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RESUMO

O condicionamento fisiolégico ¢ um tratamento pré-germinativo
aplicado em sementes com o objetivo principal de acelerar e uniformizar a
germinagdo das mesmas, além de aumentar a tolerancia a estresses. Assim, o
condicionamento de sementes pode ser considerado um fator de estresse inicial,
podendo ativar genes que serdo expressos de uma maneira mais rapida e intensa
em reposta a um estresse posterior. O objetivo neste trabalho foi avaliar o efeito
do condicionamento fisiologico e do choque térmico (CT) no desempenho de
sementes de Eucalyptus urophylla sob diferentes temperaturas e estudar o efeito
destes tratamentos na alteragdo da quantidade de proteinas através da andlise
proteomica. Para isto, foram utilizadas sementes secas (controle) e
condicionadas em tubos falcon contendo solug¢des de polietilenoglicol (PEG) no
potencial de -1,0 MPa por 3 dias a 20°C no escuro, seguidas ou ndo de CT.
Posteriormente as sementes foram colocadas para germinar durante 14 dias, sob
luz constante, em mesa termogradiente em 5 temperaturas variando entre 9 a
31°C. Como o condicionamento (PEG/PEG + CT) aumentou significativamente
a germinacdo de sementes de Eucalyptus urophylla a 9°C e apresentou o maior
indice de velocidade de germinagdo (IVG) a 31°C, os tratamentos escolhidos
para analise protedmica foram as trés condigdes das sementes (sementes secas,
PEG e PEG + CT) nas temperaturas extremas (9 e 31°C) e como controle as
sementes secas. Proteinas totais foram extraidas de cada tratamento pelo método
uréia/tiuréia e separadas por eletroforese bidimensional. Através da protedmica
comparativa, foi possivel analisar a alteracdo na abundincia de proteinas e
relacionar suas fungdes com os resultados obtidos neste trabalho.

Palavras-chave: Condicionamento osmdtico. Eucalipto. Estresse. Proteinas.
Sementes florestais.



ABSTRACT

Priming is a pre-germinative treatment applied to seeds aiming to
accelerate and synchronize germination, but also to increase stress tolerance.
Thus, seed priming is thought to be an initial stress signal that could activate
genes to facilitate quicker and more potent responses to subsequent stresses. The
aim of this study was to evaluate priming and heat shock effects on Eucalyptus
urophylla seeds under different temperatures and the effects of these treatments
on protein abundance by proteomic analysis. In this study, dry seeds (control)
were employed and treated in polyethylene glycol (PEG) at the potential of -1.0
MPa at 20°C in the dark for 3 days, followed or not by heat shock. Seeds were
subsequently germinated for 14 days under constant light in a thermogradient
table ranging from 9 to 31°C. Priming followed or not by heat shock
significantly increased Eucalyptus urophylla seed germination at 9°C and
induced the highest germination rate index at 31°C. Therefore, treatments
chosen for proteomic analysis were the three conditions of seeds at extreme
temperatures (9 and 31°C) and dry seeds for control. Total proteins were
extracted from each sample using urea/thiourea method and were analyzed by
two-dimensional electrophoresis. By comparative proteomics, we identified
changes in protein abundance and related those changes to their function and the
results obtained in the physiological experiments.

Keywords: Priming. Eucalyptus. Stress. Proteins. Forest seeds.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui cerca de 5,1 milhdes de hectares em areas plantadas com
eucalipto (ABRAF, 2013). O género Eucalyptus oferece vantagens quando
comparado a outras espécies florestais, como o rdpido crescimento, a alta
capacidade de rebrota apds a colheita, grande incremento de matéria seca, alta
capacidade de producdo de celulose, cobertura de solo, produgdo de dleos
essenciais e ainda conta com um eficiente modo de propagacdo clonal (SBS,
2009). Devido a tantas qualidades, o eucalipto é amplamente empregado e o seu
plantio e uso vem crescendo pelo mundo.

Uma das principais restricdes a sobrevivéncia e produtividade de
algumas espécies de ecucalipto tem sido o seu plantio em 4&reas com
caracteristicas desfavoraveis ao seu cultivo, como a deficiéncia hidrica, no solo,
juntamente com alta temperatura. Estresses abidticos limitam a produtividade
das plantas e tém um papel importante na determinagdo de como ocorre a
distribuicdo das espécies vegetais ao longo dos diferentes tipos de ambientes
encontrados no mundo. Seus efeitos tém recebido muita aten¢do de
pesquisadores devido aos impactos potenciais que as mudangas climaticas
podem causar em todas as formas de vida no planeta (ALLEY; BERNTSEN;
BINDOFF, 2007).

O condicionamento fisiolégico de sementes ¢ uma técnica utilizada
como modelo para estimulo de genes que conferem tolerdncia a estresse. A
descoberta destes genes, a determina¢do de seus padrdes de expressdo em
resposta ao estresse abiotico e o melhor entendimento de seu papel na adaptagéo
ao estresse (CUSHMAN e BOHNERT, 2000), juntamente com o conhecimento
sobre a transdu¢do dos sinais para desenvolvimento continuado de selegdo e

taticas transgénicas (XIONG e ZHU, 2002), fornecerdo a base de novas
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estratégias para melhorar a tolerancia das culturas ao estresse. Dessa forma, o
entendimento dos efeitos da deficiéncia hidrica nas plantas ¢ vital para a
melhoria de praticas de manejo ¢ melhoramento do eucalipto (RAMPINO et al.,
2006) e uma das alternativas para amenizar seus efeitos ¢ a selecdo e uso de
gendtipos com caracteristicas de tolerancia a estresse para sua introducdo em
programas de melhoramento genético (SILVA et al., 2007).

Muitas alteragdes fisiologicas e morfologicas podem acontecer na planta
para que essa se adapte ao estresse e sobreviva. Estas alteracdes podem ser
sinalizadas por meio da presenga de determinadas proteinas. A grande
quantidade de informagdes obtidas através do avanco de pesquisas nas dreas da
gendmica e pds-gendmica tém ajudado na compreensdo da expressdo de genes e
proteinas. Neste contexto, a analise do proteoma de espécies de Eucalyptus, no
que se refere ao desempenho de suas sementes em condi¢des de estresse hidrico
e térmico, podera levar a identificacio de proteinas com alteracdo na sua
abundancia e, consequentemente, uma maior compreensdo do efeito do
condicionamento fisioldgico para o entendimento das respostas das plantas a
estresses abioticos. Estudos sobre protedmica em sementes de FEucalyptus
urophylla submetidas ao estresse hidrico ainda sdo escassos na literatura, o que
torna este trabalho de grande importincia para pesquisas na area de

biotecnologia florestal.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O género Eucalyptus e sua importincia no Brasil

O género Eucalyptus L’Herit pertence a familia Myrtaceae, sendo

composto por mais de 700 espécies. Sao descritos dentro do género Eucalyptus
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10 subgéneros, sendo o principal o Symphyomyrtus, com mais de 470 espécies,
dentre as quais estdo as mais plantadas para fins comerciais E. grandis, E.
globulus, E. urophylla, E. calmadulensis, E. saligna e E. tereticornis
(GRATTAPAGLIA et al., 2012). O Eucalyptus é endémico da Australia, com a
excecdo de E. deglupta, E. orophila, E. urophylla e E. wetarensis que sao
naturais da Indonésia, Filipinas e Papua Nova Guiné. Espécies do género
Eucalyptus adaptaram-se muito bem a imensa diversidade de habitats resultantes
das grandes diferencas climaticas (GRATTAPAGLIA et al., 2012). Assim, este
género ¢ conhecido por sua ampla variedade genética, o que fornece a base para
programas de melhoramento de espécies adaptadas a um amplo espectro de
ambientes.

Espécies de Eucalyptus sdo reconhecidas pelo seu rapido crescimento,
boa qualidade de madeira, grande adaptabilidade aos mais diversos climas ¢
solos e facilidade de manejo por plantio direto e rebrota (POTTS, 2004).
Atualmente o eucalipto é plantado em mais de 90 paises, onde sdo utilizados
para diversos produtos florestais tais como madeira solida, postes, energia,
celulose, carvdo vegetal, 6leos essenciais e tanino (GRATTAPAGLIA et al.,
2012). Sendo assim, o plantio de eucalipto constitui uma das melhores
alternativas para atender as diversas demandas da sociedade em bases
sustentaveis podendo ser a solugdo para diminuir a pressdo sobre as florestas
nativas (MORAES, 2011).

As florestas plantadas possuem importancia comercial, social e
ambiental, despertando interesse quanto a producdo de madeira, uma vez que
representam importante fonte de biomassa capaz de atender a demanda e a
necessidade global de recursos renovaveis, bem como producdo de celulose. O
plantio do Eucalyptus, devido ao uso multiplo de sua madeira, tem estimulado

ndo somente o desenvolvimento da cultura no pais, mas também do setor
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florestal como um todo (SBS, 2009). Em 2012, a area ocupada por plantios
florestais de Fucalyptus e Pinus no Brasil totalizou 6,66 milhdes de hectares,
sendo 76,6% correspondente a area de plantios de Eucalyptus, ou seja, 5,1
milhdes de ha, representando crescimento de 4,5% em relagdo a 2011. O
principal fator que desencadeou esse crescimento foi o estabelecimento de novos
plantios frente a demanda futura dos projetos industriais do segmento de papel e
celulose (ABRAF, 2013). Atualmente, os plantios de eucalipto estdo espalhados
pelo territdrio nacional, principalmente, nos estados de Minas Gerais (28,2%),
Sao Paulo (20,4%), Bahia (3,9%), Mato Grosso do Sul (11,9%), Rio Grande do
Sul (2,1%), Espirito Santo (5,6%) e Parand (11,5%) (ABRAF, 2013).

Os programas de melhoramento genético e de silvicultura clonal foram
os responsaveis pelos ganhos significativos em produgdo e¢ de qualidade da
madeira (GOLLE et al., 2009). Assim, a busca por maior produtividade e melhor
qualidade no setor florestal tem demandado a procura por materiais genéticos
que se adaptem a essa situacdo. A existéncia da variabilidade genética ¢
importante para a continuidade das espécies, e também, para que, por meio do
melhoramento genético, sejam obtidas novas combinacdes de maior interesse
para o homem. Além disso, mudangas climaticas podem ocorrer tornando-se
necessaria a obtencdo de novas cultivares de plantas mais adaptadas a essas

condigdes.

2.2 Condicionamento Fisiolégico de Sementes

Diversos fatores podem afetar a germinag@o das sementes, entre eles
pode-se citar a temperatura, luz e conteido de agua no solo. Sabe-se que o
estresse pode gerar perdas, mas também pode acarretar respostas de prevengao e

reparo (KRANNER et al., 2010) fazendo com que as sementes se aclimatem,
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passando a tolerd-lo (PEREIRA et al., 2009). Em sementes, o condicionamento
fisiologico tem sido estudado com a finalidade de se conhecer os efeitos gerados
pela deficiéncia hidrica durante o processo germinativo e estabelecimento de
plantulas.

O condicionamento fisiolégico ou priming é um tratamento pré-
germinativo aplicado em sementes que esta relacionado ao controle da absor¢do
de agua pelas sementes, promovendo a iniciagdo de algumas atividades
metabdlicas inerentes ao processo germinativo, porém, prevenindo a protrusio
radicular. Em seguida as sementes sdo secas, até atingirem seu conteiido de agua
inicial. Em geral, ap6s a aplicacio do priming, os principais resultados
observados sdo: melhoria da emergéncia em campo, aumento da velocidade e
uniformidade de germinagdo, quebra de dorméncia, além do aumento da
tolerancia a estresses (bidticos e abioticos) (CHEN, FESSEHAIE, ARORA,
2012; VARIER, VARI, DADLANI, 2010).

