46 186: Codajas - AM 215: Manacapuru - AM 186 x 215
47 186: Codajas - AM 1074: Ttacoatiara - AM 186 x 1074
57 186: Codajas - AM 513: Oiapoque - AP 186 x 513
215 215: Manacapuru - AM - Primaria

1074 1074: Parintins - AM - Primaria

Fonte: Embrapa Amazonia Oriental, 2016.

As sementes utilizadas para o preparo das mudas foram retiradas de frutos maduros,
cujo plantio origindrio fica localizado no pomar experimental da Embrapa Amazonia Oriental,
no municipio de Tomé Ac¢u — PA. Foram colhidos dois frutos de cada uma das progénies, de
onde as sementes foram retiradas, despolpadas manualmente, e logo apds foi realizada a
semeadura em sementeira, tendo como substrato apenas serragem curtida.

Vinte e dois dias apos a semeadura, as plantulas ainda sem folhas foram transplantadas
para sacos de polipropileno de 20 x 45 cm, preenchidos com 8 kg de substrato preparado
através de mistura do solo com esterco (cama de aviario), na proporcdo de 3:1(V/V),
respectivamente.

Apos o transplantio, as mudas foram dispostas de maneira a comporem o delineamento
estatistico de blocos casualizados, no esquema fatorial 7 x 2 (progénies x regimes hidricos),
com cinco repeti¢oes, totalizando 70 plantas. As plantas foram mantidas em casa de vegetagao
por oito meses, sendo que nos primeiros dois meses a irrigacao ocorreu por microaspercao
diaria de 30 minutos, com vazdo de 40 Lh'. Apos este periodo, a irrigagdo passou a ser
realizada manualmente, com aplicagdo didria de 300 mL de dgua por muda, para manter a
umidade do solo préximo a capacidade de campo.

No oitavo més, as plantas foram submetidas a dois regimes hidricos: um tratamento
controle, onde as plantas permaneceram com irrigacdo de 300 mL/dia, e os tratamentos que
sofreram suspensao da irrigacdo por 16 dias. De acordo com o demonstrado no croqui (Figura
1), cada bloco possui 7 progénies e 2 plantas por gendtipo. Uma destas plantas foi utilizada
como controle (C) e corresponde ao tratamento proximo da capacidade de campo, ou seja, nao
sofreu deficit hidrico. J& a outra planta do mesmo gendtipo sofreu deficit hidrico, com a

suspensao da irrigagdo por 16 dias seguidos.
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Nao houve bordadura no experimento, no entanto, os vasos foram constantemente

dispostos em diferentes posi¢des dentro de cada bloco ao longo do tempo. Assim, o croqui
apresentado ilustra o inicio do experimento. Todas as plantas permaneceram dentro do seu
bloco inicial, e foram somente dispostas em posi¢des diferentes ao longo do tempo com a
inten¢ao de diminuir o efeito bordadura.

Do total de sete progénies submetidos a deficiéncia hidrica, todos apresentaram
murchamento foliar e perda de vigor. A progénie que apresentou os menores sintomas visuais
ao deficit hidrico foi selecionada como sendo a mais tolerante (progénie 57). A que
apresentou graves sintomas visuais relacionados ao deficit hidrico foi selecionada como sendo
a menos tolerante (progénie 1074).

Foram coletadas amostras de raizes das duas progénies mais contrastantes. As amostras
de raizes de cinco plantas, uma de cada bloco para cada condi¢do, foram homogeneizadas
para formar um pool com o objetivo de eliminar o efeito do gendtipo. Imediatamente apos a
coleta, as amostras foram acondicionadas em envelopes de papel aluminio, congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para serem usadas para o preparo dos extratos

proteicos.

Figura 1 — Croqui com 7 progénies dispostos em blocos casualizados em esquema fatorial 7x2. (C= controle)

1074

Fonte: A autora, 2016.
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2.2.2 Extragdo e quantificacao de proteinas

As proteinas foram isoladas de acordo com protocolo proposto por Wang (2006), as
amostras contendo raizes de cupuaguzeiros foram maceradas com auxilio de pistilo em
almofariz contendo nitrogénio liquido até¢ a formagdo de um p6 fino, adicionou-se em cada
amostra 10 mL de solu¢do tampdo contendo sacarose (1,5 M), Tris-HCL (1 M, pH 8), SDS
(dodecilsulfato de sodio, 10%), PMSF (fluoreto de metilfenilsulfonil, 100 mM), PVPP
(polivinilpolipirrolidona) e H,O ultra pura. Foram adicionados também 100 pL de inibidor de
proteases (Protease Inhibitor cocktail - P8340 Sigma-Aldrich) e 500 uL de B-mercaptoetanol.
As amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 10 minutos, depois foram agitadas
em sonicador por aproximadamente 30 segundos, repetindo esse processo por 5 vezes. Logo
apos, foi feita a separa¢do dos extratos em dez microtubos cada e adicionou-se 700 pL de
fenol por microtubo.

As amostras foram entdo centrifugadas a 14.000 rpm por 8 minutos, para separa¢cdo da
fase fendlica, que foi transferida, e as amostras centrifugadas novamente a 14.000 rpm por 8
minutos para eliminagdo de qualquer residuo de SDS ou da fase aquosa. Ap6s centrifugagao,
adicionou-se 1.300 puL de acetato de amonia 0,1 M preparado em metanol. Os microtubos
foram mantidos a -80°C para precipitacdo overnight das proteinas. No dia seguinte, as
amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 8 minutos, ap6s centrifugagdo foi descartado
o sobrenadante. O pellet foi transferido para um novo microtubo e lavado quatro vezes com
acetona 80 %. Posteriormente foi realizada uma ultima lavagem com etanol 70 % e o pellet
foi seco em concentrador a vacuo por aproximadamente 7 minutos a temperatura ambiente.
Os extratos foram resuspendidos em tampao de solubilizagdo composto de 200 uL. de tampao
de uréia (7 mol.L") e tiouréia (2 mol.L™"). As quantificagdes das amostras de proteinas foram

realizadas no Qubit 2.0 (Invitrogen).

