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Resumo 

 

O pinhão-manso é uma espécie vegetal com grande potencial para produção de 

biodiesel a partir de óleo extraído das sementes, composto principalmente por 

ácidos graxos sintetizados primariamente nos cloroplastos. A determinação do 

proteoma cloroplastidal de pinhão-manso, submetido a estresse por salinidade e 

déficit hídrico, revelou alterações provavelmente associadas a mecanismos de 

regulação gênica, metabólica e fisiológica para adaptação da planta. Este trabalho 

teve como objetivo a identificação de peptídeos expressos nos cloroplastos de 

pinhão-manso submetido ao estresse hídrico e salino, através do mapeamento 

eletroforético (1D e 2D) e espectrometria de massas. Na análise proteômica, as 

proteínas cloroplastidias foram extraídas, quantificadas e analisadas por 

eletroforese unidimensional e bidimensional. No tratamento salino, sete 

fragmentos do perfil eletroforético 1D controle, após duas ou 72 h sob aplicação 

do estresse foram excisados, digeridos com tripsina e identificados via 

espectrometria de massas. No tratamento com déficit hídrico, seis fragmentos do 

perfil eletroforético 1D controle ou sob estresse, assim como 14 spots 

diferencialmente expressos entre os perfis 2D, foram também analisados via 

espectrometria de massas. Foram identificadas presumivelmente mais de 35 

proteínas, categorizadas em processo de geração de energia, metabolismo de 

carboidratos e em respostas de defesa a estresses abióticos. O padrão de 

comportamento dos peptídeos identificados sugere a existência de mecanismos 

de ajuste fisiológico para tolerância aos fatores de estresse estudados. Estas 

proteínas podem ser candidatas para investigações futuras de caracterização 

estrutural e funcional em estratégias de seleção e melhoramento genético para 

conferir maior tolerância à salinidade e ao déficit hídrico em pinhão-manso. 

Palavras-chave: estresse abiótico, peptídeos, cloroplasto. 
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Abstract 

 

Physic nut is a plant species with high potential for biodiesel production from its 

extracted seeds oil, composed mainly of fatty acids primarily synthesized in 

chloroplasts. Determination of physic nut chloroplast proteome, under stress by 

water deficit or salinity, revealed alterations probably associated to mechanisms of 

gene, metabolic and physiological regulation towards plant adaptation. This work 

had as objetctive the identification of physic nut expressed chloroplast peptides 

submitted to water deficit or salinity stress through electrophoretical mapping (1D 

and 2D) and mass spectrometry. In proteomic analysis, chloroplast proteins were 

extracted, quantified and analysed by unidimensional and bidimensional 

electrophoresis. In saline treatment, seven fragments of 1D electrophoretical 

profile from control, after two or 72 h under stress condition were excised, digested 

with trypsin and analyzed via mass spectrometry. In treatment with water deficit, 

six fragments of 1D electrophoretical profile from control or stressed samples, as 

well as 14 spots differentially expressed between 2D profiles, were also analyzed 

via mass spectrometry. Putatively, more than 35 proteins were identified, 

categorized in processes of energy production, carbohydrate metabolism and 

defense responses to abiotic stresses. The profiling of identified peptides suggests 

the existence of physiological adjustment mechanisms towards tolerance for the 

studied stressing factors. Such proteins may be candidates to future investigations 

regarding structural and functional characterization in strategies for selection and 

breeding to improve tolerance against water deficit and salinity in physic nut. 

Key-words: abiotic stress, peptide, chloroplast. 
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1. Introdução 

 

O aumento excessivo dos gases na atmosfera com o efeito estufa e o 

aquecimento global, assim como o aumento da demanda de combustíveis para 

utilização em transportes e a diminuição das reservas de combustíveis fósseis 

embasa a importância e o interesse na busca por novas fontes de energia 

alternativas. 

Os biocombustíveis renováveis são derivados de biomassa vegetal 

renovável, poluem menos, e podem substituir os combustíveis fósseis. 

Atualmente, são obtidos a partir de qualquer matéria-prima à base de hidratos de 

carbono (açúcares, amido, celulose), ou à base de óleo. O biodiesel é produzido a 

partir de óleos vegetais, oriundos de culturas agrícolas, como: soja, canola, 

girassol e amendoim. 

Para a produção sustentável de biocombustíveis, tem-se procurado 

culturas com alto rendimento e que não gerem competição com insumos 

alimentares, em particular o biodiesel, com a introdução de espécies mais 

promissoras, como a Jatropha curcas L., que tem na semente alto teor de óleo 

com características físico-químicas relativamente similares às do diesel fóssil. 

Jatropha curcas, popularmente chamada de pinhão-manso, é encontrada 

nas regiões tropicais e subtropicais da América e do Sul da Ásia. Além de ser 

uma planta cujo óleo das sementes é utilizado como matéria-prima do biodiesel, é 

também uma fonte de produtos medicinais, pesticidas biológicos, e para a 

conservação e recuperação de solos erodidos. 

Apesar de possuir múltiplas utilidades, o fator de maior importância na 

cultura de pinhão-manso é a produção de ácidos graxos e triacilgliceróis, 
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sintetizados primariamente nos cloroplastos, organela responsável principalmente 

pela fotossíntese. Esse é um dos processos mais importantes da natureza, 

convertendo energia luminosa em energia química, proveniente da fixação de 

dióxido de carbono e produzindo oxigênio (Tikhonov, 2013). Estudos nesse 

processo são primordiais para entender a funcionalidade adequada do 

cloroplasto, uma vez que a descrição de distúrbios funcionais no processo de 

fotossíntese podem elucidar mecanismos para o melhoramento, e 

consequentemente para o aumento da produção de óleo, visto que o processo 

incial para síntese dos ácidos graxos ocoore nos cloroplastos. Tais distúrbios são 

causados por flutuações nas condições ambientais, por exemplo, temperatura ou 

disponibilidade de água (Pfalz et al., 2012). 

Sabe-se que as sementes de pinhão-manso possuem alto teor de óleo. 

No entanto, para que a plantas apresentem um bom desenvolvimento e 

rendimento, são necessárias condições edafoclimáticas favoráveis, 

concomitantemente à aplicação de tecnologias para aumentar a produtividade. A 

viabilidade deste cultivo ainda depende do desenvolvimento de tecnologia 

agronômica e do cultivo para obtenção de altas produtividades nas diferentes 

regiões do Brasil (Freitas et al., 2011; Laviola et al., 2012)  

Alguns dos fatores que limitam o crescimento, desenvolvimento e 

produtividade das culturas são a salinidade e a escassez de água. A salinidade 

nos solos pode alcançar níveis prejudiciais às plantas e os danos podem atingir 

vários graus de severidade. O excesso de sais por um longo período pode causar 

danos por toxicidade, quando não exportados, secretados ou 

compartimentalizados adequadamente (Fricke et al., 2006). Quando a planta está 

sob déficit hídrico, por sua vez, existe um antagonismo entre a manutenção da 
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água pela planta e a taxa de assimilação de CO2, visto que uma das primeiras 

respostas para evitar a perda de água é o fechamento dos estômatos e 

consequentemente diminui a taxa de fixação de CO2, assim reduzindo 

drasticamente a produção de carboidratos e outras moléculas reduzidas como os 

ácidos graxos. As respostas metabólicas e fisiológicas a tais fatores de estresse 

acontecem em virtude das plantas captarem sinais e ativarem vias de transdução.  

Essas podem ativar mecanismos de alteração na regulação da expressão 

gênica em nível genômico, transcricional e/ou traducional. Em geral, resultam em 

mudanças em rotas metabólicas e em processos fisiológicos específicos 

associados à maior ou menor tolerância ao fator de estresse.  

Como as proteínas são geralmente moléculas diretamente receptoras dos 

sinais ambientais e efetoras dos mecanismos de resposta ao ambiente e 

consequentemente ao estresse, além de estarem mais próximas da resposta 

fenotípica, justifica-se a importância do estudo proteômico de plantas submetidas 

a estresse salino e hídrico. A análise proteômica cloroplastidial permite o estudo 

em larga escala da expressão gênica no nível traducional e pós-traducional da 

organela responsável pela síntese primária dos lipídios. 

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho identificar peptídeos 

cloroplastidiais diferencialmente expressos em plantas de pinhão-manso 

submetidas ao estresse hídrico e salino e que estejam potencialmente associados 

aos mecanismos de resposta associados à fisiologia desta cultura. 
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2. Revisão Bibliográfica 

 

2.1 Pinhão-Manso 

O pinhão-manso (Jatropha curcas L.), espécie perene nativa da América 

tropical e Ásia, pertence à Classe Magnoliopsida, subclasse Rosidae, ordem 

Euphorbiales e família Euphorbiaceae (Liu et al., 2013). Apresenta hábito 

arbustivo e produz sementes com alto teor de óleo. 

O nome J. curcas tem origem grega, ―jatros‖ (doutor) e ―trophé‖ alimento, 

sugerindo significado para o uso medicinal. Entretanto, devido à toxidade nas 

folhas, estas não são utilizadas para alimentação. A principal forma de aplicação 

do pinhão-manso é pela utilização do óleo extraído das sementes o qual é 

utilizado desde a fabricação de sabão e aplicações medicinais (Jongschaap, 

2007) até a produção de biodiesel. 

 

2.1.1 Origem do Óleo Extraído da Jatropha curcas L. 

Os triacilgliceróis são os maiores componentes das sementes oleaginosas 

(Yen et al., 2008) e são incialmente formados nos cloroplastos, a partir de ácidos 

graxos precursores. Os triacilgliceróis são moléculas constituídas de um glicerol 

esterificado e três ácidos graxos. A síntese de ácidos graxos nas plantas ocorre 

no interior dos cloroplastos. São nestas organelas onde ocorrem os processos 

essenciais e interdependentes da fotossíntese, biossíntese de ácidos graxos e 

aminoácidos, dentre outras vias de metabolismo secundário (Hörmann et al., 

2007).  
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Os ácidos graxos são sintetizados por um complexo proteico multifuncional, 

onde diferentes enzimas são ligadas covalentemente, principalmente as sintases 

de ácidos graxos (FAS) e acetil- CoA carboxilase (ACCase). As ACCases são 

responsáveis pela carboxilação do acetil- CoA, substrato inicial da síntese de 

ácido graxos, formando o malonil- CoA. As enzimas da sintase de ácidos graxos 

catalisam o crescimento da cadeia carbônica adicionando carbonos provenientes 

da acetil- CoA até atingir 18 carbonos. O alongamento da cadeia de ácidos graxos 

é dependente da proteína carregadora de acil (ACP) (Somerville et al., 2000). Que 

depois são exportados para o retículo endoplasmático para serem convertidos em 

moléculas de triacilgliceróis e destinados a sementes. 