O controle da embebi¢do pode ser feito através de diferentes métodos,
como o osmocondicionamento, no qual as sementes sdo colocadas em solugdes
de potencial osmoético conhecido; o matricondicionamento, em que o controle da
embebicdo pela semente € feito por uma matriz s6lida; o hidrocondicionamento,
que utiliza a agua para iniciar alguns eventos germinativos (GHASSEMI-
GOLEZANI et al., 2008). Durante o condicionamento as sementes absorvem
agua na fase I e Il promovendo processos de reparo no DNA e mitocondrias,
bem como a sintese de novos RNAs e proteinas. A grande diferenca é que, com
o condicionamento, a taxa de absor¢do de agua ¢ muito mais lenta e controlada
(VARIER; VARI; DADLANI, 2010), possibilitando a semente se aclimatar a
posteriores condi¢des adversas.

No condicionamento osmotico, geralmente utilizam-se substancias como

polietilenoglicol (PEG), manitol e sais organicos. O PEG é muito utilizado por
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ser inerte, atoxico e de facil manuseio. Ja foram relatados trabalhos em que, as
sementes, apos serem condicionadas em solugdes de PEG tiveram um aumento
na porcentagem e/ou velocidade de germinagdo (LIMA ¢ MARCOS FILHO,
2009; SANTOS, SILVA-MANN, FERREIRA, 2011). Nesse tipo de
condicionamento, os efeitos positivos sdo também evidentes nas sementes sob
condicdes de estresse, em que ndo sO a taxa de germinagdo aumenta como
também o percentual final de germinagdo e o crescimento de plantulas. Pereira
et al. (2009) demonstraram que o condicionamento osmdtico de sementes de
cenoura em solugdes de PEG aumentou a emergéncia de plantulas em campo e o
seu desempenho sob temperatura sub e supra-otima. Resultados semelhantes
foram observados em sementes de espinafre condicionadas em PEG (CHEN;
FESSEHAIE; ARORA, 2012).

A identificagio dos genes induzidos em resposta ao estresse hidrico
ocasionado pelo condicionamento fisiologico € de grande importancia, uma vez
que os genes que conferem tolerdncia podem ser identificados e manipulados
para se estabelecer a importancia das proteinas por eles codificadas. Na literatura
¢ possivel encontrar trabalhos evidenciando alguns eventos especificos da
condicdo de priming. Gallardo et al. (2001) por exemplo, demonstraram algumas
proteinas que apareciam somente quando sementes de Arabidopsis thaliana
passavam pelo condicionamento. Yacoubi et al. (2011) identificaram proteinas
com alteragdo diferencial de seus niveis em condi¢des de priming em Medicago
sativa. Weitbrecht, Muller, Leubner-Metzger (2011) propuseram que a ativagdo
da respiracdo ¢ a rapida producdo de ATP parecem ser eventos metabdlicos
primarios induzidos pelo condicionamento fisiologico de sementes.

Desta maneira, o condicionamento fisioldgico pode ser usado para
conferir as sementes tolerancia ao estresse, melhorando seu desempenho sob

condigdes adversas como, por exemplo, a baixa disponibilidade de agua e
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temperaturas extremas (BRADFORD, 1990) e pode servir como um modelo de

estudo para a busca de proteinas funcionais associadas a tolerancia a estresses.

2.3 Tolerancia a estresse

Durante a germinacdo em condi¢gdes naturais, as sementes estdo expostas
a diferentes variaveis ambientais, como alteracdes na temperatura, umidade,
salinidade, etc. Estas alteracdes podem ser sentidas pelas sementes na forma de
um distirbio ou estresse. Nem sempre o estresse traz resultados deletérios para
as sementes. Caso a intensidade e a duragdo do estresse sejam moderados, as
sementes podem responder a uma situagdo de risco mais rapidamente,
preparando-as para enfrentar uma condigio desfavoravel durante a germinagio e
estabelecimento das plantulas (KRANNER et al., 2010).

A exposicdo de sementes a determinados agentes osmoticos que
promovem o osmocondicionamento (como o polietilenoglicol), ou mesmo o
processo de secagem posterior ao processo de osmocondicionamento, pode ser
considerada um fator de estresse inicial que podem ativar uma série de genes,
criando uma espécie de “memoria” vegetal aquele dado estresse. Numa possivel
nova exposicdo, a resposta a este mesmo estresse sera mais rapida e
potencializada (CHEN; FESSEHAIE; ARORA, 2012).

Devido a grande variagdo na morfologia e fisiologia das sementes
existem estimulos que podem ser entendidos de maneiras diferentes. Um
exemplo disso ¢ a secagem durante a maturagdo que ¢ sentida como um fator
positivo pelas sementes ortodoxas, induzindo varios mecanismos que as
preparardo para sobreviverem em estado seco, como a sintese de
osmoprotetores, proteinas LEA, carboidratos, antioxidantes, etc (BUITINK e
LEPRINCE, 2004; HOEKSTRA, GOLOVINA, BUITINK, 2001).
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Segundo Roveda Hoyos e Fonseca Moreno (2011), as plantas
respondem ao déficit hidrico através de alteracdes em uma série de processos ao
nivel fisioldgico, celular e molecular, e estas alteragdes podem levar a tolerancia
ao estresse. O efeito do estresse hidrico em termos fisioldgicos tem sido
amplamente pesquisado, e englobam, por exemplo, fechamento estomatico,
reducdo no crescimento celular, diminuicdo da atividade fotossintética ¢
aumento da respiracdo (CARVALHO et al., 2009).

Ao nivel celular, as plantas respondem e adaptam-se ao déficit hidrico
acumulando osmolitos e sintetizando proteinas especificas. Soeda et al. (2005)
identificaram a expressdo de genes relacionados a tolerdncia a estresse durante o
condicionamento de sementes de Brassica oleracea, como SOD (superoxide
dismutase), HSP (heat schock proteins) e LEA (late embryogenesis abundant).
Em outro estudo, a analise comparativa dos genes induzidos pelo estresse
hidrico em Arabidopsis e Oriza sativa, auxiliada por microarrays, revelou um
elevado grau de semelhanga entre os dois genomas ao nivel molecular sendo
identificados 73 genes como resultado da inducdo de estresse hidrico
(RABBANI et al, 2003). Em wuma outra pesquisa (SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SEKI, 2003), 51 genes foram relatados com
fungdes semelhantes em Arabidopsis. Estes resultados confirmam que ha genes
comuns que s3o induzidos pelo estresse em espécies que evoluiram
separadamente por mais de um milh2o de anos, como Arabidopsis e O. sativa
(SHINOZAKI ¢ YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007).

A cascata génica ativada durante a exposi¢do a um determinado estresse
envolve genes que também sdo responsivos a outros tipos de estresses (JISHA et
al., 2013). Portanto, ha um sistema comum de sinais que promove defesa e
protecdo contra diferentes tipos de estresses. Esse fenémeno ¢ conhecido como

tolerancia cruzada (CUSTODIO et al., 2009; COLMAN et al., 2014).
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Estudos em soja demostraram que sementes submetidas a um tratamento
osmdtico tornaram-se mais tolerantes a baixas temperaturas (ZHUO et al.,
2009). Ja nos trabalhos de Custddio et al. (2009) e Colman et al. (2014), houve
melhor desempenho das sementes de feijdo a restri¢do hidrica, nos tratamentos
que passaram por choque térmico logo apos o condicionamento. Sendo assim,
estudos visando entender e comparar os mecanismos do osmocondicionamento a
outros estresses também podem servir na elucidagdo do fendmeno da tolerancia
cruzada, revelando assim, sobreposi¢des nas redes génicas envolvidas nestes
processos.

Raramente na natureza, a planta estd sujeita a um fator de estresse unico
e sem a influéncia de outros fendmenos. Assim, a tolerancia adquirida ao
estresse é resultado de varios mecanismos que agem de maneira coordenada na
tentativa de restabelecer a homeostase celular (WANG et al., 2004). Sendo
assim, torna-se de grande importancia compreender os processos fisiologicos e
0os mecanismos pelos quais as plantas percebem os sinais ambientais e
transmitem a maquinaria celular para ativar resposta de adaptagéo e aclimatagao
de plantas aos estresses ambientais que conferem tolerdncia e asseguram a
sobrevivéncia das plantas (XIONG e ZHU, 2002).

Assim, a transferéncia de genes que supostamente conferem tolerancia
ao estresse da planta, podera fornecer novas informagdes cientificas no estudo de

genes envolvidos na tolerdncia ao estresse.
2.4 Estresse térmico
Mudangas na temperatura ambiental s@o acontecimentos altamente

varidveis aos quais as funcdes celulares das plantas necessitam se ajustar

constantemente. Como formas de vida sésseis, as plantas precisam desenvolver
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mecanismos que possam sentir e responder as variagdes na temperatura de uma
forma muito rapida e flexivel para assegurar a continuidade e funcionalidade das
atividades celulares (SCHOFFL; PRANDL; REINDL, 1998).

De acordo com Arndt etal. (2012) e IPCC (2014), a maioria dos
cenarios das alteragdes climaticas aponta para um aumento da aridez em muitas
areas do globo terrestre, tornando os estudos de respostas das plantas ao estresse
hidrico cada vez mais importante. A resposta da planta a seca comega com
alguns sinais de estresse que causam varias mudangas fisiologicas
(KUZNETSOV; RAKITIN; ZHOLKEVICH, 1999), como supressdo da
fotossintese, aumento da respirag¢do, inducdo de grande numero de genes de
defesa e mudangas nos genes envolvidos no metabolismo de acucares, bem
como alteragdes na expressio de HSPs (SHINOZAKI;, YAMAGUCHI-
SHINOZAKI; SEKI, 2003). Rizhsky, Hongjian, Mittler (2002) demonstraram
que a combinagdo de deficiéncia hidrica e choque térmico resultam na ativagio
de um programa genético unico que ¢ diferente daquele ativado durante o
estresse hidrico ou térmico separadamente.

Nas sementes, a germina¢do também ¢ afetada ja que a disponibilidade
de dgua € considerada de grande importancia por influenciar no progresso de
muitas reacdes metabolicas (SOUZA e CARDOSO, 2000). Potenciais muito
negativos do substrato durante a germinagdo podem diminuir a absor¢do de agua
afetando a germinag@o das sementes. Pesquisas t€ém demonstrado que o estresse
hidrico reduz a germinagdo ¢ a probabilidade de estabelecimento de plantulas
(FAROOQ et al.,, 2009; YANG, DONG, HUANG, 2010). Dessa forma,
tratamentos preliminares utilizando o condicionamento fisioldgico de sementes
podem aumentar a tolerdncia a um subsequente estresse térmico, ¢ através desses
estudos torna-se possivel a identificagdo das proteinas que estdo relacionadas a

essa resposta por meio de técnicas biotecnologicas, como a analise protedmica.
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2.5 Protedmica

Proteoma € o conjunto de todas as proteinas codificadas pelo genoma de
um organismo e ¢ considerado muito complexo por ser constituido de um grande
numero de proteinas que variam de acordo com o evento metabdlico ao qual o
organismo ¢ submetido (WASINGER et al., 1995; WILKINS et al., 1995).