2.2.3 Digestao de proteinas

A digestao de proteinas foi realizada com tripsina (20 ng/uL), utilizou-se aliquotas das
amostras contendo 50 pg de proteina, completadas com uréia 8 M para um volume final de
150 pL cada. Para a reducdo dos grupos sulfidrilas foi aplicado 3 pL de ditiotreitol (DTT) 0,5

M, incubando as amostras por 25 minutos a 56°C, adicionou-se 8,48 puL iodoacetamida (IAA,
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14 mM) para alquilacio das cisteinas, apds agitagdo em vortex, as amostras foram

acondicionadas na auséncia de luz durante 30 minutos em temperatura ambiente. Foram
adicionados 3,11 pL de DTT (5 mM), com incubacdo em temperatura ambiente durante 15
minutos. As amostras entdo foram diluidas em 1/5 de bicarbonato de amonio (50 mM),
seguida pela adi¢cdo de 18,68 uLL de CaCl, (1 mM). Preparou-se uma solugdo de tripsina 20 ng
uL™! (preparado em NH,HCO; 50 mM, a -20 °C) para a digestdo enzimatica em uma proporgao
de 1:50 (enzima:substrato). As amostras foram incubadas a 37°C, por 16 horas. Apos esse
periodo foi adicionado acido trifluoacético (TFA) preparado em dgua milliQ, na concentracao

final de 0,4 % do volume das amostras para interromper a reagdo enzimatica.

2.2.4 Dessalinizagdo das amostras

Para a dessalinizagdo das amostras foram utilizadas colunas Sep-Pak (Oasis) C18 de 1
mL de capacidade e 50 mg de fase solida. As colunas foram ativadas com 3 mL de acetonitrila
(ACN, 100 %), logo apds foi equilibrada com 1 mL de ACN 50 % contendo 0,1 % de acido
formico, e 3 mL de acido trifluoacético a 0,1 %. As colunas foram carregadas individualmente
com as amostras e lavadas com 3 mL de acido trifluoacético a 0,1 %, sendo equilibradas
depois com 1 mL de &cido férmico a 0,1 %. A eluigdo foi realizada em 2 mL e ] mL de ACN a
50 % e 80 %, respectivamente, contendo 0,1 % de 4cido formico. Por fim as amostras foram

secas em concentrador a vacuo e ressuspendidas em 50 pL de formiato de amoénio (10 mM).

2.2.5 Fracionamento das proteinas (2D-UPLC-MSF)

Foram digeridos 50 pg de peptideos que foram injetados no cromatografo Nano Acquity
UPLC (Waters), configurado para um fracionamento em duas dimensdes. Para a primeira
dimensio utilizou-se uma coluna analitica de SpumXBridge™BEH130 C18 (300 um x 50 mm)
em um fluxo de 2 pL por minuto. Na segunda dimensao utilizou-se uma coluna trap C18,5
um (180 wm x 20 mm) e uma coluna analitica 1.7 um BEH130™ C18 1.8 um (100 pm x 100
mm) em um fluxo de 400 nL.min-1. Amostras foram separadas em 5 fragdes a partir de um
gradiente de 10.8, 14.0, 16.7, 20.4 e 65.0 % de acetonitrila.

O cromatdgrafo foi acoplado diretamente a um espectrometro de massas ESI-Q-ToF

Synapt G2S (Waters) operando em modo positivo, e fragmentagdo continua (MSF) com a
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energia de colisdo oscilando entre 5 a 40 eV. Foram adquiridos espectros de massas dentro da

faixa de 50 a 1200 Da, com scan de 0,5 segundos e intervalo entre scans de 0,1 segundos. A
largura do pico e resolug@o dos espectros de massas foram configurados no modo automatico.
O peptideo (lockmass) [Glu-1]-fibrinopeptideo, de massa 785.4827 Da e cargas +2, foi

utilizado como referéncia e lido a cada 30 segundos (segundo configuragdes do lockmass

spray).

2.2.6 Bioinformatica e estatistica

Os dados brutos foram processados no programa Proteinlynx Global Server (PLGS)
3.0.2, utilizando uma base de dados da subfamilia Byttnerioideae, pertencente a familia das
Malvaceae, mesma familia do cupuaguzeiro, por ser o proteoma conhecido mais préximo para
comparacao. A validacao dos resultados e quantificagao relativa foram realizadas no programa
Scaffold 4 (Proteome Software).

A identificacdo das proteinas somente era aceita se a probabilidade de identificacao
dos peptideos fosse > 90%, calculada pelo algoritimo Peptide Prophet e as proteinas com
95%, segundo Protein Prophet (NESVIZHSKII et al., 2003). O teste de permutacdo foi
aplicado considerando p < 0.05. Consideramos para este trabalho proteinas mais abundantes
as de valores de log, fold change p > 0,5, e proteinas menos abundantes as de valores de log,
fold change p < -0,5. Também foram destacadas somente proteinas identificadas em, pelo
menos, duas das trés replicatas analisadas para cada condigao.

Na andlise protedmica foram comparados os proteomas de raizes de plantas de duas
progénies de cupuaguzeiros: progénie 57, possivelmente mais tolerante; e progénie 1074, mais
sensivel ao déficit hidrico (DH). As plantas foram submetidas ao deficit hidrico visando
identificar quais proteinas foram mais ou menos acumuladas pelas progénies durante a
inducao do estresse.

Foram realizadas 3 comparagdes de perfis proteicos em resposta ao deficit hidrico,
primeiramente comparando as mesmas progénies entre si sob tratamentos diferentes
(57DHx57C e 1074DHx1074C), depois comparamos os perfis das duas progénies quando
submetidas ao deficit (1074DH x 57DH), com objetivo de avaliar, por meio de comparacao de
trabalhos semelhantes, as proteinas envolvidas na promocdo da tolerdncia da planta. A

anotacdo funcional das proteinas foi realizada no programa Blast2GO versao 5.1 (Biobam). O
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heatmap foi produzido no site http://www?2.heatmappper.ca/expression/, onde foram utilizadas

as especificagdes basicas Scale Type: None, Clustering Method: Complete Linkage e Distance

Measurement Method: Euclidean.

2.3. Resultados

2.3.1. Acumulo de proteinas

As anélises por 2D-UPLC/MSF identificaram um total de 523 proteinas em raizes de
Theobroma grandiflorum. Houve diferenca no acimulo de proteinas tanto na comparacao
entre plantas controle e tratamento da mesma progénie, bem como comparando as duas
progénies sob deficit hidrico.