O óleo da semente de pinhão-manso é extraído das sementes e, assim 

como na maioria das plantas oleaginosas, triacilgliceróis (TAG) são armazenados 

no citoplasma das células do endosperma, em organelas chamadas de 

oleossomos (Taiz and Zeiger, 2009). Ressalta-se ainda que os produtos da 

fotossíntese e a disponibilidade de agentes fortemente redutores (NADPH) são 

utilizados para a produção de ácidos graxos, assim como outros metabólitos 

importados do citossol e de outras organelas podem servir para síntese de ácidos 

graxos nos cloroplastos (Taiz and Zeiger, 2009).  

 

2.1.2 Importância Econômica da J. curcas  

O óleo extraído de J. curcas tem diversas aplicações industriais, tais como a 

produção de cosméticos, em que se utilizam alguns dos subprodutos da produção 

do biodiesel (Kaushik et al, 2007). A planta de pinhão-manso também é usada 

com grande potencial para fitorremediação de metais pesados (Jamil et al., 2009). 
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Na região do oeste africano, as folhas de J. curcas são usadas em diferentes 

formas para curar várias doenças, como: febre, infecções na boca, e reumatismo 

articular (Aiyelaagbe, 2011). Adicionalmente, o extrato foliar é utilizado como 

estratégia terapêutica no tratamento de leishmaniose na Guiana Francesa 

(Odonne, 2011). Recentemente, o extrato da raiz tem reduzido o crescimento de 

células tumorais in vitro, em ratos, demonstrando que possui uma atividade 

citotóxica forte, ressaltando que o extrato da planta é candidato a droga 

anticâncer (Aiyelaagbe, 2011).  

Além das aplicações citadas, o óleo de extraído da semente de J. curcas é 

bastante utilizado para a produção de biodiesel. No Brasil, em 2004, foi criado o 

Programa Nacional de Produção e Uso de Biodiesel (PNPB), que é um programa 

interministerial do Governo Federal objetivando a implementação, de forma 

sustentável, da produção e uso do Biodiesel, com enfoque na inclusão social e no 

desenvolvimento regional, apoiando a crescente demanda por combustíveis de 

fontes renováveis gerando empregos e renda na agricultura familiar, como 

também reduzindo disparidades regionais. Usando a estratégia de mercado, o 

governo criou a Lei n° 11097, incentivando a introdução de biodiesel a matriz 

energética do Brasil, inicialmente a utilização era opcional de B2, 2% de biodiesel 

e 98% de diesel derivado do petróleo. Em 2008, tornou-se obrigatório a mistura 

do biodiesel ao diesel de petróleo, em proporções crescentes nos próximos anos. 

E desde 2010, o teor de biodiesel a ser adicionado ao óleo diesel é de 5%, em 

volume na mistura com óleo diesel, assim aumentando a demanda do biodiesel 

no Brasil (ANP, 2012). 

O pinhão-manso tem sido considerado como uma fonte alternativa de 

matéria-prima no Programa Nacional de Produção e Uso de Biodiesel. Essa 
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escolha baseia-se no alto rendimento de óleo gerado por área de cultivo, baixo 

custo de produção e por ser tolerante a seca, sendo esta última vantagem 

significativa principalmente em regiões semiáridas do país com condições 

edafoclimáticas adversas (Beltrão et al., 2007).  

O consumo interno de óleo diesel no Brasil é da ordem de 40 bilhões de 

litros por ano, sendo 80,3% utilizados em transportes, 16,3% consumidos pela 

agricultura e 3,4% pela indústria e outros setores. Contudo, o potencial de 

utilização do biodiesel ainda se mantém pouco explorado, diferente de outros 

países que atuam nesse sentido em grande escala (Rodrigues, 2006).  

 

2.2 Estresse Abióticos em Plantas 

As plantas estão sujeitas a estresses bióticos e abióticos. Estresses 

bióticos compreendem aqueles causados por insetos, bactérias, fungos e vírus, 

enquanto que nos abióticos as plantas estão expostas a estresses ambientais tais 

como mudanças de temperatura e umidade relativa do ar, radiação solar, 

deficiência hídrica ou mineral e salinidade no solo (Taiz and Zeiger, 2009). Estas 

condições de estresse são um desvio significativo das condições ótimas para a 

vida, e induzem mudanças e respostas em todos os níveis funcionais do 

organismo, as quais são reversíveis a princípio, mas podem se tornar 

permanentes (Larcher et al., 2000).  

Os estresses abióticos nas plantas são ocasionados por condições 

edafoclimáticas em virtude de não poderem evitar condições ambientais 

adversas, devido à sua natureza séssil. Esta condição exige que a planta 

aclimate-se, produzindo metabólitos através da alteração da expressão gênica. 

Esses fatores de estresse abióticos são uma ameaça para as plantas, impedindo-
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as de alcançar seu potencial genético completo e produtividade de culturas de 

limite em todo o mundo (Krishania et al., 2013). 

Para sobreviver, os vegetais desenvolveram durante a evolução alguns 

mecanismos de defesa, produzindo metabolitos através da alteração da 

expressão gênica, que podem ser classificadas como estruturais, baseadas em 

características anatômicas (pêlos, espinhos, tricomas e ceras); e químicas, 

quando relacionadas a compostos biologicamente ativos de massa molecular 

variada (aminoácidos não proteicos, alcaloides e proteínas).  

Os estresses abióticos em plantas também causam a produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), que ocorre nos cloroplastos, mitocôndria e 

peroxissomos; a produção de radical superóxido (O2-); o peróxido de hidrogênio 

(H2O2); o radical hidroxila (OH-), e o oxigênio singleto (O2). Esses compostos 

causam a desnaturação de proteínas (Asada, 1999), entre outros danos, como 

oxidação de lipídios de membranas (Prisco, 1980). 

A fotossíntese é o processo metabólico que mais produz ROS nas células 

vegetais (Miller et al., 2010) e quando não é controlada pelos antioxidantes a 

fotossíntese pode ser inibida, assim como a atividade de algumas enzimas, pelos 

danos provocados na estrutura de proteínas (Sairam and Saxena, 2000; 

Hernandez et al., 2000). 

Quando as plantas estão sob condições normais de cultivo, neutralizam 

esses efeitos das ROS, devido à atividade dos antioxidantes, entretanto quando a 

produção dos antioxidantes não é suficiente para neutralizar as ROS, as plantas 

sofrem com estresse oxidativo, simultaneamente, quando submetidas a outros 

estresses abióticos (Scandalios, 2002). 
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2.2.1 Déficit Hídrico 

A diminuição da disponibilidade de água é um dos fatores ambientais mais 

importantes na regulação do crescimento e do desenvolvimento das plantas. 

Quando expostas a esse estresse, apresentam várias formas e estratégias para 

superar as limitações impostas pelo ambiente, produzindo mecanismos de 

adaptação ou aclimatação para sobreviver, como: fechamento dos estômatos, 

produção de folhas menores, redução na área foliar, ajuste osmótico e aumento 

da profundidade das raízes. 

Com a diminuição do conteúdo de água na planta, as células vegetais 

contraem, devido ao decréscimo de volume celular e ao decréscimo na pressão 

de turgor que causa uma diminuição na taxa de crescimento. Infuenciando a 

concentração de solutos nas células e que estão envolvidos no processo de 

ajuste osmótico, tais como a prolina, um aminoácido osmoprotetor particularmente 

sensível ao estresse (Larcher et al., 2000). Os osmoprotetores reduzem o 

potencial hídrico, ajudando assim a manter o movimento de água para as folhas 

e, consequentemente, favorecendo a turgescência das mesmas (Hopkins, 1995). 

As plantas precisam fixar o CO2 para realizar a fotossíntese, mas perdem 

água pela folha majoritariamente nos estômatos, estruturas com grau de abertura 

e fechamento morfo-fisiologicamente regulável para controle da disponibilidade de 

CO2 e transpiração. A abertura estomática regula a saída de vapor de água 

juntamente com a entrada de CO2, para viabilizar a fotossíntese, entretanto 

quando planta está sob estresse hídrico a fotossíntese tende a decrescer, assim 

como o potencial hídrico das células-guarda que induz o fechamento dos 

estômatos. 
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O mecanismo de regulação estomática depende tanto do CO2, quanto do 

vapor de água e das variações de turgescência das células vegetais foliar. Esta 

regulação ainda é controlada pelo ácido abscísico (ABA), principal hormônio 

envolvido no fechamento dos estômatos, sintetizado continuamente em baixas 

taxas nas células dos mesófilos. Entretanto o ABA tem uma dupla função diante 

ao estresse hídrico: um curto prazo reduz a transpiração e em longo prazo que 

induz a síntese de proteínas que aumentam a tolerância das plantas à 

dessecação (Taiz and Zeiger, 2009). 

A redução da taxa de assimilação de CO2 durante o estresse hídrico deve-

se à redução da disponibilidade de CO2 no interior da folha, causada pelo 

fechamento dos estômatos em resposta a redução da disponibilidade de água no 

solo (Rosa et al., 1991). A deficiência hídrica altera desde a fotossíntese até a 

síntese proteica, de ácidos graxos e acúmulo de solutos.  