Protedmica € a ciéncia da area de biotecnologia que estuda o conjunto de
proteinas e suas isoformas contidas em uma amostra bioldgica em uma dada
célula, tecido ou organismo (KORMUTAK; SALAJ; VOOKOVA, 2006). Essa
técnica envolve a identificacdo, quantificagdo e o estudo de modificagdes pos-
traducionais de proteinas sob uma dada condigdo fisiologica (KORMUTAK,
SALAJ, VOOKOVA, 2006; BALBUENA et al., 2011a). Devido ao dinamismo
da expressdo génica das células, a proteOmica consiste ento, em uma
ferramenta importante para entender o funcionamento dos genes, contribuindo
para um melhor entendimento de seus sistemas biologicos, através da
disponibilizagdo de informagdes importantes sobre proteinas, que sio os
principais determinantes estruturais e funcionais das células (BAGINSKY,
2009).

Durante a sintese de proteinas pode haver mudangas poés-transcricionais
e pos-traducionais que as alteram bioquimica e estruturalmente, refletindo no
seu papel biologico e modificando a composi¢do do proteoma, o que nio pode
ser detectado pela genOmica e transcriptomica (BALBUENA et al., 2011a).
Assim, a protedmica se destaca por agir diretamente na resposta da planta ao
estresse (KOSOVA et al., 2011).

O primeiro passo para realizar um estudo protedmico, ¢ a obtenc¢éo do
extrato protéico, sendo uma etapa critica na produg@o dos resultados finais da

analise. A qualidade do extrato depende da quantidade de proteinas obtidas,
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auséncia de contaminantes como pigmentos, carboidratos e compostos fendlicos
e variedade de proteinas extraidas para resolu¢do de qualidade e boa separagao
das mesmas no gel (NEBRICH et al., 2009). Apos a extracdo de proteinas ocorre
a separacdo da mistura protéica e, segundo Carrette et al. (2006), a eletroforese
bidimensional tem sido a estratégia mais utilizada para analise do proteoma em
plantas. Apesar de ser uma técnica bastante antiga, desenvolvida em 1975 por
O’Farrel e Klose (ROCHA et al., 2005), a eletroforese bidimensional (2D-E)
acoplada a espectrometria de massas (MS) constitui ainda na principal
plataforma utilizada para estudos de protedmica em plantas em funcdo do
desenvolvimento de novos métodos e equipamentos nos ultimos anos.
Atualmente, a protedmica ¢ considerada uma das dreas centrais da
gendmica funcional e utiliza-se de programas da bioinformatica para a analise de
dados, correlagdo das informagdes e disponibilizagdo das mesmas em bancos de
dados de dominio publico (BISCH, 2004). Normalmente, o procedimento
adotado ¢ a caracterizagdo geral do proteoma com identificagdo do maior
numero possivel de proteinas ou de proteinas com abundancia diferencial entre
duas amostras contrastantes. A separagdo das proteinas ocorre em eletroforese

bidimensional e sua identificagdo ¢ feita através da espectrometria de massas.

2.6 Eletroforese Bidimensional

A eletroforese bidimensional ¢ uma técnica de separacdo largamente
usada para a analise de misturas complexas de proteinas extraidas de células,
tecidos ou outras amostras biologicas. Essa técnica tem por fundamento a
separa¢do das proteinas por seu ponto isoelétrico (pl) através da focalizacio
isoelétrica (IEF) na primeira dimensio, e pela massa molecular (MM), na

segunda dimensdo da eletroforese. Por combinar duas técnicas distintas de
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separagdo ela pode ser utilizada para separar uma grande quantidade de
proteinas ao mesmo tempo (ROCHA et al., 2005).

Durante a primeira dimensdo, as proteinas, que sdo moléculas anfbteras,
ou seja, podem apresentar carga liquida positiva, negativa ou neutra, sdo
separadas em um gel de poliacrilamida com gradiente de pH de acordo com sua
carga elétrica. Nesse caso, quando submetidas a um campo elétrico, as proteinas
migram sob uma tira de gel (Immobilized pH Gel —IPG), até que atinjam seu
ponto isoelétrico, ponto onde suas cargas ficam neutras, interrompendo a
migragdo (SILVA; CORREA; REIS, 2007). Apés a IEF, as proteinas sio
transferidas para a segunda dimensao, onde sdo separadas de acordo com suas
massas moleculares relativas submetidas a uma eletroforese em um gel de
poliacrilamida na presenga de dodecilsulfato de sddio (SDS-PAGE) (SILVA;
CORREA; REIS, 2007).

O SDS ¢ um tensoativo anionico que tem a fun¢fo de desnaturar as
proteinas evitando interferéncias nas separa¢des devido as formas das proteinas,
isto €, converter a proteina em uma estrutura linear e conferir-lhe densidade de
carga uniforme. As proteinas desnaturadas sdo entlo, submetidas a um campo
elétrico. Como a taxa de migracdo depende de fatores como a carga da proteina,
tamanho e forma as proteinas que possuem maiores MM irdo migrar mais
lentamente no gel, enquanto que as de menores MM migrardo mais rapido.
(HOEHN e SUFFERDINI, 2005). O SDS interage com as proteinas formando
um complexo proteina-SDS com carga liquida altamente negativa (a
incorporacdo do SDS ocorre em taxa aproximada de 1,4 g de SDS por grama de
proteina). Desta forma, apenas a carga negativa proveniente do SDS influencia
de forma significativa para a migragio das proteinas, ou seja, a carga da proteina
influencia muito pouco j& que o SDS estd presente em todo o sistema

(LEFKOVITS, 2003).
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A separagdo de proteinas por eletroforese bidimensional possibilita a
construgdo de mapas estruturais utilizados no estudo de proteinas presentes em
diferentes tecidos e organismos, em diferentes condigdes e estagios, fornecendo
informagdes acerca do crescimento e desenvolvimento da planta, permitindo a
caracterizagdo quimica da mesma. Em uma segunda etapa, estas proteinas
devem ser identificadas, e esta identificacdo ¢ realizada através de analises de
espectrometria de massas e de bioinformatica (NATERA; GUERREIRO;
DJORDIJEVIC, 2000).

2.7 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas € uma técnica analitica utilizada desde o
inicio do século XX que permite avaliar a massa molecular dos compostos ¢
quantifica-los, identificar compostos desconhecidos, revelar a estrutura de suas
moléculas e determinar as modificagdes pos-traducionais (CUNHA; FONTES;
CASTRO, 2006). Essa ferramenta mede rapidamente, com grande precisio e
sensibilidade, a massa molecular de atomos ou moléculas em Dalton (Da), a
partir da razio entre a massa e a carga de moléculas ionizadas (m/z) (DASS,
2001).

O uso da espectrometria de massas por muito tempo ficou restrito a um
pequeno numero de moléculas capazes de resistir a0 método de ionizacgdo e ao
processo de analise que envolve a sua transferéncia para um sistema de alto
vacuo e altas temperaturas, sendo um obstaculo no estudo de biomoléculas. No
final da década de 80 com o desenvolvimento de dois novos métodos de
ionizacdo branda o MALDI “Matrix-Assisted Laser Desorption lonization” ¢ o
ESI “Electrospray lonization”, ocorreu uma revolugdo na analise de

biomoléculas (HILLENKAMP; KARAS; BEAVIS, 1991). A espectrometria de
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massas é, entdo, uma ferramenta usada em estudos de protedmica para a
identificacdo de proteinas.

O espectrometro de massa ¢ um instrumento sofisticado constituido de
trés partes: (1) fonte de ionizacdo, muitas vezes denominada de interface, (2)
analisador de massas e (3) detector de ions com aquisi¢do/processamento de
dados. As fontes de ions consistem na parte do espectrémetro responsavel pelo
processo de ionizagdo das moléculas, ou seja, transformagdo de moléculas
neutras em fons; os analisadores de massas sdo a parte do espectrdmetro
responsavel pela separacdo dos ions de acordo com a razdo entre a massa ¢ a
carga de moléculas ionizadas (m/z), realizado através de aplicagcdes de campos
elétricos e magnéticos; e os detectores sdo parte final de um espectrometro de
massas, sendo responsavel pela deteccdo e amplificagdo dos ions (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006).

Na identificagdo das proteinas, alguns programas, interpretam os dados
da fragmentagdo dos espectros e convertem esta informagio em massas de
peptideos (fingerprinting) e/ou sequéncias de aminodcidos, dependendo dos
recursos do equipamento (SHEVCHENKO et al., 2001). Os projetos de
sequenciamento de genomas ou de geragdo de bancos de ESTs (Expressed
Sequences Tags) depositados em bancos de dados publicos ou privados tém
gerado, cada vez mais, dados para a identificagdo dos resultados obtidos pela
espectrometria de massas. Esta andlise ¢ realizada através de softwares que
realizam digestdes tedricas em proteinas depositadas em bancos de dados e
comparam estes valores com os dados experimentais. As informagdes teoricas e
experimentais sdo comparadas e os resultados desta comparagio sdo
apresentados através da area de cobertura da sequéncia da proteina depositada
no banco pela massa calculada dos aminoacidos presentes no peptideo, e do

score que determinardo a similaridade da possivel proteina.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Sementes Florestais e
Laboratorio de Biotecnologia Florestal do Departamento de Ciéncias Florestais,
no Laboratoério Central de Biologia Molecular (LCBM) da Universidade Federal
de Lavras (UFLA) e no Nucleo de Andlise de Biomoléculas (NuBioMol) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV) durante os anos de 2013 e 2014.

3.1 Obtencio e beneficiamento das sementes

Foram utilizadas sementes de Eucalyptus urophylla adquiridas do
Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais (IPEF). As sementes ficaram
armazenadas em recipientes plasticos e condicionadas em camara fria a
(5°C£2°C) até o inicio dos experimentos. Para realizagdo dos testes, as sementes
foram inicialmente beneficiadas em soprador e, em seguida, selecionadas
manualmente em laboratério com auxilio de pinga, separando completamente a

semente da palha.

3.2 Condicionamento osmotico

As sementes foram condicionadas em tubos Falcon® de 15 mL
contendo 3,5 mL de solugdo de polietilenoglicol (PEG 6000) no potencial
osmdtico de -1,0 MPa e incubadas em germinador do tipo BOD na temperatura
de 20°C no escuro. O preparo das solugdes de PEG 6000 foi baseado nos
calculos ¢ recomendagdes de Sun (2002). Para manter a aeragdo das solugdes,
foi feito um pequeno orificio na tampa dos tubos, e em seguida, foram colocados

em agitador tipo roller, modeloMR-II, Multifunctional Mixer (Biomixer®). O
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condicionamento osmotico foi realizado por 3 dias. Apds o tratamento, as
sementes foram lavadas rapidamente em &agua corrente por 30 segundos e
colocadas sobre papel germitest para a retirada do excesso de agua. Apds o
condicionamento, parte das sementes passou por secagem em condigcdes
ambientais parcialmente controladas (aproximadamente 20°C e 50% de UR) por
24h, tempo suficiente para garantir o retorno a umidade inicial, em sala
climatizada, e, a outra parte passou por um tratamento de choque térmico antes

da secagem.

3.3 Choque térmico

Parte das sementes foi exposta a um tratamento de choque térmico,
realizado em germinador tipo BOD. Essas sementes foram depositadas em
microtubos de 1,5 mL logo apds sairem do condicionamento e lavagem e
colocadas a uma temperatura de 45°C, durante uma hora. Em seguida, passaram

por secagem nas mesmas condic¢des citadas acima.

3.4 Germinacio em mesa termogradiente

Apos os tratamentos e secagem, as sementes foram colocadas para
germinar em diferentes temperaturas, nas seguintes condi¢des: sementes ndo
tratadas (controle), sementes condicionadas (-1,0 MPa) e sementes
condicionadas seguidas de choque térmico (-1,0 MPa + CT). O teste foi
conduzido em placas de Petri de 9 cm sobre duas folhas de papel de germinacdo
umedecido com agua ¢ incubadas em mesa termogradiente. O teste de
germinacdo foi realizado em 5 intervalos de temperatura: 9, 16, 22, 24, 31°C,

sob luz constante. A germinagdo em mesa termogradiente teve duragdo de 14
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dias e as avaliagdes de contagem de protrusdo radicular e plantulas normais

foram feitas diariamente.