Na comparagdo entre os tratamentos da progénie 57 (57DHx57C) das 172 proteinas
identificadas, 14 foram identificadas somente em plantas controle, enquanto 78 foram
identificadas somente em plantas sob deficit hidrico e 80 ocorreram nas duas condig¢des
(Figura 2a). Na comparacao da progénie 1074 (1074DHx1074C), do total das 62 proteinas
identificadas, 36 foram identificadas somente em plantas controle, enquanto 11 foram
identificadas somente em plantas sob deficit hidrico e 15 foram identificadas nas duas
condi¢des (Figura 2b). Na comparacdo entre as duas progénies sob deficit hidrico
(1074DHx57DH), foram identificadas 199 proteinas no total, onde 98 foram identificadas
somente na progénie 57 sob deficit hidrico (57DH), 101 proteinas identificadas nas duas
progénies e nenhuma proteina foi identificada somente nas plantas da progénie 1074 sob

deficit hidrico (1074DH) (Figura 2c).
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Figura 2 - Diagramas de Venn das proteinas identificadas em raizes de Theobroma grandiflorum na comparagio
entre plantas controle e sob deficit hidrico das progénies 57 (A) e 1074 (B) ¢ na comparacdo entre as duas

progénies sob deficit hidrico (C).

(A)
Progénie 57

Controle Deficit hidrico

(B)
Progénie 1074

Controle Deficit hidrico

©)
1074DHx 57DH
1074DH 57DH

Fonte: A autora, 2018.



28
2.3.2 Acumulo diferencial de proteinas

Diversas proteinas foram diferencialmente acumuladas comparando as progénies 57DH
e 1074DH com seus respectivos controles e na comparagao entre as duas progénies sob deficit
hidrico (Figura 3). Na progénie 57, 122 proteinas foram mais acumuladas, enquanto 50
proteinas foram identificadas em menores niveis. Na progénie 1074, 21 proteinas foram mais
acumuladas, enquanto 41 apresentaram menor acumulo. Na comparacao 1074DHx57DH, 152
proteinas foram mais acumuladas e 47 proteinas foram menos acumuladas na 57DH em

relacao a 1074DH.

Figura 3 - Numero de proteinas mais ou menos acumuladas na progénie 57 e 1074 sob deficit hidrico

comparando com 0s seus respectivos controles e na comparagdo 1074DHx57DH.

160
140
120
100

g0 B Menos acumuladas

B M\ais acumuladas

L=l

57DH 1074DH 1074DH x 57DH
Fonte: A autora, 2018.

2.3.3. Anotagdo funcional das proteinas

Considerando a importancia das diversas proteinas que foram mais acumuladas na
57DH em comparagao a 1074DH, optou-se por um maior destaque as proteinas identificadas
nesta comparacdo. Assim, foi realizada a anotacdo funcional dessas proteinas, possibilitando
atribui-las a um ou mais processos biologicos, sendo classificadas em nove categorias (Figura
4). As proteinas foram anotadas em processo metabolico (75,73%), processo celular

(61,17%), resposta a estimulos (12,62%), localizacdo (10,68%), componentes de organizacao
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celular (8,74%), regulagdo bioldgica (6,8%), sinalizagdo (3,88%), regulacdo de processos

bioldgicos (3,88%) e processos de desenvolvimento (3,88%) (Figura 4).

Figura 4 - Classificacdo funcional das proteinas identificadas em raizes de cupuaguzeiro mais acumuladas na

progénie 57 na comparacdo 1074DHx57DH.

3,88%
r 3,88%
0,
— 3.88%

N Processo metabdlico
M Processo celular
B Resposta a estimulo
M Localizagdo
Compoenentes de organizagdo celular
Regulagdo bioldgica
N Sinalizagdo
Regulagdo de processos biologicos
N Processos de desenvolvimento

Fonte: A autora, 2018.

Entre as proteinas mais acumuladas na 57DH em comparacdao a 1074DH, destacam-se
as relacionadas a resposta a estresse, principalmente aquelas que podem estar envolvidas na
resposta ao deficit hidrico, e proteinas envolvidas no metabolismo energético devido a
importancia deste metabolismo primério para a sobrevivéncia de plantas em condigdes

adversas.
2.3.3.1 Resposta a estresse
Foram identificadas 15 proteinas associadas a resposta a estresse diferencialmente

acumuladas na comparacdo 1074DH x 57DH. Treze proteinas foram mais acumuladas nas

plantas 57DH, sendo que nove foram identificadas somente nesse tratamento. Dentre as
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proteinas destaca-se a abscisic stress-ripening protein 3-like. Outras oito proteinas

relacionadas a resposta a estresse também foram mais acumuladas na 57DH, enquanto quatro
proteinas apresentaram aumento sutil. Outras duas proteinas foram menos acumuladas nas

plantas 57DH (Tabela 2).



Tabela 2 - Proteinas diferencialmente abundantes relacionadas direta ou indiretamente a resposta a estresse em raizes de cupuaguzeiros da progénie 57 em relacdo a progénie 1074

submetidas ao deficit hidrico.

Proteinas Nimero de Acesso Espécie PM Intensidade Normalizada
(kDa) 1074DH x 57DH

Abscisic stress-ripening protein 3-like XP_021284668.1 Herrania umbratica 15 S7DH*
Acidic endochitinase-like XP 021280017.1 Herrania umbratica 33 57DH*
Cinnamyl alcohol dehydrogenase 1 EO0X98363.1 Theobroma cacao 39 S7TDH*
DNA repair RADS2-like protein 1, mitochondrial isoform X1 XP_021300046.1 Herrania umbratica 19 S7TDH*
Ribosomal protein S3 family protein EOY30307.1 Theobroma cacao 26 57DH
Temperature-induced lipocalin-1 XP 021276354.1 Herrania umbratica 21 S7DH*
Glutathione S-transferase EOY33033.1 Theobroma cacao 24 57DH
Chaperonin 60 subunit beta 3, chloroplastic XP_021278997.1 Herrania umbratica 64 57DH*
Peroxidase 72 XP_021273907.1 Herrania umbratica 37 S7TDH*
Endochitinase 1 XP_021285794.1 Herrania umbratica 35 1,98
Peroxidase 15-like XP 021278022.1 Herrania umbratica 39 1,16
Xylose isomerase XP_017984836.1 Theobroma cacao 54 0,73

Heat shock cognate protein 80 XP 021288832.1 Herrania umbratica 80 0,59
Peroxidase 68 EOY34663.1 Theobroma cacao 63 -2,87
Osmotin 34 EOY24666.1 Theobroma cacao 26 -0,72

PM= Peso Molecular. *Significante para p<0,05. 57DH= Proteina identificada somente na planta da progénie 57 sob deficit hidrico.