Dentre as respostas mais comuns em plantas, incluindo pinhão-manso, 

estão a disfunção do transporte de elétrons nos tilacoides, danos às clorofilas, 

diminuição dos sistemas antioxidantes, maior produção de H2O2 e outras espécies 

reativas de oxigênio, peroxidação de lipídeos e redução da fotossíntese 

(Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 1996; Silva et al., 2010). Como 

consequência, podem ser observadas a redução no crescimento da parte aérea e 

a diminuição na demanda de fotoassimilados, que podem ser alocados na parte 

subterrânea, favorecendo o crescimento de raízes na busca de locais mais 

úmidos do solo (Taiz and Zeiger, 2009). 
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2.2.2 Estresse Salino 

O estresse salino é caracterizado pelo excesso de íons no do solo, que se 

dá pelo acúmulo predominantemente dos íons, tais como: Na+, Ca2+, Mg2+, K+, Cl-, 

SO4
2-, HCO3

-, CO3
2-, BO3

- e NO3
- (Epstein and Bloom, 2006; Ferreira et al., 2010), 

prejudicando expressivamente a produtividade das plantas cultivadas (Munns and 

Tester, 2008). 

A salinidade dos solos pode ser de origem natural (regime pluvial e da alta 

evaporação) ou antropogênicas. Dentre as antropogênicas, as principais causas 

são a irrigação com alta concentração de solutos ou mesmo a evaporação, que 

geram a incorporação de sais aos solos acompanhado de uma deficiência no 

sistema de drenagem na área agricultáveis, permitindo o acúmulo de íons na 

superfície do solo e deposito na zona do sistema radicular.  

Altas concentrações salinas podem causar efeitos diversificados nas 

plantas derivados por dois componentes principais: o osmótico, que altera 

drasticamente o balanço hídrico da planta e, o iônico, proveniente do desequilíbrio 

dos íons, causando efeitos tóxicos e desbalanceamento nutritivo (Zhu, 2001; 

Lauchli and Grattan, 2007). 

Várias alterações nas células vegetais, quando submetidas ao estresse 

salino, foram descritas, tais como: a diminuição da fotossíntese e 

consequentemente a menor disponibilidade de carboidratos, substratos 

necessários para o crescimento do vegetal; a redução no teor de proteínas, 

devido ao aumento da proteólise (Parida and Das, 2005; Silveira et al., 2003); e 

metabolismo de lipídios em função da maior intensidade de oxidação. Tais 

processos afetam a área foliar e a taxa de crescimento das plantas, pois a 

salinidade aumenta o gasto de energia metabólica para absorção de água pelas 
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raízes para realizar os ajustes bioquímicos necessários à sobrevivência sob 

estresse, portanto desviando a energia do crescimento e dos processos 

produtivos (Rhoades et al., 2000). 

Na literatura, algumas estratégias adaptativas são utilizadas pelos 

organismos vegetais ao estresse salino, como: retenção de íons em raízes ou 

mesmo o sequestro de íons tóxicos em vacúolos celulares (Munns, 2002). Assim, 

evitando níveis tóxicos no aparato fotossintético, redução da área foliar, trazendo 

economia de água (Oliveira et al., 2007), ajuste osmótico , através do acumulo de 

solutos compatíveis, como prolina e glicina (Bohnert et al., 1999). 

É possível que a tolerância à salinidade envolva adaptações nas 

membranas que afetam a permeabilidade e facilitam o transporte de íons, contudo 

a resposta das plantas à salinidade depende de vários fatores, como o estádio 

fisiológico no qual é aplicado o estresse, a intensidade e duração, e sobretudo, o 

genótipo utilizado (Silveira et al., 2001). 

 

2.2.3 Salinidade e Déficit Hídrico Associados aos Mecanismos Moleculares 

Os recentes avanços científicos e tecnológicos verificados a partir das 

pesquisas genéticas de diversas espécies vegetais têm mostrado que as plantas 

respondem ao estresse hídrico e à salinidade com alterações fisiológicas e 

metabólicas para maior tolerância, de acordo com os genes que possui e 

principalmente com a maneira com que estes genes são ativados (Araújo et al., 

2005).  

A tolerância a tais estresses em plantas decorre da síntese e ativação de 

proteínas, com funções específicas, tais como: rápida percepção e transmissão 

de sinais ambientais; proteção às membranas, as enzimas e ao DNA das células; 
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aumento na capacidade de absorção de água do solo; e redução na perda de 

água por transpiração (Benko-Iseppon et al., 2005). Quando submetidas aos 

estresses hídrico e salino, os problemas são detectados pela planta por 

mecanismos sensores e de transdução de sinais.  

A resposta a ativação de fatores transcricionais por déficit hídrico leva a 

ativação de uma série de mecanismos de resposta ao estresse, responsáveis por 

conferir a tolerância. Entre os mecanismos que são regulados estão os 

mecanismos de: movimento de água (aquaporinas), as chaperonas (Hsp) e o de 

osmoproteção (prolina) (Maurel et al., 2008; Zhang et al., 2007). 

Em resposta à salinidade, diversas proteínas têm sido identificadas com 

acúmulo diferencial através de análise proteômica e anotação associada a 

proteínas de membrana, receptores e quinases, cuja regulação é conhecidamente 

responsiva a outros estresses tais como frio, seca e tratamento ácido abscísico 

(Cheng et al., 2009). Especificamente em pinhão-manso, o estresse por seca 

associado a altas temperaturas altera significativamente os mecanismos de 

proteção contra espécies reativas de oxigênio e reduz a capacidade fotossintética 

devido a danos nas membranas celulares (Silva et al., 2010). Várias enzimas do 

metabolismo oxidativo (superóxido-dismutase, ascorbato peroxidase, catalase) 

mostraram-se altamente responsivas à seca, calor e a ambas as condições 

associadas.  

Desta forma, torna-se relevante investigar quais variações moleculares no 

conjunto de proteínas e peptídeos cloroplastidiais, direta ou indiretamente 

associados à biossíntese de ácidos graxos, ocorrem em plantas de pinhão-manso 

submetidas a estresses abióticos pertinentes às condições de cultivo tais como o 

déficit hídrico e a salinidade do solo. 
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2.3 Utilizações da Tecnologia Proteômica no Estudo Planta X Estresses 

Abióticos 

A proteômica estuda o conjunto de proteínas sintetizadas por uma célula ou 

conjunto de células em um estágio de desenvolvimento ou condições ambientais 

específicas definidas, A caracterização geral do proteoma com identificação do 

maior número possível de proteínas ou daquelas proteínas diferencialmente 

expressas entre duas amostras contrastantes é um procedimento que pode ser 

adotado para identificação de proteínas cloroplastidiais de pinhão-manso 

associadas com respostas ao estresse hídrico e salino. Em virtude de esta 

organela ser o sítio primário da síntese de ácidos graxos e alguns glicerolipídeos 

em Jatropha (Ye et al., 2009), síntese de várias enzimas, complexos enzimáticos 

e de proteínas reguladoras da sua biossíntese. 

Análise proteômica de cloroplastos tem sido amplamente utilizada em 

Arabidopsis, permitindo a elaboração de banco de dados para localização 

subcloroplastidial de proteínas e peptídeos, denominado AT_CHLORO. É 

composto por 1.323 proteínas identificadas por 10.654 sequências peptídicas 

distintas, obtidas de cloroplastos purificados e subfrações obtidas de amostras 

foliares (Ferro et al., 2010). Este banco de dados foi utilizado para comparação da 

expressão de enzimas específicas de cloroplasto associadas a vias biossintéticas 

de isoprenoides (Joyard et al., 2009). Outros estudos também foram feitos com 

plastídios não fotossintéticos de raiz de alfafa, sendo identificadas proteínas 

associadas a estresses bióticos e abióticos (Daher et al., 2010). Em relação a 

enzimas do estroma e das membranas do envelope cloroplastidial diretamente 

participantes do metabolismo de lipídeos, foi verificado por análise proteômica 
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que os dois principais compartimentos cloroplastidiais desempenham funções 

majoritárias. No estroma ocorrem as etapas iniciais da biossíntese de ácidos 

graxos, e nas membranas do envelope concentram a maioria das proteínas 

responsáveis pelo metabolismo dos glicerolipídeos (Joyard et al., 2010).  

Portanto, o conhecimento efetivo de onde, como e quando proteínas são 

produzidas é essencial para o entendimento dos processos biológicos (Bestel-

Corre et al., 2004). Apesar disso, especificamente em pinhão-manso, o 

conhecimento proteômico é ainda restrito. Já foram realizados estudos 

comparativos de proteômica diferencial entre tecidos do embrião e endosperma 

em J. curcas. 

O proteoma do endosperma na germinação das sementes de pinhão-manso 

(J. curcas) foi publicado (Yang et al., 2009) através de análise e identificação de 

proteínas envolvidas na mobilização do óleo com a utilização de separação 

eletroforética 2D e espectrometria de massa. Os resultados mostraram que o 

início da mobilização de óleo ocorre durante a germinação e posteriormente, o 

óleo é consumido durante o desenvolvimento inicial da planta. Considerando-se 

tecidos de embrião e do endosperma, foram identificadas mais de 140 proteínas 

de expressão não variável e 15 proteínas diferencialmente expressas entre os 

dois tecidos. Essas foram presumivelmente anotadas como relacionadas ao 

metabolismo, estresse hídrico, transdução de sinais e estrutura e reservas de 

óleo. As proteínas do endosperma foram predominantemente: as enzimas 

relativas ao catabolismo e de reserva, que forneciam nutrição para o embrião em 

crescimento (Liu et al., 2009).  

Além disso, vários estudos (Costa et al., 2010; Gomes et al., 2010; Sato et 

al., 2011; Xu et al., 2011) estão sendo gerados no intuito de isolar e caracterizar 



16 
 

novos genes que estão envolvidos na rota de biossíntese de ácidos graxos, como 

um começo para produzir plantas transgênicas com o aumento do teor de óleo da 

Jatropha. 

Neste contexto, a elucidação da regulação da expressão gênica em pinhão-

manso ligada à seca e salinidade através da investigação do proteoma de 

cloroplasto, mediante géis e espectrometria de massas, permitirá identificar 

peptídeos e os respectivos genes codificantes alterados pelo estresse hídrico e 

salino, viabilizando um significativo avanço na determinação dos mecanismos de 

regulação e das interações entre as redes de genes nesta espécie cultivada.  

 

 

3. Objetivos 

 

3.1 Objetivo Geral 

Identificar peptídeos produzidos diferencialmente em cloroplastos de 

plantas de pinhão-manso em resposta aos estresses por déficit hídrico e/ou por 

salinidade.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

a) Otimizar protocolo para extração de peptídeos cloroplastidiais de pinhão-

manso; 

b) Selecionar peptídeos potencialmente produzidos em resposta ao estresse 

hídrico e/ou salino em cloroplasto de pinhão-manso. 
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c) Identificar peptídeos selecionados e relacioná-los via anotação presumível 

com proteínas envolvidas em possíveis mecanismos de tolerância ao estresse 

por déficit hídrico e salinidade em cloroplasto de pinhão-manso. 