3.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
utilizando-se quatro repeticdes de 25 sementes por tratamento em esquema
fatorial (3x5), constituido por trés condi¢des das sementes (sementes nido
tratadas = controle; sementes osmocondicionadas = PEG -1 MPa; e sementes
osmocondicionadas seguidas de choque térmico = PEG -1 MPa + CT) e cinco
temperaturas (9; 16; 22; 24; 31°C).

Os dados foram processados no programa estatistico SISVAR 5.3
(FERREIRA, 2011) através da analise de varidncia e quando constatada
diferenca entre os tratamentos pelo teste F, foi realizado o teste Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade para dados qualitativos ou analise de regressdo
para dados quantitativos. Os graficos foram plotados no programa SigmaPlot

versdao 11.0.

3.6 Material vegetal para analise protedmica

Os tratamentos basearam-se em testes prévios que indicaram os
melhores tratamentos para a realizagdo da analise protedmica diferencial em
sementes de E. urophylla. Foram selecionados: sementes secas (T1); sementes
em processo de germinag@o em agua por 24h a 9°C (T2); sementes em processo
de germinagdo em agua por 6h a 31°C (T3); sementes osmocondicionadas (T4);
sementes osmocondicionadas em processo de germinagdo em agua por 24h a

9°C (T5); sementes osmocondicionadas em processo de germinagdo em agua
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por 6h a 31°C (T6); sementes osmocondicionadas seguidas de choque térmico
(T7); sementes osmocondicionadas seguidas de choque térmico em processo de
germinagdo em agua por 24h a 9°C (T8) e sementes osmocondicionadas
seguidas de choque térmico em processo de germinagdo em agua por 6h a 31°C

(T9) (TABELA 1).

Tabela 1 — Tratamentos selecionados para a analise protedmica.

Tratamentos | Descrigao
T1 Sementes secas (controle)
T2 Sementes em processo de germinagdo a 9°C/24h
T3 Sementes em processo de germinagao a 31°C/6h
T4 Sementes osmocondicionadas (secas)
TS Sementes osmocondicionadas em processo de germinagao a 9°C/24h
T6 Sementes osmocondicionadas em processo de germinagao a 31°C/6h
T7 Sementes osmocondicionadas + CT (secas)
T8 Sementes osmocondicionadas + CT em processo de germinagao a 9°C/24h
T9 Sementes osmocondicionadas + CT em processo de germinagao a 31°C/6h

3.7 Extracgdo de proteinas totais

Extratos de proteinas totais foram preparados a partir de sementes
inteiras de E. wurophylla. Nove amostras de 300 mg de sementes foram
maceradas em nitrogénio liquido, usando um almofariz e pildo. Para cada
amostra foram realizadas trés repeti¢des. A extracdo foi realizada de acordo com
o protocolo proposto por Gallardo et al. (2003), com modificagdes propostas por
José et al. (2011). Apds a maceragdo, o po foi homogeneizado em gelo com
800uL de tampéo de extragdo uréia/tiouréia (uréia 7M, tiouréia 2M, Trizma HCI

18 mM, Trizma base 14 mM, coquetel de inibidores de protease, 12 unidades de



29

DNAse I, 20pL de RNAse A (20mg/mL), 0,2% (v/v) de Triton X-100, CHAPS
60 mM e DTT 17,5 mM). A mistura foi agitada em vortex e os tubos foram
mantidos em repouso em gelo por 20 minutos. Apos esse periodo os tubos foram
centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo o
extrato protéico foi submetido a uma segunda centrifugag@o e o sobrenadante foi

coletado com micropipeta e armazenado a -20°C em aliquotas de 100 pL.

3.8 Determinacio da concentracio de proteinas

Aliquotas foram retiradas dos extratos de cada tratamento e a
determinag@o da concentracdo de proteinas foi realizada pelo método descrito
por Bradford (1976), usando albumina bovina (BSA) como padrio. Utilizou-se
de um espectrofotometro com leitura a 595 nm, onde primeiramente foi
realizada a calibracdo do aparelho utilizando BSA como padrio em dilui¢des
para constru¢do de uma curva de calibrag@o. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas por 3 min a 14000 rpm a 4°C e foram pipetados 20 pL. em cada
tubo, adicionando-se 1mL do reagente de Bradford e fazendo-se a leitura com o
aparelho. Tanto a curva de calibracdo como a leitura das amostras foram feitas
em duplicatas. Através da equacdo gerada na calibracdo (R? = 0,99) pode-se

obter a concentracdo de proteinas totais em cada tratamento.

3.9 Focalizacéo Isoelétrica

As proteinas foram separadas por Focalizag@o Isoelétrica (IEF) usando
gel em fita de 13 cm de comprimento com pH imobilizado entre 4 ¢ 7
(Immobiline Drystrips — Amersham Biosciences). As fitas para IEF foram

reidratadas no suporte de reidratagio individual em canaletas (Reswelling Tray —
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Amersham Bioscience) por 15 horas em sala climatizada a 20°C, em tampao de
reidratagdo composto por tiuréia/uréia, contendo uréia 7M, tiuréia 2M, 1% (v/v)
de IPG Buffer (Amersham Bioscience), 2,2% (v/v) de reagente Destreak, 2%
CHAPS (p/v), DDT (2,8 mg/ml) e tragos de azul de bromofenol. O volume final
de 250 puL de tampao contendo 200 pg de proteina foi aplicado nas canaletas e
apods reidratagdo por 15 horas, as fitas foram levadas ao focalizador isoelétrico
Ettan IPGphor3 (GE Healthcare), posicionadas nas canaletas e imersas em 6leo
mineral para eletroforese (Amersham Biosciences).

A Focalizagdo Isoelétrica foi realizada em 4 fases: a 500V por 1 hora,
1000V por 1 hora, 8000V por 2,5 horas e 8000V por 40 minutos. Ao final da
Focalizagdo Isoelétrica, as fitas foram armazenadas em tubos a -80°C até o
inicio da eletroforese na segunda dimensao. Imediatamente antes da eletroforese
na segunda dimensdo, as fitas foram equilibradas em trés etapas em solugdo
contendo uréia 6M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (p/v), trizma base 75 mM em
pH 8,8. Na primeira etapa as fitas foram colocadas em tubos contendo 5 mL da
solug¢do de equilibrio acrescida de DTT para concentracdo final de 65 mM e
mantidas em agitador oscilante por 15 minutos. Na segunda etapa, as fitas foram
colocadas em tubos contendo 5 mL da solugdo de equilibrio e mantidas em
agitador oscilante por 10 minutos. Na terceira etapa as fitas foram colocadas em
tubo contendo solugdo de equilibrio acrescida de iodoacetamida para

concentragdo final de 0,2M e mantidas em agitador oscilante por 10 minutos.

3.10 Segunda Dimensio

As fitas de gel equilibradas foram colocadas no topo de um gel de

poliacrilamida vertical de 12% (v/v) de solugdo acrilamida/bisacrilamida, 0,3M

de Trizma-base pH 8,8, 0,08% (v/v) de persulfato de amonio e 0,04% (v/v)
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TEMED. As tiras de gel foram seladas com agarose de baixo ponto de fusdo
0,5% (p/v) contendo 0,1% (p/v) de SDS, Trizma base 25 mM, glicina 192 mM e
tragos de azul de bromofenol. Os géis permaneceram em repouso por 5 minutos
para a solidificagdo da agarose. A eletroforese foi realizada a 20°C em tampao
contendo 0,1% (p/v) de SDS, glicina 192 mM e trizma-base 25 mM, por 20
minutos inicialmente a 15 mA (por gel) e 80V e posteriormente por 4 horas a 25
mA (por gel) e 250V, numa cuba SE600 (Hoefer). Para cada tratamento foram

corridos trés géis carregados com proteinas de extragdes independentes.

3.11 Coloragao dos géis

Os géis foram inicialmente colocados por no minimo 30 minutos em
solucdo de fixagdo contendo 7% (v/v) de acido acético, 40% (v/v) de metanol.
Em seguida os géis foram transferidos para a solugdo de coloragdo contendo
0,1% (p/v) de Commassie Brilliant Blue G-250, 1,6% (v/v) acido fosférico, 12%
(p/v) de sulfato de amdnio e 20 % (v/v) de metanol. Os géis foram mantidos na
solucdo de coloragdo por 72 horas. Ao fim desse periodo, os géis foram
neutralizados por 3 minutos em solugdo de descoloragio contendo 1,2% (p/v) de
tris-base, pH 6,5 aferido com 4cido ortofosforico. Posteriormente, foram lavados
em solug@o contendo 40% (v/v) de metanol por 1 minuto e deixados em dgua
por mais 72 horas. Por fim, os géis foram armazenados em soluc¢éo contendo 5%
(v/v) de 4cido acético e mantidos em cémara fria a 5°C, até que suas imagens

fossem digitalizadas e os spots excisados.
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3.12 Captura das imagens e analise dos géis bidimensionais

Os géis bidimensionais foram digitalizados utilizando densitometro
ImmageScan III (GE Healthcare) com auxilio do programa LabScan 6.0 (GE
Healthcare) no Laboratério de Nucleo de Analise de Biomoléculas da
Universidade Federal de Vigosa. As imagens foram analisadas no programa
Image Master 2D Platinum 7.0 (Amersham Bioscience) no Laboratério de
Biotecnologia Florestal da Universidade Federal de Lavras. Os géis foram
alinhados e agrupados por tratamento e os pontos de proteinas comparados em
funcdo da média do seu volume normalizado (%Vol) entre as repeticdes. Apos
esse procedimento, os grupos foram comparados por andlise de varidncia
(ANOVA) gerada pelo proprio programa. Pontos de proteina com uma diferenca
de pelo menos 1,5 vezes e um resultado significativo na ANOVA (p<0,05)
foram considerados como diferencialmente expressos.

Para a obtengdo da quantidade de proteina presente em cada spot,

utilizou-se o volume normalizado dos spots em um gel, calculado a partir da

formula:
’ Vol ‘
%Vol = ﬁx 100, onde Vol, é o volume do spot S em um gel contendo
Lig=gl FOLg)
n spots.

3.13 Excisao dos spots diferencialmente expressos

Os spots diferencialmente expressos foram retirados dos géis com o
auxilio de um bisturi, transferidos para tubos eppendorf e enviados ao
Laboratorio Central de Biologia Molecular (LCBM) da UFLA para a obtengéo
de peptideos tripsinolisados do gel, realizagdo da espectrometria de massas e

posterior identificagdo das proteinas.
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3.14 Obtencio dos peptideos tripsinolisados

Os spots enviados foram desidratados com acetonitrila 100%, secos em
speed vac e, posteriormente, tratados com a enzima tripsina (Promega®), a
58°C, por 30 minutos. Os peptideos resultantes da tripsindlise da amostra foram
ressuspendidos em solugdo contendo acetronila 5% com dcido férmico 0,1% e,

posteriormente, analisados por espectrometria de massa.