Fonte: A autora, 2018.
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2.3.3.2 Metabolismo energético.

Foram identificadas 21 proteinas associadas ao metabolismo energético
diferencialmente acumuladas na comparagao 1074DH x 57DH

Treze proteinas foram mais acumuladas nas plantas 57DH comparadas a 1074DH,
sendo oito delas identificadas somente na 57DH. Em contrapartida, oito diminuiram seu

acumulo nas plantas 57DH, conforme pode ser visualizado na Tabela 3.



Tabela 3 - Proteinas diferencialmente abundantes relacionadas direta ou indiretamente ao metabolismo energético em raizes de cupuaguzeiros da progénie 57 em relacdo a progénie

1074 submetidas ao deficit hidrico.

Proteinas Nimero de Acesso Espécie PM Intensidade Normalizada
(kDa) 1074DH x 57DH
Aspartic proteinase XP_007020768.2 Theobroma cacao 56 S7DH*
Alpha-mannosidase At5g13980 XP_021298038.1 Herrania umbratica 115 S7TDH*
Two pore calcium channel protein 1 isoform X1 XP_021287884.1 Herrania umbratica 85 S7DH*
Farnesylcysteine lyase XP_021273675.1 Herrania umbratica 56 S7TDH*
Sucrose synthase XP_021276144.1 Herrania umbratica 98 57DH*
Reversibly glycosylated polypeptide 3 EOY22128.1 Theobroma cacao 41 S7TDH*
UDP-arabinopyranose mutase 1 XP_021296386.1 Herrania umbratica 41 S7TDH*
Plastidial pyruvate kinase 2 XP_021275021.1 Herrania umbratica 64 57DH*
Lactate/malate dehydrogenase family protein EOY13192.1 Theobroma cacao 35 2,48
2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase XP_021290136.1 Herrania umbratica 61 1,79
Hexokinase-1-like XP 021277695.1 Herrania umbratica 54 1,42
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2, cytosolic XP_021298931.1 Herrania umbratica 37 1,2
Pyruvate kinase, cytosolic isozyme XP_021298468.1 Herrania umbratica 55 0,79
Aspartic proteinase Al-like XP_021274894.1 Herrania umbratica 55 -6,51
Pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase subunit alpha XP_021283977.1 Herrania umbratica 67 -5,38
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPCP1, chloroplastic XP_021299446.1 Herrania umbratica 45 -3,29
Phosphoglucomutase, cytoplasmic XP_007045214.2 Theobroma cacao 63 -2,18
Triosephosphate isomerase, cytosolic XP 021295575.1 Herrania umbratica 27 -0,95
Enolase XP_021286172.1 Herrania umbratica 48 -0,85
Farnesyl pyrophosphate synthase 1 XP_021294176.1 Herrania umbratica 40 -0,7
Fructokinase-6, chloroplastic XP_021296708.1 Herrania umbratica 41 -0,55

PM= Peso Molecular. *Significante para p<0,05. 57DH= Proteina identificada somente na planta da progénie 57 sob deficit hidrico.

Fonte: A autora, 2018.
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Foram produzidos mapas de calor (heatmaps) para melhor visualizar o acumulo

diferencial com base nas intensidades identificadas das trés replicatas de cada condig¢do
(Figura 5). As cores do mapa de calor correspondem aos niveis de intensidade das proteinas
em uma escala de cores. Proteinas mais acumuladas s3o indicadas no gradiente de cor em tons
azuis escuro, e proteinas menos acumuladas em uma dada condicdo sdo indicadas no
gradiente em tons de cor azul-claro. A coloracdo preta indica proteinas ndo detectadas. Neste
contexto foram destacadas proteinas relacionadas a resposta a estresse (A) e proteinas
envolvidas no metabolismo energético (B) apresentadas nas tabelas 2 e 3, incluindo proteinas

identificadas em 57C, 57DH, 1074C ¢ 1074 DH.

Figura 5 — Agrupamento hierarquico de proteinas com actimulo diferencial em raizes de cupuacuzeiros sob
deficit hidrico. (a) Proteinas relacionadas a resposta a estresse. (b) Proteinas envolvidas no metabolismo
energético. Foram analisadas trés replicatas técnicas para cada condi¢do (controle-C e deficit hidrico-DH das

progénies 57 e 1074).
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Foi possivel observar que tanto as proteinas de resposta a estresse quanto as envolvidas
no metabolismo energético foram mais acumuladas na progénie 57, sendo que o maior
acimulo de algumas dessas proteinas ocorreu em 57DH. Proteinas relacionadas a resposta a
estresses como a Glutatione S-transferase, abiscisic stress-ripening protein 3-like, acidic
endochitinase-like e temperature-induced lipocalin-1 foram identificadas principalmente em
57DH, enquanto outras proteinas foram identificadas em mais de uma replicata desta progénie
mesmo sem estar sob déficit hidrico. Da mesma forma, diversas proteinas observadas na
figura 5B, relacionadas ao metabolismo energético, foram mais acumuladas na progénie 57C
e 57DH, sendo as proteinas plastidial pyruvate kinase 2, UDP-arabinopyranose mutase 1,
reversibly glycosylated polypeptide 3 e two pore calcium channel protein 1 isoform X1

identificadas somente em 57DH.
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2.4. Discussao

A seca ¢ um fator que limita a produtividade das culturas em todo o mundo e o cultivo
de espécies vegetais que apresentem maior resisténcia a esse estresse ¢ fundamental para a
estabilidade dos niveis de produtividade (BAJJI et al., 2001). No entanto, a triagem de
cultivares resistentes a seca para garantir boa produtividade tem sido uma tarefa longa e
tediosa que, sem duvida, seria acelerada se as caracteristicas certamente relacionadas ao
estresse hidrico fossem identificadas (BAJJI et al., 2001)

As primeiras espécies vegetais estudadas utilizando protedmica foram milho (Zea mays)
(TOUZET et al., 1996) e Arabidopsis thaliana (SAHNOUN et al., 2000), tendo como objetivo
compreender fungdes e interagdes das proteinas entre si e com outras moléculas durante o
crescimento e diferenciacao celular, bem como suas modifica¢cdes para que se adequem as

necessidades do crescimento e desenvolvimento programados (JORRIN-NOVO, 2015).