 

 

 

4. Materiais e Métodos 

 

4.1 Material Vegetal  

As sementes de pinhão-manso foram gentilmente cedidas pela Universidade 

Federal de Alagoas (Maceió-AL), selecionadas em função do tamanho e 

germinadas em bandejas com areia lavada. Após germinação, as plântulas foram 

selecionadas quanto à uniformidade de tamanho e sanidade, e transferidas para 

vasos de polietileno contendo 15 kg de areia ou substrato comercial, conforme 

Figura 1. 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação no Laboratório de 

Fisiologia Vegetal, pertencente ao Departamento de Biologia da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), em Recife-PE, no período de outubro a 

dezembro de 2011.  

 

4.1.1 Tratamentos  

As plântulas foram submetidas aos tratamentos hídrico ou salino 60 dias 

após a germinação. Os vasos continham areia lavada no tratamento salino e 
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substrato comercial no tratamento hídrico. Em ambos os tratamentos as amostras 

foram constituídas por folhas coletadas no terço médio superior das plantas. As 

amostras coletadas foram acondicionadas em tubos de 50 mL (Falcon), 

imediatamente imersas em nitrogênio líquido e armazenadas a -80ºC. 
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Figura 1. Imagens do experimento de pinhão-manso sob condições de salinidade e déficit hídrico em casa de vegetação. A) Seleção das sementes 

em função do tamanho. B) Plantio das sementes em bandejas com areia. C) Plantas com 14 dias após a germinação. D) Aferição do tamanho das 

plantas a serem transplantadas. E) Transplantio das plantas para vasos de polietileno. F) Visão geral do experimento. 
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4.1.1.1 Tratamento Hídrico  

Quinze dias após a germinação, as plântulas mais uniformes quanto à altura 

foram transplantadas para vasos de polietileno contendo cerca de 15 kg de terra 

vegetal composta. O delineamento experimental adotado foi inteiramente 

casualizado, que consistiu de dois tratamentos hídricos com supressão de rega e 

rega diária [100 % da capacidade de pote (CP)], com cinco repetições cada 

(Figura 2), segundo a metodologia proposta por (Sousa et al., 2000). As plantas 

foram regadas diariamente e a capacidade de pote foi adotada como o conteúdo 

de água retida pelo substrato após sofrer saturação e consequente ação da 

gravidade, até o cessamento da drenagem. A superfície do vaso foi coberta com 

plástico para evitar a excessiva evaporação da água do solo. Após o período de 

aclimatação (60 dias), foi feita a diferenciação dos tratamentos hídricos até que os 

estômatos fechassem (cinco dias após o início do estresse), condição para que 

fosse realizada a coleta. Amostras de folhas de pinhão-manso foram coletadas 

para análise de géis 1D e 2D e posterior identificação dos DEP´s (peptídeos 

diferencialmente expressos). 
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Figura 2. Imagem representativa do experimento de pinhão-manso sob condições de déficit 

hídrico. 

 

4.1.1.2 Tratamento salino  

As plântulas utilizadas foram transferidas para vasos de polietileno contendo 

areia previamente lavada para a retirada da matéria orgânica, sendo regada em 

dias alternados com água de torneira e com solução nutritiva de Hoagland e 

Arnon (1950) até a drenagem da rega. As plantas foram mantidas nessa condição 

por 60 dias e, após esse período, foram expostas ao estresse salino.  

Os tratamentos empregados nesse experimento foram: controle solução 

nutritiva de Hoagland e Arnon) e salino [solução nutritiva contendo 200 mM de 

NaCl (Hussain et al., 2004)], com quatro repetições cada. Após o período de 2h e 

72h amostras controle e sob estresse salino foram coletadas a fim de se obter 

respostas ao estresse iniciais e tardias respectivamente, Figura 3.  
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Figura 3. Imagem representativa do experimento de pinhão-manso sob condições de salinidade. 

 

 

4.2 Análises Fisiológicas  

4.2.1 Clorofila a, Clorofila b, Clorofila Total e Carotenoides  

A quantificação das clorofilas (a e b) e carotenoides foi realizada a partir de 

folhas cortadas em pequenos pedaços em acetona a 80% (v/v), de cada 

tratamento, conforme o método proposto por Lichtenthaler (1987). O teor de 

clorofilas e carotenoides foi determinado com base em leituras de absorbância de 

663 nm para a clorofila a, 645 nm para a clorofila b, e a 480 nm para os 

carotenoides, realizado no espectrofotômetro. Os teores de clorofilas e 

carotenoides (g kg-1) foram calculados pelas seguintes fórmulas:  

     ⌊(            )  (           )⌋  [
 

       
] 
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     ⌊(           )  (          )⌋  [
 

       
] 

                    

    [
⌊(           )  (         )   (          )⌋

   
]  [

 

       
] 

 

4.2.2 Danos na Membrana  

O grau de integridade das membranas foi estimado pela análise de 

vazamento de eletrólitos (Alves et al., 2009, com modificações). Foi coletada uma 

(1) folha por planta, e estas foram cortadas em áreas de 1 cm2 (1 cm base x 1,0 

cm altura) de cada réplica biológica. Essas amostras foram colocadas em tubos 

de ensaio com 10 mL de água destilada e incubadas em banho-maria a 25°C por 

24 h. Após o período de incubação, foi determinada a condutividade elétrica do 

extrato (C1) com condutivímetro, expresso em μS.cm-1. Em seguida, as mesmas 

amostras de folhas foram colocadas em banho-maria a 100°C por 1 h e, após 

resfriamento até temperatura ambiente, foi realizada a leitura da condutividade 

elétrica do extrato (C2). O percentual de vazamento de eletrólitos foi estimado 

pela relação:    (
  

  
)     . 

 

4.2.3 Potencial Hídrico Foliar (ᴪwf)  

A determinação do potencial hídrico foliar (ᴪwf) foi realizada através do uso 

de câmara de pressão (Scholander et al., 1965), com protocolo padrão.  
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4.2.4 Teor Relativo de Água  

Para o teor relativo de água (TRA), utilizou-se de cinco quadrados de área 

conhecida da matéria fresca, os quais foram imediatamente pesados para 

obtenção do peso da massa fresca (PMF). Em seguida, os mesmos foram 

acondicionados em placas de Petri, com papel filtro, contendo 10 mL de água 

destilada e deixadas em geladeira por um período de 24 h. Após este período, os 

quadrados foram novamente pesados para obtenção do peso da massa túrgida 

(PMT). Por fim, os quadrados foram colocados em estufa, obtendo-se o peso da 

massa seca (PMS). O TRA foi calculado conforme a fórmula:   

    ⟦
    –    

    –    
⟧      conforme Barrs and Weatherley (1962). 

 

4.2.5 Fotossíntese, Transpiração, Condutância Estomática e Concentração 

Interna de CO2  

As medições de fotossíntese líquida (A), transpiração (E) e condutância 

estomática (gs) foram realizadas com o analisador portátil de CO2 a infravermelho 

(IRGA, ADC modelo LCi Pro, Hoddesdon, UK). 

 

4.2.6 Análise Estatística 

Os dados fisiológicos obtidos foram submetidos à análise de variância e 

as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade através 

do programa estatístico Assistat 7.5 Beta (Silva and Azevedo, 2002). 

 

4.3 Análise Proteômica  
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4.3.1 Testes de Protocolos para Obtenção de Cloroplastos de Pinhão-Manso 

Os protocolos utilizados para isolamento de cloroplastos de pinhão-manso 

são descritos a seguir: 

Protocolo 1 (Mariac et al., 2000): A amostra foi triturada em nitrogênio 

líquido e o material vegetal transferido para um tubo com 50 mL com tampão de 

sorbitol (0,35 M sorbitol, 0,1 M Tris, 5 mM EDTA, pH 7.8) contendo 0,5% de 

bissufito de sódio. Posteriormente a solução foi filtrada em uma camada de TNT 

(tecido não tecido). O filtrado foi centrifugado a 4000 x g por 25 min a 4 °C e o 

sobrenadante descartado. O material sedimentado foi ressuspendido em 40 mL 

tampão de sorbitol, sem adição de bisufito de sódio, e centrifugado a 1000 x g por 

20 min. Após essa etapa, o sobrenadante foi descartado, restando o sedimento 

enriquecido em cloroplasto. 

Protocolo 2 (Triboush et al., 1998): A amostra foi macerada com pistilo e 

almofariz em 20 mL de solução STE (400 mM sacrose, 50 mM Tris pH 7.8, 20 mM 

EDTA-Na2, 0,2% soro bovino albumina, 0,2% β -mercaptoetanol), e em seguida 

filtrada em uma camada de TNT e centrifugada a 200 x g por 20min a 4 ºC 

(descarte os núcleos). O sobrenadante foi recentrifugado a 370 x g por 20 min a 

4°C e o pellet (rico em cloroplasto) coletado. 

Protocolo 3 (Van Wijk et al., 2007): A amostra foi macerada em pistilo e 

cadinho e posteriormente triturada em liquidificador com 50 mL de tampão de 

trituração [50 mMTris-HCl (pH 8,0), 330 mM sorbitol, 2 mM de EDTA-Na2 (pH 

8,0), 5 mM de ácido ascórbico, cisteína 5 mM, 0,05% soro bovino albumina (BSA)] 

e filtrado em uma camada de TNT. Centrifugou-se o extrato bruto a 1300 x g por 3 

min a 4° C e descartou-se o sobrenadante. O sedimento foi ressuspendido em 2 

mL tampão de lavagem [50 mM de Tris-HCl (pH 8,0), 330 mM de sorbitol, 2 mM 
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de EDTA-Na2 (pH 8,0)] e, em seguida, a solução foi colocada sobre 13 mL de 

gradiente de sacarose 50% [50% sacarose, 0,5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl (pH 

8,0), 330 mM sorbitol] e 30% [30% sacarose, 0,5 mM EDTA, 50 mM Tris–HCl (pH 

8,0), 330 mM sorbitol]. Centrifugou-se a 3750 x g por 10 min a 4ºC em um rotor 

tipo swing-bucket, para obtenção da fração cloroplastidial que foi recolhida da 

interface entre o gradiente de sacarose. A fração cloroplastidial foi transferida 

para tubo de 2 mL e lavada em 1,5 mL de tampão de lavagem a 1200 x g por 3 

min a 4°C seguindo-se de remoção do sobrenadante. 