3.15 Espectrometria de massas

Foi utilizado um espectrometro de massa (microTOF Q-II, Bruker
Daltonik, Bremen, Alemanha), equipado com uma interface de ionizagdo por
eletrospray, e acoplado a um sistema UFLC (Shimadzu, Kyoto, Japdo) composto
por duas bombas, (LC-20AD) e um degaseificador (DGU-20A3). As inje¢des
foram realizadas por um injetor automatico (SIL-20A HT) equipado com um
loop de 100 pL, dos quais foram injetados apenas 40 pL. O sistema foi operado
através do software Hystar (Bruker Daltonik, v. 3.2.44.0). Uma pré-coluna de 5
mm e uma coluna analitica de 150 mmx75 um preenchida com fase estacionaria
C18, 2.7 um (Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, Estados Unidos) foi utilizada
para a separagdo dos peptideos. As amostras foram injetadas através de um fluxo
de 200 pL.min"' em uma solugio a 5 % (v/v) acetonitrila e 0.1 % (v/v) AF em
agua (Fluka, Buchs, Suica). A fase mdvel (A) utilizada para separagdo foi um
gradiente entre agua, contendo 0.1% (v/v) AF LC-MS Chromasolv-Fluka e
acetonitrila contendo 0.1% (v/v) AF LC-MS Chromasolv-Fluka (B). O programa
utilizado para a eluicdo foi composto pelas seguintes propor¢des: 0-5 min
isocratico 5% B; 5—60 min gradiente linear até 40% B; 60—70 gradiente linear

até 50 % B; 70-75 gradiente linear até 90%B; 75—-80 min isocratico 90%B; 80—
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80.1 min alteragdo para 5% B; 80.1-90 min isocratico 5% B. O fluxo para
separacdo dos peptideos foi de 200 pLmin—1. As configuragdes utilizadas na
espectrometria de massa foram: intervalo de massa: 50-2500m/z; voltagem do
spray: 2000 V; gas de secagem (N2) temperatura: 180°C; fluxo: 9 Lmin—1;
funnel 1 RF 300.0 Vpp; funnel 2 RF 400.0 Vpp; Hexapolo RF 400.0 Vpp;
energia do quadrupolo 5.0 eV; menor massa do quadrupolo 322.00 m/z; energia
de colisdo 10.0 eV; RF da colisdo 800.0 Vpp; tempo de transferéncia 150us;
armazenamento pré-pulso 5.0 us. As configuragdes para o MS/MS foram:
nimero de ions precursores: 3; limite minimo absoluto: 2x10%; limite minimo
absoluto: 0.1 %; smart exclusion apds 4x; active exclusion apos trés espectros e
por 1 min; modo de busca de peptideos ativado, estado de carga preferido 2-4.
Os dados cromatograficos obtidos via LC-MS-MS foram analisados com o
software Bruker Data Analysis, version 4.0 (Build 253). O espectro de MS/MS
que foi obtido no intervalo de 5-30 min foi exportado como um arquivo xml,
apos a deconvolugdo do estado de carga e utilizado para busca em banco de
dados, utilizando o software Biotools Version 3.2 (Bruker Daltonik) nas
seguintes condi¢des: enzima: tripsina; modificagdes fixas: carbamidometilacio
da cisteina; modifica¢des variaveis: oxida¢do da metionina; tolerancia do ion
precursor: 0.2 Da; foi aceita na busca uma nio clivagem pela tripsina.

O perfil de massa molecular da amostra obtida por MS e MS/MS foi
submetido a andlise comparativa, utilizando-se o programa MASCOT
(http://www.mtrixscience.com), para a comparagdo das massas de peptideos
observados com bancos de dados e para a identificagdo das proteinas mais
provaveis. Os bancos de dados utilizados nas andlises foram o EUCAWOOD
(http://www.polebio.scsv.ups-tlse.fr/eucalyptus/eucawood) e Swiss-Prot

(http://www.uniprot.org).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Germinaciao em mesa termogradiente

Na Tabela 2 sdo apresentadas as médias percentuais de germinagdo de
sementes de E. wurophylla em diferentes temperaturas nas trés condigdes
(controle, condicionadas e condicionadas seguidas de choque térmico). Apenas
na germinacdo a 9°C foi verificada diferenca significativa entre os tratamentos.
Nesta temperatura as sementes condicionadas (PEG -1,0 MPa) tiveram o melhor
desempenho, seguidas daquelas condicionadas que passaram por choque térmico
(PEG -1,0 MPa + CT), sendo que, sementes do grupo controle apresentaram o
menor percentual germinativo. Estudos em Spinacia oleracea (CHEN, ARORA,
ARORA, 2010; CHEN, FESSEHAIE, ARORA, 2012) também sugeriram que o
condicionamento fisioldgico melhorou a germinagdo das sementes em

temperatura subdtima em relagdo ao controle.

Tabela 2 — Médias de porcentagem de germinacdo de sementes de E.
urophylla sob diferentes temperaturas (°C) apds os tratamentos das sementes.
(Controle = sementes ndo condicionadas; Cond. = sementes condicionadas,

Cond. + CT = sementes condicionadas seguidas de choque térmico).

Condigdes das Temperatura (°C)

sementes 9 16 22 24 31
Controle 15,00 C 87,50 A 87,50 A 98,75 A 87,50 A
Cond. 47,50 A 87,50 A 100,00 A 96,25 A 91,25 A
Cond. + CT 35,00 B 85,00 A 96,25 A 93,75 A 91,25 A
CV(%) 9,57

Letras iguais na coluna indicam que ndo houve diferencas significativas pelo teste Scott-
Knott (p<0,05) entre os tratamentos das sementes dentro de cada nivel de temperatura.
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Para as demais temperaturas nao foram observadas diferencgas
significativas entre os tratamentos das sementes de Fucalyptus urophylla, sendo
a temperatura de 24°C a que apresentou a maior média do percentual
germinativo.

Na Figura 1 encontra-se a andlise de regressdo dos resultados de
germinagdo no gradiente de temperatura para cada uma das condigdes das
sementes. Pode-se observar que todos os tratamentos proporcionaram o mesmo
comportamento quanto a porcentagem final de germina¢do em relagdo as
condigdes das sementes. Na temperatura mais baixa, todos os tratamentos
apresentaram o menor percentual germinativo. Isso também foi observado no
trabalho de Nascimento (2005) com hortalicas, em que baixas temperaturas
diminuiram a velocidade e a porcentagem de germinagdo das sementes
estudadas.

Sendo assim, a temperatura em que ocorre a germinagdo tem grande
influéncia sobre esse processo, pois a mesma influencia na velocidade de
absor¢do de agua e na velocidade das reacdes bioquimicas (CARVALHO e
NAKAGAWA, 2000).

Sementes do grupo controle apresentaram um aumento do percentual
germinativo com o aumento da temperatura até 24°C, na qual se observou o
melhor desempenho destas sementes, seguido de um decréscimo da
porcentagem final de germinacdo a 31°C. Este fato estd de acordo com a
temperatura dtima da espécie E. urophylla ser 25°C (BRASIL, 2013). Lopez et
al. (2000) também observaram um aumento da taxa de germinagdo de E.
globulus até a temperatura otima da espécie, seguido de uma queda em
temperatura superior.

J& as sementes que passaram pelo condicionamento (seguidas ou ndo de

choque térmico) apresentaram um aumento no percentual de germinagdo
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juntamente com o aumento da temperatura até atingirem 22°C. Nas temperaturas

superiores houve um decréscimo desse percentual germinativo.

100 ~
80
£ 60+
= Controle
‘§. —_——— Condicionadas
E —————— Condicionadas + CT
8 40 1
20 A Y =-103.0030+16.5934*x-0.3398%x? R?=0,97
Y = -30.0888+10.7179*x-0.2206*x* R*=0,99
Y =-53.3414+12.2541%x-0.2468*x> R*=0.98
0 T T T T T
9 16 22 24 31

Temperatura (°C)

Figura 1 — Médias percentuais de germinacgio de sementes de E. urophylla em diferentes
temperaturas em fun¢@o do tratamento da semente.

Valores do indice de velocidade de germinagdo (IVG) encontram-se na
Tabela 3 e a analise de regressdo esta representada na Figura 2. Os dados de
IVG para todos os tratamentos da semente apresentaram um aumento gradativo
com o aumento da temperatura. Nas temperaturas mais baixas (9 e 16°C) o IVG
ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos. Nas demais temperaturas as
sementes condicionadas tiveram um IVG superior, sendo que a 31°C, as
sementes do grupo controle apresentaram a menor velocidade de germinacéo
quando comparadas as sementes condicionadas seguidas ou ndo de choque

térmico.
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Tabela 3 - Médias do indice de velocidade de germinagdo (IVG) de
sementes de E. urophylla sob diferentes temperaturas (°C) apds os tratamentos

das sementes. (Controle = sementes ndo condicionadas; Cond. = sementes

condicionadas, Cond. + CT = sementes condicionadas seguidas de choque

térmico).

Condigdes das Temperatura (°C)

sementes 9 16 22 24 31
Controle 024 A 2,68 A 475 B 6.18 B 7,13 C
Cond. 089 A 3,38 A 6,52 A 8.85 A 10.87 A
Cond. +CT 0,63 A 2,85 A 5,54 B 7,01 B 8.83 B
CV(%) 15,63

Letras iguais na coluna indicam que ndo houve diferencas significativas pelo teste Scott-
Knott (p<0,05) entre os tratamentos das sementes dentro de cada nivel de temperatura.

12
7
10 7
Controle Vs
— s — Condicionadas ) .’ 7
—————— Condicionadas + CT . e
8 4 /7 e
2 61
4
5 Y =-3,6466+0,4778x R*= 0,98
Y =-2,9738+0,3895x R*=0,99
Y =-2,4914+0,3279x R*=0,98
O T T T T T

9 16 22 24 31

Temperatura ( °C)

Figura 2 — Médias do indice de velocidade de germinagdo (IVG) de sementes de E.
urophylla germinadas em diferentes temperaturas em fungo do tratamento da semente.
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A partir da andlise dos dados observa-se que o condicionamento
osmotico foi efetivo em reduzir o tempo de germinagio nas temperaturas de 22,
24 ¢ 31°C. Segundo Larcher (2000), esse mecanismo de superag¢do de condigdes
adversas, desencadeado pelo condicionamento fisioldgico, evitando o estresse, ¢
conhecido como escape. De acordo com esse autor, indices superiores de IVG de
sementes condicionadas, em relagdo as ndo condicionadas significam redugéo do
tempo entre a semeadura e a protrusdo da radicula, levando a maiores chances de
escape a possiveis intempéries ambientais. Esta caracteristica pode ser uma
vantagem ecologica no estabelecimento da planta em areas com condigdes
subdtimas, pois acarreta menor periodo de exposi¢do das sementes a fatores
adversos do ambiente (BEWLEY e BLACK, 1994).

Chen e Arora (2011) explicam que, durante o condicionamento, as
sementes sentem o baixo potencial hidrico das solu¢des osméticas como sendo
um estresse moderado que causa a inducdo de mecanismos de protecio e reparo,
resultando em uma "memoria" de estresse que permite a semente tolerar um
estresse posterior.

Esta aceleracdo na taxa de germinagdo apos o condicionamento
osmdtico pode ser explicada pelo estimulo de muitos eventos metabdlicos que
ocorrem nas fases iniciais de germinacdo (BRADFORD, 1986). Varios estudos
ja demonstraram que o condicionamento osmdético envolve acimulo de mRNA e
de proteinas inativas (GALLARDO et al., 2001), reparo e sintese de novas
moléculas de DNA e RNA (KAUSAR et al., 2009), aumento da sintese de
antioxidantes (SRIVASTAVA; SHANKAR; GUPTA, 2010), expressio de
genes relacionados a fatores de transcricdo (SANI et al., 2013) e com 0 aumento
da tolerancia ao estresse (VENTURA et al., 2012).