2.4.1 Proteinas de resposta a estresse

Proteinas relacionadas a resposta a estresses foram mais acumuladas na progénie 57 que
na progénie 1074, podendo este resultado estar relacionado com a maior resisténcia da
progénie 57 sob deficit hidrico observada neste experimento. Plantas que apresentaram um
fenotipo mais sensivel sob deficit hidrico (1074) podem ter apresentado degradagdo ou perda
de fungdes de tais proteinas nessas condigdes, enquanto plantas da progénie 57 demonstraram
uma resposta mais eficiente. Em um estudo realizado por Bastos (2017), foram avaliadas as
respostas fisiologicas e taxas de sobrevivéncia de varias progé€nies de cupuaguzeiros
submetidas ao deficit hidrico, incluindo as progénies 57 e 1074, onde a progénie 57
apresentou menor susceptibilidade aos efeitos negativos do estresse para a maioria dos
parametros morfofisiologicos estudados. Por outro lado, a progénie 1074 apresentou menor
desempenho geral para as taxas de crescimento e severas redugdes nas respostas fisiologicas e
taxa de sobrevivéncia.

Em nosso estudo, na progénie 57 a abscisic stress-ripening protein 3-like (ASR) foi a
proteina mais acumuladas em condi¢do de deficit hidrico (DH). Alguns trabalhos sugerem que
a proteina ASR estd envolvida na expressdo de genes responsaveis pelo metabolismo de

acucares e na via de sinalizacdo do ABA (CAKIR et al., 2003; YANG et al., 2005; FRANKEL
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et al., 2007). Plantas submetidas ao deficit hidrico produzem altos niveis de ABA na raiz,

sendo esse transportado via xilema para a parte aérea para atuar como sinalizador
promovendo o fechamento estomadtico, evitando assim a perda de agua por transpiracao
(LIVINE & VAADIA, 1972). Portanto ha uma relagao entre ASR e ABA que estdao envolvidos
na capacidade de sobrevivéncia da planta em condi¢des de deficit hidrico. No entanto, ha
relatos de alguns genes da ASR nao responsivos ao ABA (VIRLOUVET et al., 2011). As
proteinas ASRs podem possuir a fun¢do de protetoras de outras proteinas devido ao seu baixo
peso molecular e a alta hidrofobicidade, fungdo semelhante a das proteinas abundantes da
embriogénese tardia (LEA), e a localizagdo nuclear das ASRs e sua interacao direta com o
DNA sugerem que essas proteinas podem atuar como reguladoras transcricionais (MASKIN
et al., 2001; WANG et al., 2003; CARRARI et al., 2004). Pérez-Diaz et al. (2013) mostraram,
em trabalhos com arroz, que os genes OsASR podem ter uma fungdo particular em tecidos
especificos com a atividade de fonte, muito provavelmente para o transporte de acucares.

A proteina chaperonin 60 subunit beta 3, chloroplastic, também foi identificada com
acumulo superior em plantas da 57DH. As chaperoninas do tipo I funcionam como uma
excelente maquinaria de processamento protéico, conhecidas como GroEL-GroES em E. coli,
chaperoninas 60-10 (Cpn60 at¢ Cpnl0) em cloroplastos, ¢ Heat shock protein 6010 (HSP60-
HSP10) nas mitocondrias (GRUBER et al., 2013). As chaperoninas sdo proteinas que ajudam
no dobramento correto da estrutura tridimensional durante a sintese de outras proteinas (LEE
e TSAI, 2005). Estudos ja demonstraram que a inibicdo da fotossintese pelo estresse térmico
moderado ¢ uma consequéncia da desativacdo da rubisco, em parte causada pela instabilidade
térmica da rubisco ativase (MEDRANO et al, 1997). No trabalho realizado por Salvucci,
(2008) plantas transgénicas de Arabidopsis continham uma forma modificada de rubisco
ativase que potencializavam a sua afinidade com proteinas que interagiam com a rubisco
ativase durante o estresse térmico. Umas dessas proteinas de interacao foi identificada como
sendo a subunidade b da chaperonina-60 (cpn60b), que se liga a rubisco ativase em plantas
submetidas ao estresse por altas temperaturas. O papel das chaperoninas relacionado a
resposta ao estresse por deficit hidrico foi documentado em estudos anteriores com plantas de
trigo submetidas a seca (DEMIREVSKA et al., 2008a, b). Esses resultados sustentam a ideia
de que as chaperoninas sdo necessarias nao s6 por seu papel na atividade da rubisco, mas
também em tecidos vegetais durante o deficit hidrico, seu acimulo se d4 por mudangas no

metabolismo da planta para proteger as células por meio da manutencdo da homeostase
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celular e da correta conformagao de proteinas afetadas pela seca.

As Heat Shock Proteins (HSPs) sdao chaperonas divididas de acordo com homologia e
peso molecular e estdo localizadas em compartimentos subcelulares como reticulo
endoplasmatico, citossol, mitocondrias e plastideos (SUNG e GUY, 2003). Foi encontrada
uma HSPs, heat shock cognate protein 80, mais acumulada em plantas 57DH relacionada a
resposta ao estresse. As HSPs sdo descritas como um grupo de proteinas que sdo induzidas em
condi¢des de estresse com a fungdo de protecao e reparo dos danos (LIU et al., 2007; SU e LI,
2008; SATO e YOKOYA, 2008). Foi descoberto que HSPs também podem substituir a fun¢ao
estabilizadora das desidrinas durante uma combinagdo de deficit hidrico e choque térmico,
fazendo com que essas ndo sejam mais necessarias para a prote¢do celular relacionada a seca
(RIZHSKY et al., 2002). A indug¢do de HSPs foi relatada tanto em plantas cultivadas em
laboratério quanto em campo quando submetidas ao estresse hidrico (PRASAD, 1997,
AUGUSTINE et al., 2015a). Em Erianthus arundinaceus, uma planta altamente tolerante a
seca, a HSP70 foi expressa sete vezes mais sob condi¢des de deficit hidrico em comparagdo
com as plantas irrigadas (AUGUSTINE et al, 2015b), mostrando que o acimulo diferencial
desta proteina estd relacionada com a manuten¢do da homeostase celular sob condigdes de
deficit hidrico.