Protocolo 4 (Fan et al., 2009): A amostra foi macerada com pistilo e 

almofariz em tampão de extração [0,3 M de sorbitol, 1 mM de MgCl2, 50 mM de 

Tris-HCl (pH 7,8), 2 mM EDTA, 0,04% β-mercaptoetanol e 0,1% de 

polivinilpolipirrolidona]. O homogeneizado foi filtrado em duas camadas de TNT 

por duas vezes. Depois, o homogeneizado foi centrifugado a 1500 x g, por 10 min 

a 4°C. Subsequentemente, o pellet contendo os cloroplastos foram 

cuidadosamente ressuspensos em 1 mL de tampão de isolamento [0,3 M de 

sorbitol, 1 mM de MgCl2, 50 mM de Tris-HCl (pH 7,8) e 2 mM EDTA]. O material 

acima foi então carregado no topo do gradiente de sacarose 13 mL de gradiente 

de sacarose 50% [50% sacarose, 0,5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 330 

mM sorbitol] e 30% [30% sacarose, 0,5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 330 

mM sorbitol] e centrifugado a 8000 x g por 20 min a 4°C. Os cloroplastos foram 

coletados a partir da interfase entre 30 e 50% do gradiente de sacarose, e 

posteriormente lavados tampão de isolamento. 

Protocolo 5 (Molecular Techniques and Methods, 2001): A amostra foi 

macerada com pistilo e almofariz em 5 mL de solução A [0,35 mM sorbitol, 5 mM 

Tris-HCl pH 8, 5 mM EDTA, 0,1%, 0,2% soro bovino albumina e 1% β-
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mercaptoetanol]. Em seguida, foi filtrada em uma camada de TNT e centrifugada 

a 1000 x g por 15 min a 4°C(descarte dos núcleos). O sobrenadante foi 

recentrifugado a 1000 x g por 15 min a 4°C, e em seguida o sobrenadante foi 

descartado e ressuspendido em 1 mL de tampão de lavagem [0,35 mM sorbitol, 

50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 25 mM EDTA]. A solução foi carregada sobre 13 mL de 

gradiente de sacarose 50% [50% sacarose, 0,5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl (pH 

8,0), 330 mM sorbitol] e 30% [30% sacarose, 0,5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl (pH 

8,0), 330 mM sorbitol] e centrifugada a 8000 x g por 20 min a 4°C. Em seguida 

coletou-se a fração cloroplastidial a qual foi lavada com 2 mL de solução de 

lavagem. 

Protocolo 6: Uma folha de pinhão-manso foi cortada em pedaços pequenos 

e posteriormente macerada em almofariz com pistilo sob gelo com 20 mL da 

solução 1 (0,35 M sorbitol, 0,1 Tris, 5 mM EDTA, pH 7,8 e 0,5% de bissulfito de 

sódio). Após esta maceração, o líquido foi transferido para um liquidificador e 

acrescetado 30 mL da mesma solução, utilizando cinco pulsos de cinco 

segundos, para melhor homogeneização e quebra de tecidos que não foram 

rompidos com maceração. O homogeneizado foi filtrado em uma camada de TNT 

esterilizado. O resto foliar aderido ao TNT foi novamente macerado com 10 mL da 

solução 1 gelada e re-filtrado em TNT. A solução esverdeada foi transferida para 

dois tubos de 50 mL (Falcon) e centrifugadas a 1500 x g, 4ºC, por 20 min. O 

sedimento foi ressuspendido em 2 mL de tampão de lavagem e colocado sobre 

13 mL de solução de sacarose 30% [30% sacarose, 0,5 mM EDTA, 50 mM Tris-

HCl (pH 8,0), 330 mM sorbitol], quando submetido a outra centrifugação a 2500 x 

g, 5 min a 4ºC. Ao sedimento coletado adicionou-se 2 mL de tampão de lavagem. 

Os novos tubos foram centrifugados a 100 x g por 5 min a 4°C e, após a 
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centrifugação coletou-se o sobrenadante que foi transferido para outro tubo de 2 

mL, o qual foi novamente centrifugado a 380 x g, por 10 min a 4ºC, finalmente 

coletou-se pellet cloroplastidial.  

Os padrões e as amostras cloroplastidiais foram analisadas em 

microscopia ótica visível a 400x para visualização da integridade dos cloroplastos 

e presença de outras estruturas celulares. 

 

4.3.2 Extração e Quantificação de Proteínas Totais Cloroplastidiais  

As proteínas totais das amostras de cloroplastos foram extraídas conforme 

metodologia Fan et al. (2009), com modificações. Adicionou-se 1 mL de tampão 

de ressuspensão contendo Tris 100 mM, EDTA 100 mM, borato de sódio 50 mM, 

50 mM de vitamina C, 1% de Triton X-100, 2% de β -mercaptoetanol ao material 

rico em cloroplasto e agitada em vortex durante 5 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente, adicionou-se 1 mL de fenol saturado, e depois as amostras foram 

colocadas em agitação por 30 min. Em seguida, foram centrifugadas a 15000 x g 

por 15 min a 4 °C e a fase fenólica foi transferida para outro tubo de 2 mL. Essa 

etapa foi realizada mais uma vez.   

As proteínas foram precipitadas por adição de 1,5 mL sulfato de amónio em 

metanol e incubadas  a 4 °C por 12 h.  A solução foi centrifugada 15000 x g por 

15 min a 4° C, os sedimentos de proteína foram ressuspensos e lavados com 

metanol gelado,  seguido de acetona gelada três vezes. Depois de cada lavagem, 

os aglomerados de proteína foram centrifugados a 15000 x g por 15 min a 4°C. 

Em seguida, o sobrenadante foi cuidadosamente decantado. Finalmente, os 

pellets lavados foram secos ao ar. 
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As amostras foram ressuspendidas em tampão de solubilização contendo 

ureia e tioureia na proporção 8 M:2 M e em seguida estocadas em ultrafreezer. 

A quantificação das proteínas totais foi de acordo com o método de 

Bradford (1976), que utiliza o Coomassie Brilliant Blue G-250 como reagente de 

coloração e para estabelecimento da curva padrão uma solução padronizada de 

albumina de soro bovino (BSA) na concentração de 2,0 mg.mL-1. Foram utilizados 

10 µL dos extratos proteicos, adicionado de água deionizada e o reagente de 

coloração, compondo volume final de 1 mL.  

 

4.3.2 Eletroforese SDS-PAGE (1D) 

Os géis unidimensionais foram construídos para verificação da integridade 

dos extratos e identificação de peptídeos via espectrometria de massas nos 

tratamentos hídrico e salino. 

Géis SDS-PAGE (12,5% de poliacrilamida) foram submetidos a 

eletroforese com voltagem constante de 150 V, em um sistema mini gel com 10 

cm x 10 cm. Utilizou-se marcador de baixo peso molecular (LMW Calibration, GE 

Life Sciences) e foram aplicados 15 µg de proteínas totais cloroplastidiais, 

adicionadas em igual volume de tampão de amostra e aplicadas no gel. Após a 

eletroforese, os géis foram corados com azul de Coomassie Brilliant, conforme 

modificação do método de Candiano et al. (2004) e posteriormente digitalizados 

em scanner de transparência ImageScanner III (GE Life Sciences). 

 

4.3.3 Eletroforese Bidimensional (2D-PAGE) 
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4.3.3.1 Focalização Isoelétrica (IEF) – 1ª Dimensão 

Um total de 150 μg de proteínas de cada extrato foi dissolvido em solução 

Tris-HCl 50 mM (pH 8,8), ureia 7M, tiureia 2M, Triton 0,4% (v/v), CHAPS 2% 

(m/v), DTT 70 mM, anfolinas 0,8% (v/v) (IPG buffer, pH 3-10 NL; GE Life 

Sciences) e azul de bromofenol 0,005% (m/v). Os extratos foram aplicados sob 

fitas impregnadas com acrilamida desidratada (IPG 11 cm, gradiente de pH 3-10 

não linear; GE Life Science). As fitas IPG reidratadas sofreram focalização 

isoelétrica no (Multiphor II, GE Life Sciences) durante 6 h a 10°C. Durante a 

focalização isoelétrica utilizou-se as seguintes condições: 150V-2 h, 300V-1h, 

500V-1h, 6000V-2 h. Após a focalização isoelétrica, as fitas foram armazenadas a 

-80°C.  

As fitas IPG foram equilibradas em duas soluções redutoras de pontes de 

dissulfeto. A solução de equilíbrio é composta por Tris-HCI 50 mM (pH 6,8), ureia 

6 M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (m/v) (solução estoque). A primeira solução é 

composta da solução estoque e DTT e a segunda solução é composta da solução 

estoque, e iodoacetamida 2,5% (m/v) (Görg et al., 1987) e azul de bromofenol 

0,005% (m/v). As fitas IPG foram equilibradas por 15 min em cada solução.  

 

 

4.3.3.2 Eletroforese 2D-PAGE – 2ª Dimensão 

A segunda dimensão da eletroforese foi conduzida em gel vertical de 

poliacrilamida, no sistema Multiphor II Electrophoresis Unit (GE Life Sciences) em 

gel de poliacrilamida 12,5% ExcelGel homogêneo (GE Life Sciences) de 24 cm a 

15 ºC. A primeira etapa da eletroforese foi realizada a 120 V, 20 mA e 30 W em 

condições constantes, com duração de 30 min, tempo necessário para que ocorra 
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a transferência da amostra para o gel. A segunda etapa da corrida ocorreu a 600 

V, 50 mA de corrente e 30 W de potência novamente em condições constantes, 

por aproximadamente 1 h e 30 min. 