O estresse causado por temperatura pode gerar injurias nas sementes,

prejudicando a embebi¢do das mesmas. Provavelmente isso esta relacionado a
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danos causados no sistema de membranas (POSMYK e JANAS, 2007), que
prejudicam a germinagdo das sementes e o estabelecimento das plantulas.
Pesquisas indicam que o osmocondicionamento induz modificacdes nas
membranas, como aumento no conteudo de 4cidos graxos insaturados, que
auxiliam na manuten¢do da membrana em estado liquido cristalino (ZHUO et
al., 2009).

Assim, a porcentagem final de germinagdo e o indice de velocidade de
germinagdo de sementes de E. urophylla foram significativamente afetados pelos
tratamentos aplicados (osmocondicionamento seguido ou ndo de choque
térmico) em sementes, submetidas a germinacdo em agua sob estresse térmico.
Como foi possivel observar, na temperatura de 9°C as sementes condicionadas
(seguidas ou n3o de choque térmico) apresentaram um maior percentual
germinativo do que as sementes do grupo controle, demonstrando que houve
efeito do condicionamento em resposta ao estresse térmico. Nas temperaturas de
22,24 ¢ 31°C, observou-se o maior IVG em sementes condicionadas (PEG -1,0
MPa), sendo que a 31°C as sementes condicionadas seguidas de choque térmico
também tiveram um IVG maior que o controle, mostrando que o
condicionamento de sementes ¢ uma técnica capaz de reduzir o tempo de
germinagao.

Tendo em vista estes resultados, os tratamentos escolhidos para a
realizacdo da andlise protedmica diferencial foram as trés condig¢des das
sementes nas temperaturas extremas (9 e 31°C) e como controle as sementes

Se€cas.
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4.2 Avaliacio da separacio das proteinas

O perfil das proteinas presentes em sementes de Eucalyptus urophylla
foi primeiramente caracterizado em gel de pH 3-10 para se ter uma visdo geral
da separac@o e distribui¢do das proteinas. Observou-se que a maior parte das
proteinas esta concentrada na regido de pH 5-7 e massa molecular entre 15 — 93

kDa (Figura 3).
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Figura 3 — Separagdo das proteinas de sementes de Fucalyptus urophylla (T4) por
eletroforese bidimensional. Focalizacdo isoelétrica realizada em gradiente de pH linear
de 3 -10. Coloragdo com coomassie brilhante blue G250.

Devido ao padrio de distribui¢do observado nas analises a separagdo das
proteinas de sementes de Eucalyptus urophylla foi realizada em fitas IPG com

gradiente de pH linear de 4-7. Esse comportamento de distribui¢do das proteinas
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j& foi relatado na literatura por outros autores (GOMES et al, 2014;
NATARAJAN, 2014; YANG et al., 2014). A comparagdo entre as duas

diferentes faixas de pH pode ser observada na Figura 4.
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Figura 4 — Avaliagdo por eletroforese bidimensional da distribui¢do das proteinas de
sementes de Eucalyptus urophylla, em diferentes faixas de pH. Em A (T4) foi usado um
gradiente de pH linear de 3-10 e em B (T4) gradiente de pH linear de 4-7. Coloragio
com coomassie brilhante blue G250.

4.3 Analise das imagens dos géis

Foram detectados em média 302 spots, sendo que desses, 258 foram
comuns nos 27 géis. Para cada tratamento, houve uma correspondéncia média de
spots entre as repeticdes de 87 (T1), 89 (T2), 90 (T3), 92 (T4), 94 (T5), 87 (T6),
91 (T7), 89 (T8) e 87% (T9).

A reprodutibilidade da triplicata dos géis bidimensionais, para cada
tratamento, esta representada pelos graficos de dispersdo (Scatter Plots) de
intensidade dos spots, por comparag@o dois a dois, nas Figuras 5, 6 e 7. Todos os
resultados apresentaram um coeficiente de correlagdo linear acima de 0,9,

demonstrando uma alta reprodutibilidade entre as repeti¢des de cada tratamento.
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Figura 5 — Scatter Plot entre as réplicas dos géis bidimensionais de proteinas de
sementes de E. urophylla indicando reprodutibilidade entre as repeti¢cdes e correlagio >
0,9. A) sementes secas (T1); B) sementes em processo de germinagdo por 24h a 9°C
(T2); C) sementes em processo de germinagdo por 6h a 31°C (T3).
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Figura 6 — Scatter Plot entre as réplicas dos géis 2D-PAGE de proteinas de sementes de
E. urophylla indicando reprodutibilidade entre as repetigdes e correlagdo > 0,9. A)
sementes osmocondicionadas (T4); B) sementes osmocondicionadas em processo de
germinagdo por 24h a 9°C (TS); C) sementes osmocondicionadas em processo de
germinagéo por 6h a 31°C (T6).
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Figura 7 — Scatter Plot entre as réplicas dos géis 2D-PAGE de proteinas de sementes de
E. urophylla indicando reprodutibilidade entre as repeticdes e correlagdo > 0,9. A)
sementes osmocondicionadas seguidas de choque térmico (T7); B) sementes
osmocondicionadas seguidas de choque térmico em processo de germinacdo por 24h a
9°C (T8); C) sementes osmocondicionadas seguidas de choque térmico em processo de
germinagéo por 6h a 31°C (T9).
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Apds a andlise pelo software, autenticagdo por inspecdo visual e
normalizacdo dos volumes dos spots, foi realizada a analise estatistica da
expressao diferencial através da andlise de variancia (p<0,05). Esta revelou um
total de 94 spots com alteragdes de abundancia entre os grupos experimentais.
Dentre os 94 spots protéicos, 29 foram considerados de interesse para a
identificagdo, apos selecdo de spots com alteracdo na abundancia maior ou igual
a 1,5 vezes.

Na Figura 8 ¢ apresentado um gel bidimensional de proteinas totais
extraidas de sementes de E. urophylla e os respectivos spots que foram

selecionados para a espectrometria de massas, apos as analises e selegéo.
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Figura 8 - Separagdo das proteinas de sementes de Eucalyptus urophylla (T5) por
eletroforese bidimensional. Os numeros indicados pelas setas referem-se aos spots
excisados para analise de espectrometria de massas.
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Apds excisdo e andlise por espectrometria de massas, dos 29 spots
selecionados, a busca em bancos de dados utilizando o software Mascot,
permitiu identificar 22 proteinas. A alteracdo da quantidade de cada proteina

identificada em fung¢éo dos tratamentos pode ser avaliada nas Figuras 9 e 10.
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Figura 9 — Altera¢@o na abundancia de proteinas dos spots 37, 38, 45, 56, 113, 115, 116,
191, 196. Quantidade de proteinas de sementes de E.urophylla, em % de volume, que
diferiram estatisticamente pelo teste Scott-Knott (p<0,05) entre os tratamentos aplicados.
Maior abundancia nos tratamentos T1, T4 ¢ T7. Menor abundancia nos tratamentos T2,
T3, TS5, T6, T8 e T9.



48

T Spot 16 i Spot 120 - Spot 150

T T2 T3 T4 T5 Te TZ T8 T9 T T2 T3 T4 T5 Te T7 TE T TH T2 T3 T4 TS T 17 T8 T9

5 Spot 192 s Spot 226

T T2 TA T4 TS TR T TR T9 T T T2 T3 M OT5 T8 TP T8 T8 ST T T o™ T T 7T T

A . Spot 232
Abundéncia de proteina
(% vol. normalizado) 2
b
c
4 d

M T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T4 T2 T3 T4 T5 Te T7 T8 T8

i Spot 249

T T2 T3 T TS Te T7 T8 TO

T T2 T3 T4 T5 T6 7 T8 9
Tratamentos

Figura 10 — Alteragdo na abundancia de proteinas dos spots 16, 120, 150, 192, 224, 226,
227,231, 232, 248, 249, 254, 257. Quantidade de proteinas de sementes de E.urophylia,
em % de volume, que diferiram estatisticamente pelo teste Scott-Knott (p<0,05) entre os
tratamentos aplicados. Menor abundéancia nos tratamentos T1, T4 e T7. Maior
abundéncia nos tratamentos T2, T3, T5, T6, T8 ¢ T9.
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4.4 Identificacio de proteinas por espectrometria de massas

Dos spots selecionados e enviados para andlise por espectrometria de
massas, 22 apresentaram identificago significativa (score maior que o limite de

significdncia) com proteinas depositadas em banco de dados (TABELA 4).

Tabela 4 - Lista de proteinas identificadas por espectrometria de massas em

sementes de Eucalyptus urohylla.

MM

Spot :l(ienzi)(::gleaprovavel Organismo l:ce(si:o Score exp ]e)i Banco
p (KDa) P
hypothetical protein  Eucalyptus
; CT985370 34 12 6,0 EW

16 EUGRSUZ 100903 grandis ’

37 118 globulin subunit Cucqrbita P13744 55 21 62 SP
beta maxima

38 118 globulin subunit Cucyrbita P13744 53 71 63 SP
beta maxima

45 118 globulin subunit Cuct.trbita P13744 35 2 63 SP
beta maxima

56 cytochrome c oxidase Qrassica CT986104 35 25 65 EW
subunit 3 Jjuncea

13 cytochrome ¢ oxidase Erassica CT986104 31 65 65 EW
subunit 3 Jjuncea

115 plastidic glucose Eucal)'/ptus CT983640 41 67 68 EW
transporter 4 grandis

116 plastidic glucose Eucal)fptus CT983640 31 67 67 EW
transporter 4 grandis

120 cytochrome c oxidase Erassica CT986104 38 66 54 EW
subunit 3 Jjuncea

150 Retinoblastoma- Camellia Q2ABES 28 15 6.1 SP

related protein sinensis
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11S globulin subunit  Cucurbita

191 . P13744 40 21 6,1 SP
beta maxima

192 cytochrome ¢ oxidase Erassica CT986104 31 30 67 EW
subunit 3 Jjuncea

196 118 globulin subunit Cucz.trbzta P13744 27 71 6.6 SP
beta maxima

224 118 globulin subunit Cucyrbita P13744 52 13 56 SP
beta maxima

226  Retinoblastoma- Camellia Q2ABES 29 13 54 SP
related protein sinensis

227 Pis v 2.01 0'1 allergen  Pistacia B7P073 5 13 52 SP
118 globulin precusor  vera

231 118 globulin subunit Cuc1.4rbita P13744 5 21 6.5 SP
beta maxima

232 11S globulin subunit Cucqrblta P13744 38 71 64 SP
beta maxima
NAD-dependent Amaranthus

248  malic enzyme 65 kDa . P37224 33 29 6,2 SP
. hypochondriacus
isoform

249 118 globulin subunit Cucyrbzta P13744 46 28 62 SP
beta maxima

Pseudotsuga

254  Unknown protein 12 P85912 26 20 5,6 SP

menziesii

Late blight resistance  Solanum

257 protein demissum

Q8WIEO 31 13 6,5 SP

EW: Eucawood
SP: Swiss-Prot

Como se pode observar (Tabela 4), varios spots apresentaram
similaridade com a mesma proteina apresentando diferencas de pl e/ou PM. Sua
presenca pode ser consequéncia da existéncia de diferentes isoformas, derivadas
de um unico gene ou de modificacdes pos-traducionais (MPTs) (LIPPERT et al.,
2007).
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MPTs sdo processos covalentes que alteram as propriedades das
proteinas por clivagem proteolitica ou por adi¢do de um grupo quimico a um ou
mais aminodcidos (SEO e LEE, 2004). As modificagdes quimicas na cadeia
protéica conhecidas incluem: fosforilagdo, acetilacdo, alquila¢do, metilacio,
sulfatacdo, isoprenilagdo, glicosilagdo, sumoilagdo, ubiquitilagdo e formagdo de
pontes dissulfeto. Estas modificagdes podem determinar a atividade, a

localizagdo e interagdes com outras proteinas (KWON et al., 2006).