Plantas 57DH acumularam mais proteinas que concedem tolerancia a estresse bidtico e
abidtico, como a acidic endochitinase-like e endochitinase 1. Esta proteina esta relacionada a
defesa contra patdégenos, porém, em um estudo com tomates (KUMAR, 2016) foi
demonstrado que a quitinase em conjunto com a osmotina de alguma forma, sdo capazes de
proteger a atividade da clorofila e PSII sob condigdes de estresse bidtico e abidtico. Também
foi relatado no mesmo trabalho que a quitina interage com a fosfofrutoquinase 2, uma enzima
envolvida na glicolise, desempenhando um papel na melhoria da biomassa das raizes e como
a interacdo entre os genes da osmotina e quitina se torna muito interessante para aplicagdo em
programas de melhoramento de culturas. No presente trabalho a osmotin 34 foi menos
acumulada nas plantas 57DH, mas estava presente, mostrando que essa interacdo pode ter
ocorrido e contribuido na promogao de tolerancia ao deficit hidrico.

Plantas 57DH acumularam a proteina xylose isomerase. Em um trabalho realizado com
plantas de arroz submetidas ao deficit hidrico, Yang et al (2006) relataram que a xilose
isomerase ¢ o gene X7TH codificaram duas enzimas codificadoras de xiloglucano, e que a

biossintese do xiloglucano regulado nos estdgios iniciais apos a aplicacdo do estresse
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desempenhou um papel no alongamento das raizes contribuindo com a manutengdo do

crescimento radicular sob estresse.

A proteina cinnamyl alcohol dehydrogenase I foi mais acumulada em plantas 57DH, e a
cinamil &lcool desidrogenase ¢ uma enzima chave na sintese de lignina.

A lignina ¢ um polimero altamente ramificado de compostos fenilpropandides, depois
da celulose, a lignina ¢ o segundo composto organico mais abundante nas plantas,
representando aproximadamente 30% do carbono organico na biosfera (BOERJAN et al.,
2003). O metabolismo da lignina desempenha um papel importante no crescimento e
desenvolvimento das plantas. Como um polimero fendlico complexo, a lignina aumenta a
rigidez da parede celular, as propriedades hidrofobicas e promove o transporte de minerais
através dos feixes vasculares na planta. Além disso, a lignina ¢ uma barreira importante que
protege contra pragas e patégenos. O metabolismo da lignina também pode ser relacionado a
promocao de resisténcia das plantas em resposta a varios estresses ambientais (LIU et al.,
2018).

Células vegetais estdo sujeitas a altos niveis de danos no DNA, como a quebra de
cadeias simples e duplas (DSBs) resultantes de varios tipos de estresses, entre eles o de deficit
hidrico. Assim, para manter a estabilidade do genoma, os DSBs sdo reparados por dois
mecanismos fundamentais: a recombina¢do homologa (RH) e a via de jun¢do ndo homoéloga
(NHEJ). A via da RH ¢ mediada por proteinas de grupos de epistasia como o RAD52 (ROY,
2014). Em nosso trabalho a proteina DNA repair RADS2-like protein 1, mithocondrial
isoform X1 foi mais acumulada em plantas 57DH, possivelmente por essas plantas estarem
apresentando uma maior atividade de reparo de danos no seu DNA causado pelo deficit
hidrico.

A proteina ribosomal protein S3 family protein foi acumulada em maior nivel na planta
57DH. As proteinas ribossomicas (RPs) sao conhecidas por seus papéis universais, por formar
e dar estabilidade ao complexo ribossomal e na mediagdo da sintese de proteinas. Os genes
RPs s3o regulados de diferentes maneiras por fatores ambientais, tanto abidticos como
bioticos, que afetam diretamente o crescimento das plantas e a regulacdo transcricional dos
genes RP e, em ultima instancia, a biogé€nese do ribossomo (MOIN, 2017).

A proteina temperature-induced lipocalin-1 também apresentou maior acimulo nas
plantas 57DH. As lipocalinas induzidas pela temperatura (TIL) sdo proteinas localizadas no

plasma e respondem a estresses ambientais. He et al. (2015) em um trabalho com tabaco
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avaliaram a superexpressao do gene das TIL em resposta a diversos estresses, como seca,

salinidade, congelamento, resfriamento e estresse oxidativo, porém as plantas que
superexpressaram as TIL responderam positivamente ao estresse por altas temperaturas, mas
nado responderam a desidratagdo e salinidade.

Glutationa S-transferases sao uma familia de enzimas de desintoxicacdo bem
caracterizada envolvida na tolerdncia ao estresse, que atua catalisando a conjugacdo da
glutationa reduzida (GSH) a substratos eletrofilicos (XU et al., 2015). A glutationa S-
transferase (GST) ¢ estimulada por varios estresses, como infec¢do por patégenos, aplicagdo
de herbicidas, peroxido de hidrogénio, o0zdnio, acido 2,4-diclorofenoxi-acético, metais
pesados, seca, senescéncia, danos fisicos, hipdxia, e salinidade. Nas plantas, a expressdo de
GST ¢ induzida por fitormdnios, como 4acido salicilico, etileno, citocinina, auxina, 4cido
abscisico, metil jasmonato e brassinoesterdide (CHEN et al., 2012). A proteina glutathione S-
transferase foi mais acumulada em plantas 57DH em comparacdo a plantas 1074 DH.

O sistema antioxidante protetor consiste em substancias de alto e baixo peso molecular.
As enzimas peroxidases sdo de alto peso molecular, capazes de eliminar o peroxido de
hidrogénio (H,O,) formado durante a dismutacdo enzimatica ou ndo enzimatica
(CAVALCANTT et al., 2004). As plantas 57DH acumularam em maiores niveis duas
peroxidases, peroxidase 72 e peroxidase 15-like e diminuiram o acumulo da proteina
peroxidase 68 em comparagdo as plantas 1074DH. Csiszar et al. (2011) avaliaram o impacto
do estresse osmotico no crescimento radicular e no teor relativo de agua de duas cultivares de
milho por meio do acumulo e atividade de peroxidases, foram observados aumentos na
atividade da peroxidase correlacionada com as respostas a niveis de H,O, na cultivar tolerante
e aumento da peroxidase ligada a parede celular na cultivar sensivel, concluindo-se que essas

mudangas sdo partes da estratégia de adaptagdo a longo prazo das plantas.