 

4.3.3.3 Visualização das Proteínas 

Completada a eletroforese bidimensional, os géis foram corados com 

Coomassie Brilliant Blue coloidal G250, conforme modificação do método de 

Candiano et al., (2004) descrita por Souza (2006). Em seguida foram 

mergulhados em solução fixadora (etanol 40%, ácido acético 10%) por 30 min sob 

agitação constante. Após o descarte da solução fixadora, adicionou-se a solução 

de coloração (corante Coomassie blue PlastGel  blue R, GE Life Sciences) 0,02% 

em metanol, ácido acético e água  deionizada na proporção de 3:1:6, 

respectivamente. Este procedimento foi realizado duas vezes, com duração de 45 

min cada um. Após o procedimento de coloração, o gel foi descorado através de 

quatro lavagens subsequentes em solução descorante (etanol 20%, ácido acético 

5%) de 15 min, 45 min e duas vezes de 2 h. Após as lavagens os géis foram 

armazenados em solução de preservação (ácido acético 5%). 

 

 

4.3.3.4 Obtenção e Análise das Imagens 

As imagens dos géis 2D do subproteoma de cloroplastos de pinhão-manso 

foram digitalizadas no ImageScanner III (GE Life Sciences) com uso do programa 

LabScan 6.0 (GE Life Sciences). Foram utilizados os seguintes parâmetros: modo 

de transparência, resolução de 300 dpi e filtro vermelho, ideal para coloração de 

géis com Coomassie blue.  
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As imagens obtidas foram analisadas com o auxílio do software Image 

Master 2D Platinum v7.05 (GE Life Sciences) o qual fornece informações dos 

spots como sua localização no gel, o ponto isoelétrico (pI), a massa molecular 

(MW) e porcentagem (%) de volume, além de informar as comparações e 

inferências estatísticas, como a razão da % de volume (Ratio), referente a razão 

entre dois spots correspondentes em um match, e o valor da ANOVA. Desta 

forma foram considerados spots com Ratio ≥ 1,5 e ANOVA ≤ 0,05, promovendo 

confiabilidade estatística aos dados.  

 

4.3.3.5 Tripsinização e Sequenciamento de Peptídeos 

Os spots selecionados foram excisados manualmente dos géis e estocados 

a -20 ºC em água deionizada. Em seguida, foi realizada a descoloração e 

remoção de SDS dos spots por incubação em solução com 50% de metanol e 

2,5% de ácido acético por 3 h a temperatura ambiente seguindo de desidratação 

com solução de acetonitrila (100%). Em seguida as proteínas foram reduzidas 

com solução de DTT (Ditiotreitol) a 10 mM por 30 min, depois alquiladas em 

solução de IAA a 50 mM, também por 30 min. Posteriormente, o spot foi lavado 

com bicarbonato de amônio a 100 mM e novamente desidratado com acetonitrila 

(100%) por três vezes. Finalizadas estas etapas, foi adicionada a solução 

contendo tripsina na concentração de 20 ng.µL-1 e incubado a 37 ºC em banho 

seco, por 16 h, garantindo a máxima tripsinização da proteína. Ao spot foi 

adicionada a solução de extração [5% de ácido trifluoroacético (TFA) em solução 

com 50% de acetonitrila] e incubada por 40 min em banho de gelo. Em seguida, a 

solução foi retirada e adicionada à solução remanescente de tripsina. Este 

procedimento foi realizado duas vezes, totalizando duas extrações. Por fim, as 
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amostras foram totalmente evaporadas, utilizando evaporadores centrífugos tipo 

Speed-Vac (Eppendorf) e armazenadas a -20 ºC até a realização das análises por 

espectrometria de massas. 

 

4.3.4 Fragmentação (MS) e Sequenciamento das Proteínas 

Os peptídeos obtidos a partir dos fragmentros do 1D e spots 2D 

selecionados foram analisados via espectrometria de massas para identificação 

presumível em analisador AutoFlex III ToF/ToF (Bruker Daltonics, Bremen, 

Alemanha), baseado na ionização por dessorção a laser assistida por matriz 

(MALDI/ToF), localizado no CETENE (Centro de Tecnologia de Nordeste). Para 

tanto, os peptídeos concentrados e secos foram eluídos em Solução de Matriz 

(1% ácido α-ciano-4-hidrocinâmico). Os espectros MS foram obtidos de acordo 

com os parâmetros do método reflexivo (RP_Proteomics), excluindo-se da análise 

íons com m/z  menor que 700 Da. Os espectros obtidos foram analisados no 

programa Flex Analysis (BRUKER). 

 

 

 

 

4.3.5 Identificação das Proteínas 

Os espectros de massa dos peptídeos foram submetidos à identificação 

presumível pelo programa online MASCOT 

(http://www.matrixscience.com/search_form_select.htmL), utilizando como 

parâmetros: a base de dados SWISSPROT (http://www.uniprot.org/); organismo 

Viridiplantae; como modificações pós-traducionais a oxidação da metionina e a 
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carboximetilação. A partir da identificação foi realizado alinhamento de 

sequências aminoacídicas através do programa BLASTp 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) contra o banco de dados de proteínas 

UniProtKB (http://www.uniprot.org/), sendo considerado significativo alinhamento 

com  e value < 0,05 e  Max ident  = 100%. 

 

 

5. Resultados 

 

5.1 Análises Fisiológicas (Experimento em Condições de Salinidade) 

5.1.1 Clorofila a, Clorofila b, Clorofila Total e Carotenoides 

O teor de clorofila a, b e total não diferiram estatisticamente (P < 0,05) nas 

folhas de pinhão-manso após 2 e 72 h de exposição ao estresse por 200 mM de 

NaCl (Figuras 4A, 4B e 4C, respectivamente). Os teores de carotenoides 

apresentaram uma queda significativa (P < 0,05) com relação ao controle, para 2 

h de exposição ao estresse salino e não diferiu após 72 h (Figura 4D).  

 

http://www.uniprot.org/
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Figura 4. Valores médios de percentuais de: A) Clorofila a. B) Clorofila b. C) Clorofila total. D) Carotenoides em pinhão-manso, sob estresse salino, 

cultivadas em areia lavada em casa de vegetação, após 2 e 72 h de exposição ao estresse com 200 mM de NaCl, tendo como parâmetro o teste de Tukey a 

5% de probabilidade. Letras comuns nas duas condições não diferem entre si, estatisticamente. 
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5.1.2 Relações Hídricas e Trocas Gasosas 

Após 2 e 72 h de exposição ao estresse por NaCl (200 mM), as plantas 

analisadas apresentaram aumentos significativos no percentual de vazamento de 

eletrólitos (danos na membrana) em relação ao tratamento controle (Figura 5A). 

Depois das 2 h de exposição ao NaCl as plantas de pinhão-manso apresentaram 

um aumento significativo de 42% e após 72 h um aumento de 52,6%, em relação 

aos respectivos controles no vazamento de eletrólitos.  

Para a variável teor relarivo de água (TRA), não foram verificadas 

diferenças significativas nas plantas de pinhão-manso expostas ao estresse salino 

por 2 e 72 h (200 mM de NaCl). O teor relativo de água apresentou uma 

tendência geral de redução com o nível crescente de sal após 2 h de exposição 

ao estresse salino, quando comparado ao controle (Figura 5B).  

Foi verificada redução significativa (P < 0,05) no potencial hídrico foliar 

(Ψwf) após 2 h de estresse salino, em relação ao seu controle, cujos valores 

médios oscilaram de -1,38 MPa (controle) a -2,38 MPa (estresse mais severo), 

conforme verificado na Figura 5C. Não foram observadas diferenças significativas 

no Ψwf, no tratamento estressado após 72 h de exposição ao NaCl, em relação ao 

controle.  

Para a transpiração foliar (E), houve reduções de 82% e 85%, 

respectivamente, após 2 e 72 h de exposição à salinidade, respectivamente 

(Figura 5D). 

As plantas sob estresse salino apresentaram reduções significativas na 

fotossíntese (A) após 2 e 72 h de exposição ao estresse salino (Figura 5E).  
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A condutância estomática (gs) decresceu com o aumento da salinidade. 

Após 2 h de exposição ao sal, foi verificada redução significativa (94%) na 

condutância estomática com relação ao tratamento controle, e, continuou reduzindo 

drasticamente após 72 h (97%), apresentando o maior percentual de redução em 

relação ao controle (Figura 5F).  

 

Figura 5. Valores médios de dados fisiológicos de pinhão-manso sob condições de salinidade: A) 

Danos na membrana celular. B) Teor relativo de água. C) Potencial hídrico foliar (Ψwf). D) 

Transpiração foliar (E). E) Fotossíntese líquida (A). F) Condutância estomática (gs) em pinhão-

manso sob estresse salino, cultivadas em areia lavada em casa de vegetação, após 2 e e 72 h de 

E F 

A B 

C D 



38 
 

exposição ao estresse com 200 mM de NaCl, tendo como parâmetro o teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. Letras comuns nas duas condições não diferem entre si, estatisticamente. 

 

 

5.2 Análises Fisiológicas (Experimento em Condições de Déficit Hídrico) 

5.2.1 Trocas Gasosas [Fotossíntese (A), Transpiração (E) e Condutância 

Estomática (gs)] 

 As variáveis das trocas gasosas (A, E e gs) foram utilizadas para marcar o 

momento da coleta das folhas de pinhão-manso em condições de déficit hídrico, 

que seria quando os estômatos apresentassem fechados. O resultado pode ser 

observado na Figura 6, onde os valores de fotossíntese (Figura 6A), transpiração 

(Figura 6B) e condutância estomática (Figura 6C) encontraram-se com valor 

próximos de zero (após o quinto dia sem rega), indicando o possível fechamento 

estomático por suspensão da rega diária e apresentando grande diferença 

significativa em relação ao tratamento controle nesse mesmo dia de avaliação. 

Para a variável transpiração, no momento da coleta, foi observada uma 

redução significativa em relação às plantas do tratamento controle, porém as 

plantas ainda estavam transpirando no momento da coleta, no quinto dia.  
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Figura 6. Valores médios de dados fisiológicos de pinhão-manso em condições de déficit hídrico: 

A) Fotossíntese líquida (A). B) Transpiração foliar. C) Condutância estomática (gs) em pinhão-

manso, cultivados em casa de vegetação do 1° ao 5º dia de estresse hídrico. 