4.5 Classificacéiio funcional das proteinas

As 22 proteinas identificadas neste trabalho foram classificadas de
acordo com sua fung@o bioldgica. Para tanto, foi utilizada a classificagdo
proposta pela ferramenta Mercator, disponivel no sitio
http://mapman.gabipd.org/web/guest/mercator. Assim, as proteinas foram

classificadas em 7 categorias (Figura 11).

E Desenvolvimento - 47,6%
B Transporte de elétrons - 19,0%
B Ciclo de Krebs - 4,8%

] Proteina hipotética - 4,8%
B Estresse - 4,.8%

B Ciclo celular - 9,5%

1 Transporte de agucares - 9,5%

Figura 11 - Classificagdo funcional dos spots identificados em sementes de Fucalyptus
urophylla.
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Como pode ser observado na figura 11, o grupo mais representativo das
proteinas identificadas foi pertencente a categoria de desenvolvimento de
sementes (47,6%). Este resultado € esperado, uma vez que as sementes possuem
proteinas de reserva que serdo posteriormente mobilizadas durante a germinagao
e crescimento das plantulas.

Em segundo lugar observam-se proteinas relacionadas ao metabolismo
(33,3%) que incluem as categorias de transporte de elétrons e de agucares e ciclo
de Krebs. Este resultado também estd de acordo, pois durante a germinagao
ocorre a reativacdo de organelas e macromoléculas preexistentes na semente,
formadas durante a maturagéo, e a quebra de reservas, gerando ATP como fonte
de energia e esqueletos de carbono para o crescimento da plantula.

Neste estudo também foram identificadas proteinas relacionadas ao ciclo
celular (9,5%), estresse (4,8%) e uma proteina hipotética (4,8%).

A ferramenta Mercator ndo incluiu a proteina desconhecida (spot 258 —
unknown protein 12) que foi identificada pela espectrometria de massas nesta

classificag@o.

4.5.1 Globulina 11S (subunidade beta)

A superfamilia Cupin inclui uma grande variedade de enzimas e
proteinas de reserva (DUNWELL; PURVIS; KHURI, 2004). As globulinas sdo
proteinas de reserva de sementes, pertencentes a essa superfamilia, cuja funcio
principal parece ser a maior fonte de nitrogénio para o desenvolvimento da
planta. Estas proteinas de reserva apresentam duas fragdes protéicas distintas,
uma do tipo legumina (11S) e outra do tipo vicilina (7S) que sdo classificadas de
acordo com seus coeficientes de sedimentagdo. (LIU et al., 2007). 11S s@o

proteinas que formam estruturas hexaméricas compostas de 6 subunidades nio
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idénticas, sintetizadas sob a forma de um polipeptideo precursor. Cada
subunidade contém um polipeptideo acido (~40KDa) e um polipeptideo basico
(~20KDa) que sdo ligados por pontes dissulfeto (TANDANG-SILVAS et al.,
2010).

No presente trabalho, 9 spots (37, 38, 45, 191, 196, 224, 231, 232, 249)
processados nos géis de proteinas de sementes inteiras, foram identificados
como a subunidade B derivada de um precursor 11S de Cucurbita maxima. A
presenga de multiplos spots para a mesma proteina ja foi relatada em varios
trabalhos que utilizam a eletroforese bidimensional para o sequenciamento de
proteinas. Sheoran et al. (2005) identificaram 11 spots de proteinas do tipo
legumina, Gallardo et al. (2003) encontraram 2 spots identificados como formas
precursoras do grupo legumina e José et al., (2011) também encontraram 3 spots
identificados como proteinas precursoras do tipo legumina em sementes de
Magnolia ovata.

Uma explicacdo para esse comportamento seria a ocorréncia de MPTs,
uma vez que essas podem alterar as propriedades fisicas e quimicas, distribui¢do
de conformag@o, dobra, estabilidade, atividade e, consequentemente, a fungo
das proteinas (ZARETSKY ¢ WRESCHNER, 2008). No trabalho de Balbuena
et al. (2011b), proteinas de reserva do tipo vicilina (7S) foram identificadas em
diferentes spots. O autor sugere que esse fendmeno pode ser resultado da
digestdo enzimatica dessas proteinas de reserva, gerando peptideos de diferentes
tamanhos e pls.

Os spots de numero 38, 45, 191 e 196 tiveram uma quantidade superior
da proteina 11S nos tratamentos que ndo passaram por processo germinativo
(T1, T4 e T7) quando comparados aos demais tratamentos.

Um comportamento oposto foi observado nos spots de nimero 224,

231, 232 e 249, que apresentaram maior abunddncia nos tratamentos que
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passaram por processo germinativo (T2, T3, TS5, T6, T8, T9), indicando,
possivelmente, o inicio da mobilizagdo destas proteinas de reserva. Esse
resultado corrobora o trabalho de Yacoubi et al., (2011), em que, 10 spots
provenientes de proteinas de reserva (globulinas) de sementes de Medicago
sativa apresentaram o mesmo comportamento durante a germinagdo sensu
stricto.

As proteinas da superfamilia Cupin s@o funcionalmente diversas e
incluem as globulinas, que s3o proteinas de reserva de sementes. Essas proteinas
sdo alérgenos potenciais encontrados em algumas espécies de plantas
(BREITENEDER ¢ RADAUER, 2004). O spot 227 foi identificado como uma
proteina alergénica precursora da globulina 11S de Pistacia vera, apresentando
abundancia superior nos tratamentos que passaram por processo germinativo em
condigdes de estresse térmico (9 e 31°C). Alérgenos de plantas em geral, sdo
proteinas de defesa da planta, que permitem a ela resistir aos estresses bioticos e
abidticos. (BREITENEDER ¢ RADAUER, 2004). Assim, a maior quantidade
desta proteina sob condigdes de estresse pode ser uma forma preventiva que a

semente encontra de se defender a posteriores condi¢des adversas.

4.5.2 Citocromo c oxidase (subunidade III)

Citocromo c oxidase (COX) ¢ uma enzima chave da cadeia respiratéria,
localizada na membrana interna das mitocondrias e envolve a sintese de ATP.
(NAMSLAUER e BRZEZINSKI, 2004). Esta enzima possui 3 subunidades (I, II
e II) e faz parte do complexo IV da cadeia respiratdria, sendo o componente
terminal da cadeia transportadora de elétrons. Este complexo é responsavel por
oxidar o citocromo ¢ e reduzir o O, em H,O (BELEVICH; VERKHOVSKY;
WIKSTROM, 2006).
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Alguns spots (56, 113, 120 e 192) apresentaram similaridade com a
subunidade III da enzima citocromo ¢ oxidase. A representacdo da mesma
proteina em diferentes spots pode ser atribuida a presenca de modificagdes pos-
traducionais. Os spots de nimero 120 e 192 apresentaram uma alta quantidade
destas proteinas nos tratamentos que passaram por processo germinativo sob
condicdes de estresse (T2, T3, T5, T6, T8 e T9), a qual pode ser atribuida a
ativagdo de enzimas mitocondriais envolvidas na cadeia transportadora de
elétrons, como a enzima citocromo ¢ oxidase. Segundo Shin et al. (2011),
provavelmente, a abundancia destas proteinas foi para facilitar a geracdo de
energia através da cadeia respiratdria sob condi¢des de estresse, assim como foi
observado em seu trabalho.

Entretanto, para os spots 56 e 113, ocorreu o comportamento oposto.
Houve uma menor quantidade destas proteinas nos tratamentos que passaram
por processo germinativo em estresse térmico. Na literatura encontram-se
trabalhos estudando outros 6rgaos como folhas, raizes e flores. No trabalho de
Budak et al., (2013) foi observado menor abundéancia da enzima citocromo c
oxidase em tratamentos sob condi¢des estressantes, porém em folhas de trigo.
Este comportamento da reducdo da abundancia em alguns spots ainda ndo esta
esclarecido.

No complexo IV da cadeia transportadora de elétrons hd a remogao de
um elétron de cada uma das moléculas reduzidas de citocromo ¢ € os quatro
elétrons sdo adicionados ao O, para formar agua. Isso ocorrera com 95 a 98% do

oxigénio utilizado na mitocondria (equagéo 1).

Equagdo 1: 103 + 4e- + 4H" — 2H,0 + energia
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Aproximadamente 2 a 5% do oxigénio é reduzido univalentemente a
anion superdxido (equagdo 2), o qual é uma importante espécie reativa de

oxigénio.

Equagdo 2: 20; + e- — 05

O anion superoxido € um radical livre que pode por si s6 levar a reagdes
que irdo causar destruicdo celular, através da peroxidacdo lipidica de suas
membranas celulares (BARREIROS e DAVID, 2006). Assim, a menor
quantidade desta proteina pode ocorrer em consequéncia do maior dano

oxidativo devido a produgdo de substincias reativas ao oxigénio.

4.5.3 Transportador plastidico de glicose

Durante a fotossintese, parte do carbono fixado é armazenada nos
cloroplastos na forma de amido transitério durante o dia, servindo como um
local de reserva de carbono nos cloroplastos e sendo mobilizado durante a noite.
A principal via de hidrdlise do amido se da através de enzimas hidroliticas e
resulta na formagao de glicose. Esta via requer um transportador de glicose para
mediar a exportacdo de glicose a partir dos cloroplastos (WEISE; WEBER;
SHARKEY, 2004). Assim, os transportadores de glicose tem papel na
exportacdo dos produtos de degradacdo do amido a partir dos cloroplastos (CHO
et al., 2011) para a sintese de sacarose e respiragio (ZEEMAN; SMITH;
SMITH, 2007).

No presente trabalho, os spots de nimero 115 e 116 apresentaram alta
quantidade da proteina transportadora de glicose nos tratamentos T1 (sementes

secas), T4 (sementes condicionadas) e T7 (sementes condicionadas + choque
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térmico), mostrando que o aparato de translocacdo dos plastidios foi
estabelecido antes do processo germinativo, durante a secagem no
desenvolvimento da semente ou durante a secagem apds os tratamentos de
condicionamento e choque térmico, possivelmente para permitir a construgio
desse sistema fotossintético para o posterior crescimento da plantula.

Ainda em relacdo a estes spots, o tratamento T4 (sementes
osmocondicionadas) apresentou a maior quantidade da proteina transportadora
de glicose. Assim, pode-se inferir que o condicionamento de sementes de E.
urophylla em solugdes de PEG pode aumentar a sintese desta proteina e,
consequentemente, levar a uma metabolismo muito mais eficiente durante a
germinacdo, o que explicaria a vantagem conferida por este tratamento
(condicionamento) em relag@o as sementes controle, podendo ser verificado pelo

IVG.

4.5.4 Proteina relacionada ao retinoblastoma

A proteina do retinoblastoma (pRb) foi originalmente especificada
sendo exclusiva dos animais com um papel importante na regulagdo do ciclo
celular. Hoje, sabe-se que as plantas também possuem proteinas homologas
chamadas proteinas relacionadas ao retinoblastoma (RBR). Estas participam
também de processos celulares como, regulacdo da transcri¢do, remodelagdo da
cromatina, crescimento e diferenciagio celular (GUTZAT, BORGH]I,
GRUISSEM, 2012; DESVOYES et al., 2014).

Através da espectrometria de massas, identificou-se 2 spots (150 e 226)
da proteina relacionada ao retinoblastoma (RBR). Esses apresentaram maior
abundancia nos tratamentos T2, T3, T5, T6, T8, e T9 (sementes que passaram

por processo germinativo sob condi¢des de estresse) quando comparados aos
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demais tratamentos (T1, T4 e T7). Proteinas RBR possuem um papel regulatério
diverso e muitas de suas fun¢des ainda ndo foram completamente elucidadas.