2.4.2 Proteinas do metabolismo energético

Para um melhor entendimento das vias metabolicas que sdo ativadas em raizes de
cupuaguzeiros sob deficit hidrico foi feita uma andlise pelo programa Blast2GO das proteinas
identificadas que foram diferencialmente acumuladas e acrescidas de outras proteinas
consideradas importantes segunda a literatura relacionadas ao metabolismo energético.

Duas formas de proteinase aspartica foram encontradas na comparagdo 1074DH x
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57DH, sendo a proteina aspartic proteinase identificada somente na planta 57DH e a aspartic

proteinase Al-like mais acumulada nas plantas 1074DH. As proteases asparticas (APs) sdo
uma subfamilia de enzimas proteoliticas que possuem dois aspartatos altamente conservados
para a catalise dos seus substratos pepitidicos (SZECSI, 1992). APs de plantas estdo
relacionadas com o processamento de proteinas e/ou degradacdo em diferentes orgdos da
planta. Acredita-se que elas desempenham um papel na senescéncia da planta, respostas ao
estresse, morte celular programada e reproducao (SIMOES e FARO, 2004). Em contraste com
as APs de origem animal e microbiana, existem poucos estudos sobre as APs de plantas
relatando suas fungdes bioquimicas e fisiologicas (PRASAD et al., 2010). Além disso, a
maioria das analises em APs de plantas foram realizadas em espécies modelo, como
Arabidopsis (FARO e GAL, 2007; XIA et al., 2004), pouco se tem documentado sobre a
atividade das APs em espécies arboreas como o cupuaguzeiro. Wang et al. (2016)
descreveram um aumento no acimulo de proteases em resposta ao deficit hidrico em plantas,
entre elas a proteinase aspartica em milho. Yao et al. (2011) em um trabalho com Arabidopsis
descreveram um gene que codifica um tipo de proteinase aspartica podendo ser funcional na
resisténcia da planta a seca por meio da sinalizagdo do ABA. Logo, o acimulo da proteinase
aspartica na progénie 57 e a dimunuicdo do seu acumulo na progénie 1074 pode estar
relacionado a resposta dependente de ABA e a tolerancia ao deficit hidrico.

Outra proteina mais acumulada em plantas 57DH foi a alpha-mannosidase At5g13980.
Kenefick et al. (2018) em um estudo com cultivares de trigo tolerantes e sensiveis ao frio
submetidas ao deficit hidrico, relataram um actimulo da proteina alfa-manosidase nas duas
cultivares, tanto no grupo controle quanto no grupo sob estresse.

A proteina two pore calcium channel protein 1 isoform X1 (TPC1) também apresentou
maior acimulo em plantas 57DH em comparacao a plantas 1074DH. As plantas utilizam o ion
calcio (Ca* ") como mensageiro na regula¢io do desenvolvimento e respostas a estimulos
ambientais, € o fluxo desse fon ocorre por canais especificos como o canal de Ca*" de dois
poros localizados no vacuolo (ZHENG et al., 2017). Behringer et al. (2015), em um estudo de
revisdo, relatou que em Arabidopsis e arroz, o gene da proteina TPC1 € conhecido por ser
expresso em varios tecidos, também foi identificado um gene homoélogo de TPC1 que foi
induzido em trigo (triticum aestivum) em resposta a alta salinidade, polietilenoglicol, baixa
temperatura e tratamento com acido abscisico, foi relatado um papel importante da TPC1 no

fechamento estomatico e na resposta ao estresse abidtico.
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Os principais produtos das plantas sdo agucares, e os acucares glicose e frutose sao as

matérias-prima para a maioria das vias metabodlicas, mas para serem metabolizadas, glicose e
frutose devem primeiro ser fosforiladas. Em plantas, apenas duas familias de enzimas sdo
capazes de catalisar a fosforilacdo irreversivel essencial de glicose e frutose: hexoquinases e
frutocinases (GRANOT et al., 2014). A proteina hexoquinase-1-like foi mais acumulada nas
plantas 57DH e a proteina fructokinase-6, chloroplastic foi mais acumulada nas plantas
1074DH. Acucares soluveis elevados reprimem a expressdo de genes associados a
fotossintese, em um processo em que as hexoquinases estdo envolvidas na deteccdo desses
acucares (SMEEKENS, 1998). Um efeito importante da alta expressdo da hexoquinase
(HXK) ¢ a senescéncia acelerada (QUIRINO et al., 2000). Ao contrario da HXK, ndo ha
evidéncias at¢é o momento no envolvimento da frutocinase (FRK) na detec¢do de agtcar,
porém, FRKs especificas podem atuar no controle da quantidade de agtcares alocada para o
desenvolvimento dos tecidos vasculares. Assim, FRKs atuam em processos de
desenvolvimento de longo prazo que sdo importantes para o transporte de agucar, agua e
minerais (GRANOT et al., 2014). Em um estudo com girassol (Helianthus annuus), uma FRK
plastidica foi regulada em conjunto com outras proteinas relacionadas ao metabolismo do
carbono, em resposta ao estresse hidrico (FULDA et al., 2011), em um estudo com arroz
(Oryza sativa), duas FRKs foram reguladas diferencialmente sob condi¢des anodxicas, a
expressdao do gene OsFK2 aumentou, enquanto a expressdo do gene OsFK/ diminui sob
condi¢des de baixo oxigénio (GUGLIELMINETTI et al., 2006).