 

 

A 

B 

C 
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5.2.2 Relações Hídricas [Potencial Hídrico Foliar (Ψwf) e Teor Relativo de 

Água (TRA)] 

 No momento da coleta (após o 5º dia de estresse), as plantas que 

deixaram de receber a rega diária apresentaram reduções significativas no 

potencial hídrico foliar (wf) (-1,3 MPa) em comparação as plantas controle (-2,3 

MPa) como pode ser visto na Figura 7A. 

Para o TRA não foram verificadas diferenças estatísticas (Figura 7B).  

 

 

Figura 7. Valores médios dos dados fisiológicos de pinhão-manso sob condições de déficit hídrico: 

A) Potencial hídrico foliar (Ψwf). B) Teor relativo de água (TRA) em plantas de pinhão-manso 

cultivados em casa de vegetação após o 5º dia em condições de déficit hídrico, tendo como 

parâmetro o teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras comuns nas duas condições não 

diferem entre si, estatisticamente. 

 

 

A B 
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5.2.3 Clorofila a, Clorofila b, Clorofila Total e Carotenoides 

 Sob condições de déficit hídrico, as plantas de pinhão-manso não 

apresentaram diferenças estatísticas para os teores de clorofila a, b, total e 

carotenoides (Figura 8A, 8B, 8C e 8D), respectivamente. 

 

Figura 8. Valores médios dos teores de: A) Clorofila a. B) Clorofila b. C) Clorofila total e D) 

Carotenoides em plantas de pinhão-manso cultivados em casa de vegetação após o 5º dia em 

condições de déficit hídrico, tendo como parâmetro o teste de Tukey a 5% de probabilidade, letras 

comuns nas duas condições não diferem entre si, estatisticamente. 

 

A B 

C D 
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5.3 Análise Proteômica  

5.3.1 Testes de Protocolos para Purificação de Cloroplasto e Extração de 

Proteínas de Cloroplastos  

Foram realizados vários testes para purificação adequada de cloroplastos 

de pinhão-manso, entretanto o mais apropriado foi o protocolo 6, desenvolvido 

neste trabalho. A utilização do pistilo/cadinho e do liquidificador para macerar e 

triturar as folhas, mostrou-se mais eficiente para a purificação de cloroplasto de 

pinhão, em detrimento da maceração em nitrogênio liquido lisa os cloroplastos, ou 

mesmo a maceração apenas no cadinho com a solução. 

A filtração e as sucessivas centrifugações servem para diminuir a 

quantidade de material vegetal que não são de interesse. As etapas do gradiente 

de sacarose servem para separar as mitocôndrias e os núcleos, dos cloroplastos, 

conforme Figura 9.  

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Figura 9. Imagens das amostras ricas em cloroplastos, visualizadas no microscópio. A) Após a 

segunda centrifugação, ainda com fragmentos celulares. B) Após a etapa do gradiente de sacarose. 
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5.3.2 Análise do Gel SDS-PAGE 

Os valores médios da concentração de proteínas de cloroplasto sob 

estresse salino, com três réplicas biológicas variaram de 0,64 µg/µL a 1,7 µg/µL. 

A qualidade desses peptídeos foram visualizadas em gel SDS-PAGE, Figuras 10 

e 11. 

Fragmentos dos géis foram selecionados, excisados, analisados através 

da espectrometria de massa e identificados, presumidamente, para análise 

qualitativa das proteínas nos tratamentos salino (Figura 10) e hídrico (Figura 11).  

As sequências de aminoácidos, após serem comparadas com o banco de 

dados de proteínas do Uniprot, foram identificadas e distribuídas em categorias de 

acordo com o seu processo biológico ou função (Figura 12 e 13), tais como: 

fotossíntese, proteínas de transporte, resposta de defesa, metabolismo de 

carboidratos, biossíntese de ácido graxos, metabolismo de actina, processamento 

de RNA e tradução. 
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Figura 10. Localização dos fragmentos excisados do gel SDS-PAGE (1D) de cloroplastos de 

pinhão–manso submetidos a 2 e 72 h de estresse salino para análise no espectrômetro de massas 

(MM: Marcador Molecular; CS: Controle Salino; EH: Estresse Salino; 1-29: Numeração dos 

fragmentos do gel).  

Figura 11. Localização dos fragmentos excisados do gel SDS-PAGE (1D) de cloroplastos de 

pinhão–manso submetido a estresse hídrico para análise no espectrômetro de massas (MM : 

Marcador Molecular; CH: Controle Hídrico; EH: Estresse Hídrico; 1-12: Numeração dos fragmentos 

do gel). 
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Figura 12. Anotação ontológica dos peptídeos identificados em plantas de pinhão-manso submetidas a estresse salino nos períodos de 2 e 72 h utilizando a 

ferramenta Gene Ontology (GO) da base de dados UNIPROT. 
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Figura 13. Anotação ontológicas dos peptídeos identificados em plantas de pinhão-manso 

submetidas a estresse hídrico utilizando a ferramenta Gene Ontology da base de dados 

UNIPROT. 

5.3.3 Análise do Gel 2D 

Os géis 2D, do déficit hídrico, foram feitos em três réplicas biológicas de 

cada condição (controle x estressado), entretanto, utilizou-se uma cópia da réplica 

para realizar a análise, como pode ser observado na Figura 12. Desta forma, 

apesar dos spots selecionados terem um Ratio ≥ 1,5 e ANOVA ≤ 0,05.  

Uma visão global da análise das imagens feitas no programa 

ImageMaster pode ser visualizada na Figura 14.  

Foram visualizados no total, 53 spots no gel controle e 86 no gel referente 

ao estresse hídrico e, destes, 16 e 39 exclusivos de cada um dos tratamentos, 

respectivamente. Os spots foram distribuídos por ponto isoelétrico (pI) de 3 a 10 e 

massa molecular entre 14,4 e 97 kDa, mas apresentaram maior  concentração no 

intervalo de pI entre 5 e 8, e massa molecular (MM) entre 30 e 66 kDa.  

Controle Estresse Hídrico 
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Nas séries de comparações onde o parâmetro condição de déficit hídrico, 

verificou-se expressão diferencial dos spots no tratamento aplicado. Na análise 

qualitativa dos géis 2D, foram verificados 38 spots comuns aos dois tratamentos e 

14 DEPs (peptídeos diferencialmente expressos). Foram selecionados um total de 

14 spots com a razão de variação da porcentagem de volume ≥ 1,5 e ANOVA ≤ 

0,05. Dentre esses, apenas, os DEPs quatro eram spots comuns (spots 9, 22, 33, 

21), cinco estavam presentes apenas nos géis referentes a estresse hídrico (44, 

46, 51, 54, 56) e cinco nos géis controle (85, 86, 87 e 89). Na Figura 15, pode ser 

observada a distribuição dos peptídeos diferencialmente expressos em pinhão-

manso na condição de déficit hídrico de acordo com sua anotação no Gene 

Ontology (GO).  
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Figura 14. Análise comparativa entre os géis de amostras cloroplastidiais de pinhão-manso sob estresse hídrico, cultivadas em casa de 

vegetação. 
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Figura 15. Distribuição dos peptídeos diferencialmente expressos em pinhão-manso na condição de déficit hídrico de acordo com sua anotação no GO (Gene 

Ontology). 

 



50 
 

5.3.4 Anotação Presumível dos Peptídeos em Condições de Déficit Hídrico e 

Salinidade 

Foram enviados para sequenciamento via espectrometria de massas um 

total de 40 fragmentos do gel 1 D (déficit hídrico e salino) e 14 spots do gel 2D 

(déficit hídrico). Dentre esses foi sequenciado com êxito um total de 37 peptídeos 

expressos oriundos do gel 1 D (Tabelas 1, 2 e 3) e 12 peptídeos do Gel 2D 

(estresse hídrico, nas Tabelas 4, 5 e 6).  

Os arquivos gerados da espectrometria foram submetidos à identificação 

presumível pelo programa online MASCOT, utilizando o banco de dados 

SWISSPROT, que gera o provável peptídeo, massa, pI e a sequência 

aminoacídica. A partir da identificação foi realizado alinhamento de sequências 

aminoacídicas através do programa BLASTp no banco de dados de plantas para 

identificação das categorias de acordo com o seu processo biológico ou função 

molecular e localização celular, através de sua anotação no GO, nas respectivas 

Tabelas. Para confirmar que estas sequências também estavam expressas em 

euforbiáceas, realizou-se a anotação no Genebank. 

Faz-se necessário ressaltar que os fragmentos 1, 3, 7 e 15 (Tabelas 3, 1, 

3 e 2 respectivamente), não foram identificados no procedimento de 

espectrometria de massas. 
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Tabela 1. Anotação presumível dos peptídeos detectados em secções de SDS-PAGE (1D) de amostras submetidas ou não à condição de estresse por 

salinidade, após 2 h do início do estresse, contra bancos de dados de proteínas de espécies vegetais (M: Mascot; U: Uniprot; G: NCBI; ns: sem similaridade 

significativa). 