Outro aspecto observado no spot 150 foi a maior abundancia desta
proteina nos tratamentos T3 e T9 (sementes em processo germinativo a 31°C), o
que pode estar relacionado a atividade desta proteina em altas temperaturas, uma
vez que a RBR possui certa relagdo com as Hsp (Heat shock proteins).

As Hsp fazem parte da grande familia das proteinas conhecidas como
chaperonas moleculares, assim chamadas por possuir a capacidade de interagir
de forma reversivel com outras proteinas, auxiliando na formagao, dobramento e
transporte transmembrana (KARP, 2005). Estas proteinas desempenham papel
durante a sintese, montagem e degradacdo de proteinas e também na preservagao
da sobrevivéncia celular sob condi¢des adversas (GUPTA et al., 2007). Dentre
os genes da familia de resposta ao choque térmico, o HSP70 ¢ um dos genes
altamente conservados e o primeiro a ser induzido em resposta a diversos fatores
estressantes (MUKHOPADHYAY; SAXENA; CHOWDHURI; 2003), como o
estresse térmico.

Hsc70 (Heat shock cognate protein 70) ¢ uma proteina constitutiva
pertencente a familia das Hsp70. Esta por sua vez, se liga a uma sequéncia
especifica N terminal da RBR nfo fosforilada bloqueando a fosforilagdo da
mesma e impedindo sua inativagdo. Essa interacdo a protege da degradacio
restringindo sua participacdo no ciclo celular. Porém, ainda ndo se sabe como a
alta temperatura pode afetar a redistribuicdo desta proteina entre os
compartimentos celulares (NATHAN et al., 2003).

Devido a abundancia de RBR encontrada nas condi¢gdes deste trabalho
acredita-se que a mesma tenha fung¢@o importante na protecdo ao estresse
causado pela alta temperatura, uma vez que esta proteina apresentou alta

abundancia em sementes nao condicionadas durante a germinagdo em alta
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temperatura e somente o condicionamento seguido de choque térmico foi capaz
de restabelecer os niveis desta proteina quando a germinacdo é realizada nas

mesmas condi¢des.

4.5.5 Enzima malica dependente de NAD (isoforma 65 KDa)

Enzimas malicas dependentes de NAD tem papel importante no fluxo
metabdlico do ciclo de Krebs. A oxidacdo enzimatica do malato a piruvato e
CO, ¢ catalisada por 2 classes de enzimas malicas (ME): ME dependente de
NADP (NADP-ME) e ME dependente de NAD (NAD-ME), dependendo da
habilidade de descarboxilar o oxaloacetato. Em plantas, as isoformas NADP-ME
funcionam nos cloroplastos e citosol (WHEELER et al., 2005) e as isorformas
NAD-ME s3o encontradas nas mitocondrias (WINNING; BOURGUIGNON;
LEAVER, 1994).

A enzima NAD-ME estda envolvida na respiracio do malato na
mitocondria e esse, pode ser metabolizado pela acdo dessa enzima ou pela
malato desidrogenase (MDH). O fator que decide qual enzima ird atuar nesta
etapa ¢ o pH. No pH em torno de 6,5 o malato € oxigenado principalmente pela
enzima NAD-ME, enquanto que no pH em torno de 7,5, onde NAD-ME ¢
inativa, o malato é oxidado pela MDH mitocondrial (AGIUS; RASMUSSON;
MOLLER, 2001).

No presente trabalho, o spot de numero 248, referente a enzima malica
dependente de NAD (isoforma 65KDa), foi encontrado na faixa de pH
equivalente a 6,2, estando de acordo com o pH de acdo para esta enzima. NAD-
ME foi encontrada em maior quantidade nos tratamentos que passaram por

processo germinativo sob condigdes de estresse.
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O processo de germinagdo de uma semente inicia-se com a embebicao
de agua, seguida pelo desencadeamento de uma série de alteragdes metabolicas
representadas pela hidrolise de compostos armazenados na semente (TAIZ e
ZEIGER, 2009). Os produtos de hidrdlise destes compostos constituem os
principais substratos para a respiragdo e a sintese de componentes celulares
essenciais ao desenvolvimento inicial da plantula. Assim, a alta quantidade desta
enzima pode estar relacionada com o inicio da embebicdo pela semente ativando
seu metabolismo e, consequentemente, o aumento da respiragao.

Outra observagio ¢ que o condicionamento seguido de choque térmico
parece ter um efeito positivo quando essas sementes passam por processo
germinativo em baixa temperatura. Uma explicagdo seria o aumento da
respiragdo em consequéncia do estresse abidtico que a semente sofreu,
demandando sintese de ATP. Por exemplo, as plantas exibem diferentes taxas de
turnover proteico em resposta a diferentes estresses como osmotico e térmico
(HUANG et al., 2012), levando a um custo energético significativo, ja que o
ATP ¢ hidrolisado para abastecer a degradagdo de proteinas danificadas e
também a sintese de reposicdo de novas proteinas (MOLLER; JENSEN;
HANSSON, 2007).

4.5.6 Proteina de resisténcia a requeima

As plantas vivem em ambientes complexos interagindo intimamente
com uma vasta gama de agentes patogénicos invasivos bem como estresses
abidticos, levando a limitagdo na produtividade da cultura (PIETERSE et al.,
2009). A exposi¢do prévia a um determinado estresse muitas vezes afeta a
resposta da planta a outros estresses, indicando a presenca de tolerancia cruzada

entre as vias de sinalizagdo molecular, fazendo com que essa interagdo ajude a
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planta a aperfeicoar sua resposta a possiveis ameacas (GHANTA et al., 2011;
PIETERSE et al., 2009; SHARMA et al., 2013).

O spot de nimero 257 foi identificado como uma proteina que confere
resisténcia a requeima, doenga causada pelo patogeno Phytophthora infestans, e
usualmente encontrada em culturas como a batata e o tomate. Esta proteina
apresentou alta abundancia nos tratamentos T2, T3, TS5, T6, T8, e T9, ¢ uma
possivel explicagdo seria que as sementes, ao passarem por processo
germinativo sob condi¢des de estresse térmico, ativaram um modo de defesa
para que a futura planta ficasse preparada a possiveis condi¢des adversas apds a

germinagao.

4.5.7 Proteina hipotética EUGRSUZ_J00903

O spot 16 foi identificado como uma proteina hipotética encontrada em
Eucalyptus grandis, sendo expressa exclusivamente nos tratamentos que
passaram por processo germinativo em condigdes de estresse térmico (Figura
12).

Esta proteina possui o dominio conservado OTU-like cysteine protease.
O dominio OTU foi inicialmente identificado no gene de Drosophila
melanogaster ~ (STEINHAUER; WALSH; KALFAYAN, 1989) e,
subsequentemente observado em sequéncias de proteinas de varios eucariotos,
incluindo plantas e animais, virus e bactéria (MAKAROVA; ARAVIND;
KOONIN, 2000).

Os fatores de transcri¢do pertencentes ao dominio OTU codificam as
proteases (peptidases), essas catalisam a quebra das ligagdes peptidicas de

proteinas e sdo largamente distribuidas em todas as plantas, animais e micro-
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organismos. Em organismos superiores, cerca de 2% dos genes codificam essas
enzimas (BADGUJAR e MAHAJAN, 2013). As peptidases sao classificadas em
endopeptidases, que clivam ligacdes no interior da cadeia polipeptidica e
exopeptidases, que atuam na extremidade da cadeia polipeptidica (VERMELHO
et al., 2008).
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Figura 12 — Representagdo do spot 16 (proteina hipotética EUGRSUZ_J00903) pelo
programa ImageMaster 2D Platinum 7.0 nos géis de referéncia de cada tratamento.
sementes secas (T1); sementes em processo de germinagdo em agua por 24h a
9°C (T2); sementes em processo de germinacdo em agua por 6h a 31°C (T3);
sementes osmocondicionadas (T4); sementes osmocondicionadas em processo
de germinacdo em dgua por 24h a 9°C (T5); sementes osmocondicionadas em
processo de germinagdo em agua por 6h a 31°C (T6); sementes
osmocondicionadas  seguidas de choque térmico (T7); sementes
osmocondicionadas seguidas de choque térmico em processo de germinagdo em
agua por 24h a 9°C (T8) e sementes osmocondicionadas seguidas de choque
térmico em processo de germinagdo em agua por 6h a 31°C (T9).
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As cisteinas proteases tém papel importante nos processos intra e
extracelular como desenvolvimento e maturagdo de frutos, degradagdo de
proteinas de reserva durante o processo germinativo de sementes, ativacdo de
proteinas e degradacio de proteinas defeituosas (SEQUEIROS et al., 2005).

O conhecimento sobre os mecanismos pelos quais as proteases executam
suas diversas fungdes ainda é muito limitado, principalmente quando se
considera a abundancia dos papéis que essas realizam. Em plantas, o mecanismo
de morte celular programada (Programmed Cell Death, PCD), ocorre em
diferentes fases do desenvolvimento da planta bem como em resposta a estresses
bioticos e abiodticos e tem participagdo da cisteina protease do tipo caspase
(CHICHKOVA et al., 2004). Outra protease ja estudada é a VPE (Vacuolar
Processing Enzymes). Estas enzimas tem um papel na maturagdo de proteinas
armazenadas dentro dos vacuolos das sementes (SHIMADA et al., 2003). A
papaina catalisa a remobilizacdo de proteinas durante a germinacdo de sementes
e a senescéncia de Orglos, e esta envolvida em varios eventos de PCD (VAN
DER HOORN e JONES, 2004) e também atua na defesa contra patogenos
(BEERS; JONES; DICKERMAN, 2004).

As proteases possuem diversos papéis na defesa de plantas, podendo
agir em niveis de percepcdo, sinalizacdo e execucdo. Em muitos casos, as
fungdes que sdo propostas para as proteases tém sido deduzidas através de
estudos de alteracdo da quantidade destas enzimas, embora muitas vezes, 0 seu
papel seja impedido devido a sua regulacdo ocorrer pds-transcricionalmente
(VAN DER HOORN e JONES, 2004).

Muitos dos genes previstos em FEucalyptus ainda n3o tém funcdo
conhecida e muitas das informagdes disponiveis sobre a fungdo dos genes
anotados em bancos de dados sdo baseadas apenas em analises in silico sem

comprovagoes in vivo (ITOH et al., 2007). Assim, um estudo mais aprofundado
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desta proteina hipotctica podera proporcionar um conhecimento a respeito de sua

funcio.

5 CONCLUSOES

O condicionamento osmdtico seguido ou ndo de choque térmico foi
eficaz em aumentar significativamente o percentual germinativo de sementes de
Eucalyptus urophylla a 9°C em relagio as sementes do grupo controle, sendo o
tratamento em PEG a -1,0 MPa o que apresentou melhor desempenho.

Nas temperaturas de 22, 24 e 31°C, observou-se o maior [IVG em
sementes condicionadas (PEG -1,0 MPa), sendo que a 31°C as sementes
condicionadas seguidas de choque térmico também tiveram um IVG maior que
o controle.

As proteinas 11S relacionaram-se apenas com a germinagdo
independente da condi¢do da semente (condicionamento) testada.

Observou-se maior abundancia da proteina transportadora de glicose em
sementes condicionadas em comparacdo aos demais tratamentos.

O condicionamento seguido de choque térmico foi capaz de induzir os
niveis da proteina relacionada ao retinoblastoma quando a germinagdo &
realizada em alta temperatura.

O condicionamento seguido de choque térmico induziu maior
abundancia da enzima malica dependente de NAD quando a germinagdo ¢

realizada em baixa temperatura.
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