A proteina sucrose synthase foi identificada somente em plantas 57DH. A sacarose
sintetase (SUS) ¢ uma das principais enzimas envolvidas na sintese de sacarose,
principalmente em tecidos que ndo realizam fotossintese. Esta enzima catalisa a conversao
reversivel de sacarose e glicose com difosfato de uridina (UDP) em UDP-glicose (UDP-G) e
frutose (FU e PARK, 1995). A UDP-G pode ser utilizada para a sintese de celulose e paredes
celulares, enquanto que a frutose fosforilada pode ser utilizada para produ¢do de energia ou
alimentada a outras vias metabolicas. A atividade da SUS pode ser inibida pela concentragio
do seu produto, a frutose, quando essa concentracdo excede 1 mM (SCHAFFER e
PETREIKOV, 1997). A SUS foi acumulada em raizes de milho e arroz submetidas ao estresse
osmoticos e deficiéncia de O, (DEJARDIN et al., 1999). Como a atividade da SUS nio ¢
inibida pela frutose-6-fosfato (F6P), que ¢ o produto da FRK (MORELL e COPELAND,

1985; MATIC et al., 2004), a diminui¢do da concentracdo de frutose em consequéncia da sua
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fosforilagdo pela FRK, pode ser necessaria para direcionar a clivagem da sacarose pela SUS

para promover o metabolismo e desenvolvimento vascular (GERMAN et al.,, 2003;
DAMARI-WEISSLER et al., 2009). Em um estudo com a variedade de trigo Kauz, Jiang et
al. (2012) afirmam que um maior acumulo de sintetase da sacarose em conjunto com niveis
conservados de ADP-glicose pirofosforilase resulta em maior sintese de amido, mesmo sob
condi¢des de seca, indicando que estas enzimas estdo fortemente associadas a maior
resisténcia dessa variedade de milho ao deficit hidrico.

A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) catalisa a conversdo do
gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bisfosfoglicerato na via glicolitica, produzindo energia e
fornecendo intermediarios para o metabolismo celular (PLAXTON, 1996). A proteina
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2, cytosolic apresentou um maior acumulo em
plantas 57DH, ja a proteina glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPCPI,
chloroplastic diminuiu seu acumulo em plantas 57DH. Kamal et al. (2012) mostraram a
diminui¢do no actimulo de trés isoformas de GAPDH em cloroplastos de plantulas de trigo.
No estudo de Ye et al. (2016) com gramideas Bermudagrass (Cynodon dactylon) tolerantes a
salinidade e deficit hidrico o acumulo de GAPDH aumentou pelo estresse salino imposto, mas
diminuiu pela seca. Nesse contexto, ainda nao se pode afirmar sobre a possibilidade da
GAPDH e dos niveis desta proteina identificados neste estudo estarem relacionadas & maior
resisténcia ao deficit hidrico.

A piruvato quinase catalisa a etapa final da glicolise, convertendo ADP e
fosfoenolpiruvato (PEP) em ATP e piruvato (BOYLE, 2005). Durante o estresse hidrico, a
glicolise ¢ reduzida em conjunto com a atividade da piruvato quinase (ATKIN &
MACHEREL, 2009). Um estudo com variedades brasileiras de cana-de-agucar, tolerantes e
sensiveis a seca, identificou um transcrito (¢DNA) de piruvato quinase, o qual foi expresso
seis vezes mais em folhas de plantas sob deficit hidrico quando comparadas as plantas
controle. Segundo os autores (RODRIGUES et al., 2009), a piruvato quinase foi essencial na
regulagdo da glicolise. No presente trabalho a proteina piruvato quinase foi mais acumulada
nas plantas 57DH sob duas formas, plastidial pyruvate kinase 2 e pyruvate kinase, cytosolic
isozyme, podendo indicar que esta proteina seja fundamental a nivel de metabolismo primério
a maior tolerancia dessa progénie.

A proteina lactate/malate dehydrogenase family protein, mais acumulada em plantas

57DH, é uma enzima que catalisa a conversdo de lactato em piruvato, o ultimo passo na
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glicolise anaerobica (READ et al.,, 2001). A enzima malato desidrogenase catalisa a

interconversao do malato em oxaloacetato (GLEASON et al., 1994), fazendo parte do ciclo do
acido citrico. Babayev et al. (2015) demonstraram em um trabalho que as respostas as
mudangas ambientais de milhos submetidos ao deficit hidrico estdo relacionadas a
mecanismos especificos, incluindo a formagdo de novas isoformas de enzimas do sistema
malato desidrogenase, que sdo diferentes nas fragdes do cloroplasto e do citosol, dependendo
das condi¢des ambientais.

A proteina enolase foi menos acumulada em plantas 5S7DH em comparacdo as plantas
1074DH. A enolase ¢ uma enzima glicolitica, que participa de varios processos metabolicos.
O actimulo da enolase foi relatada anteriormente em raizes de arroz em resposta ao estresse
salino (YAN et al., 2005) e ao tratamento com polietilenoglicol (WANG et al, 2007). A
existéncia de multiplas isoformas de enolase em plantas tem sido relatada (VAN DER
STRAETEN et al., 1991), sendo possivel que a enolase identificada em nosso trabalho
represente uma isoforma diferente, que responde diferentemente as condi¢des de deficit

hidrico.

2.4.3 Agrupamento hierarquico

No heatmap observamos um diferenca no acimulo de proteinas relacionadas a resposta
a estresse e metabolismo energético entre plantas 57 DH e 1074DH, e seus respectivos
controles. Foi possivel verificar que as proteinas de resposta a estresse com maior acimulo
foram identificadas em plantas 57DH, tanto proteinas constitutivas, ou seja, que ja
apresentavam actimulo nas plantas 57C, quanto proteinas que foram identificadas somente
apos a inducdo do estresse hidrico. O mesmo pode ser observado no grupo de proteinas
relacionadas ao metabolismo energético. Esses resultados demonstram a grande
heterogeneidade do comportamento das duas progénies sob estresse de deficit hidrico, onde o
acumulo diferencial das proteinas destacadas aqui pode estar relacionado a maior tolerancia

da progénie 57 a esse estresse ambiental.
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2.5 Conclusao

A partir da andlise do proteoma diferencial de raizes das progénies 57 e 1074 de
cupuaguzeiros submetidas ao deficit hidrico foi possivel obter uma visdo da resposta a esse
deficit, por meio da identificacdo de proteinas envolvidas em diferentes rotas metabolicas
fundamentais para a sobrevivéncia de plantas em condi¢des de seca. Os resultados obtidos no
presente estudo fornecem informagdes sobre o mecanismo molecular da progénie 57,
possivelmente mais tolerante ao deficit hidrico. A partir dessas informagdes, estudos mais
detalhados sobre os mecanismos moleculares relacionados as proteinas aqui identificadas
devem contribuir para a descoberta de marcadores moleculares ou bioquimicos a serem

utilizados no melhoramento genético de cupuaguzeiros.
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