Fragmento 
do Gel 

Peptídeo Acesso 

 

Anotação presumível Score Id% e-value Espécie ortóloga 
Localização 
Subcelular 

Controle 2 h 

         

1 RGGLDFTKDDENVNSQPFMRW 

RBL_WATAN  M 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

61 31 0,03 Oryza sativa  

Cloroplasto Q4VSE7 U 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

168 100 3,0×10
-16

 Asplenium dimorphum 

AFD04556.1 G 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

53 100 3,0x10
-12

 Jatropha capensis 

2 RGMKVIDTGAPLSVPVGGATLGRI 

ATPB_PHAAO   

M ATP sintase subunidade beta  77  36  0,00071 
Phalaenopsis 

aphrodite 

Cloroplasto 
H6THA3 

U ATP sintase subunidade beta 171 100 1,0×10
-15

 
Hydrocharis morsus-

rana 

BAF40469.1 G ATP sintase subunidade beta 49 96 2,0x10
-10

 Jatropha integerrima 

3 
         
Não identificado 

        

         

4 KVLCMTWSRYGTPNTHQVLTLETGKR 

FB305_ARATH  M Proteína F-box At1g53360 41  28 2.6 Arabidopsis thaliana 

Citoplasma/Membrana 
Plasmática 

Q3ECR3 U Proteína F-box At1g53360 203 100 4,0×10
-20

 Arabidopsis thaliana 

Ns G 

     

         
 

5 KIYVIGGCEDKIQVEVYDPKS 

FBK34_ARATH M Proteína F-box/kelch-repeat At2g22050 46 28 0.84 Arabidopsis thaliana 

Cloroplasto 

Q1PF20 U Proteína F-box/kelch-repeat At2g22050 162 100 2,0×10
-14

 Arabidopsis thaliana 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIxcwt.dat&hit=1
http://www.uniprot.org/taxonomy/39947
http://www.uniprot.org/uniprot/Q4VSE7
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIxcwe.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIxaTt.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=3702
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIxcnh.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=3702
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XP_002532272.1 G Proteína AFR/F-box - 43 0,007 Ricinus communis 

6 KIENNGDVGTSEGTHVLVDALMAEVAIKDKD 

P2C54_ARATH  M Fosfatase 2C 54 44 29 1,4 Arabidopsis thaliana 

Citoplasma/Membrana 
plasmática 

Q9T010 U Fosfatase 2C 54 227 100 2,0×10
-23

 Arabidopsis thaliana 

Ns G 

     

7 KQLNMVDPDEKDSNGGHLPSRA 

REHYA_ORYSI  M 1-Cys Peroxirredoxina A 45 38 0,98  Oryza sativa  

Núcleo P0C5C9 U 1-Cys Peroxirredoxina A 165 100 7,0×10
-15

 Oryza sativa 

XP_002519297.1 G Peroxiredoxin, putative  34 71 4,0x 10
-7

 Ricinus communis 

Estresse 
salino 2 h 

         

8 RGGLDFTKDDENVNSQPFMRW 

RBL_MOLVE M 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

66 22  0,0086 Mollugo verticillata 

 

Q4VSE7 U 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

168 100 3,0×10
-16

 Asplenium dimorphum Cloroplasto  

ADD48073.1 G 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

84 100 9,0x10
-19

 Jatropha podagrica 

 

9 RGGLDFTKDDENVNSQPFMRW 

RBL_MANZA  M 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

60 23 0,037 Manilkara zapota  

 

Q4VSE7 U 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

168 100 3.0×10
-16

 Asplenium dimorphum Cloroplasto 

AFD04556.1 G 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

84 100 9,0x10
-19

 Jatropha podagrica 

 

10 RKPAPGRGGVVLPAGLSEEEARV 

ELP3_ORYSJ M Elongator complex protein 3 53 26 0,16  Oryza sativa  

 

Q7X7L3 U Elongator complex protein 3 162 100 3,0×10
-14

 Oryza sativa Núcleo 

XP_002511253.1 G Elongator complex protein 3 32 91 0,008 Ricinus communis 

 

11 KQYLPHHATQEEWVAHFGDKW 

CKX5_ARATH  M Citocinina desidrogenase 5  47 21 0,65 Arabidopsis thaliana  

 

Q67YU0 U Citocinina desidrogenase 5  173 100 5,0×10
-16

 Arabidopsis thaliana  Extracelular 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIxctS.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=3702
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIxawe.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=39946
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005634
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIxatL.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=3592
http://www.uniprot.org/locations/SL-0049
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIxuST.dat&hit=1
http://www.uniprot.org/taxonomy/3741
http://www.uniprot.org/taxonomy/39947
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIxuTS.dat&hit=1
http://www.uniprot.org/taxonomy/3702
http://www.uniprot.org/taxonomy/3702
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XP_002510450.1 G Gulonolactona oxidase 59 76 1,0x10
-11

 Ricinus communis 

 

12 KMPKITDQVVIGTSGTLMKW 

RH38_ORYSJ M 
RNA helicase 38 ATP-
dependente/DEAD-box 

49  19 0,46 Oryza sativa  

 

Q10RI7 U 
RNA helicase 38 ATP-
dependente/DEAD-box 

156 100 1,0×10
-13

 Oryza sativa 
Citoplasma/Núcleo/ 

Membrana plasmática 

XP_002519437.1 G 
RNA helicase 38 ATP-
dependente/DEAD-box 

31 85 0,0016 Ricinus communis 

 

13 MGSSTDHGGAGGRGKK 

GT32_ORYSJ  M Glucuronosil transferase Os03g0287800 53 18 0,16 Oryza sativa 

 

Q10N05 U Glucuronosil transferase Os03g0287800 111 100 2.0x10
-7

 Oryza sativa 
Golgi/Membrana 

plasmática 

Ns G       

14 KYILASKNASLLMNKW 

MATK_LUPCO  M Maturase K  40 14 3,1 Lupinus cosentinii 

 

Q5YJV9 U Maturase K 124 100 3×10
-9
 Lupinus cosentinii Cloroplasto 

BAF75603.1 G maturase K  41 75 9x10
-6

 Cocconerion minus 

 

 

 

  

http://www.uniprot.org/taxonomy/39946
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIxuet.dat&hit=1
http://www.uniprot.org/taxonomy/39947
http://www.uniprot.org/taxonomy/53222
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Tabela 2. Anotação presumível dos peptídeos detectados em secções de SDS-PAGE (1D) de amostras submetidas ou não à condição de estresse por 

salinidade, após 72 h do início do estresse,  contra bancos de dados de proteínas de espécies vegetais (M: Mascot; U: Uniprot; G: NCBI; ns: sem 

similaridade significativa). 

Fragmento do 
Gel 

Peptídeo Acesso 

 

Anotação presumível Score Id% e-value Espécie ortóloga Localização Subcelular 

Controle 72 h 

         

15 Não Identificado  

  

     

  
      

          

16 

RGGLDFTKDDENVNSQPFMRW 

RBL_DAPSP   M 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

66 30 0,008 Daphniphyllum sp 

 

Q4VSE7 U 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

168 100 3,0×10
-16

 Asplenium dimorphum Cloroplasto 

ADD48073.1 G 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

84 100 9,0x10
-19

 Jatropha podagrica 

 

RSVYEPLQTGLIAIDSMIPIGRG 

ATPA_NYMAL  M ATP-sintase subunidade α 54 29 0,13 Daphniphyllum sp. 

 

Q8HAW6 U ATPase subunidade α 173 100 3,0×10
-16

 Arabidopsis suecica Cloroplasto 

YP_002720097.1 G ATPase subunidade α 88 100 3,0x10
-19

 Jatropha curcas 

 

 

 

 

 

         

17 RGHLPDVVTFTTLIGGYCEIRE PP240_ARATH M 
Proteína com repetição de 
pentatricopeptídeo 

49 27 0,39 Arabidopsis thaliana 

 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiHOm.dat&hit=28
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=4388
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiHOm.dat&hit=51
http://www.uniprot.org/taxonomy/4388
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiESt.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=3702
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Q9LSK8 U 
Proteína com repetição de 
pentatricopeptídeo At3g18020 

169 100 2,0×10
-15

 Arabidopsis thaliana Cloroplasto/ Mitocôndria 

XP_002512275.1 G 
Proteína com repetição de 
pentatricopeptídeo 

141 70 8,0x10
-7

 Ricinus communis 

 

18 KVQEGQPVLVLEAMKMEHVVKA  

BCCP_SOLLC  M 
Acetil-CoA carboxilase subunidade 
carreadora de carboxila/biotina  

43 92 1,7 Solanum lycopersicum 

Cloroplasto 
P05115 U 

Acetil-CoA carboxilase subunidade 
carreadora de carboxila/biotina  

167 100 4,0×10
-16

 Solanum lycopersicum 

XP_002524738.1 G Acetil-CoA carboxilase 97 91 5,0x10
-15

 Ricinus communis 

19 KHPVGFIPFGLGVRTCIGQNLAILQAKL 

C734A_ARATH  M Citocromo P450 734A1  50 27 0,33 Arabidopsis thaliana 

 

O48786 U Citocromo P450 734A1 208 100 1,0×10
-20

 Arabidopsis thaliana Membrana Plasmática 

XP_002524439.1 G Citocromo P450 92 89 5,0x10
-19

 Ricinus communis 

 

20 RQGCFDYLSSGGFRT 

ERG12_BRANA  M Esqualeno monooxigenase 1,1 49 20 0,39 Brassica napus 

 

O65726 U Esqualeno monooxigenase 1,1 114 100 8,0×10
-8
 Brassica napus Membrana Plasmática 

XP_002510043.1 G Esqualeno monooxigenase 33 75 1,0x10
-5

 Ricinus communis 

 

21 RDNYRVTIVDNLSRG 

ARAE2_ORYSJ M Provável UDP-4-epimerase arabinose 2 48 21 0.61 Oryza sativa 

 

Q8H0B6 U Provável UDP-4-epimerase arabinose 2 114 
100.

0 
8.0×10

-8
 Oryza sativa Golgi/MP 

XP_002529901.1 G UDP-glucose 4-epimerase 28.5 93 9×10
-7
 Ricinus communis 

 

 

 

 

Estresse salino 72 h 

         

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiYEL.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=4081
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiEem.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=3702
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiEOO.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=3708
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiEtT.dat&hit=1
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22 RGGLDFTKDDENVNSQPFMRW 

RBL_PEA M 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

86 26 8.2×10
-5
 Pisum sativum 

 

Q4VSE7 U 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

168 100 3.0×10
-16

 Asplenium dimorphum Cloroplasto 

AFD04556.1 G 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

24.3 100 3×10
-12

 Jatropha capensis 

 

23 

RVTPQPGVPPEEAGAAVAAESSTGTWTTV 

WTDGLTSLDRY 

RBL_NASOF M 
Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase 
subunidade maior 

102 44 2.1×10
-6
 Nasturtium officinale 

 

D3XPS1 U 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

258 100 2.0×10
-29

 Salix hastata Cloroplasto 

AFI19917.1 G 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade maior 

58.5 100 2×10
-23

 Jatropha curcas 

 

24 RFYIQPLSPTEAAARAKD 

PSBQ2_ARATH   M 
Proteína 3-2 intensificadora da formação 
de oxigênio  

46 36 0.84 Arabidopsis thaliana 

 

Q41932 U 
Proteína 3-2 intensificadora da formação 
de oxigênio. 

134 
100.

0 
1.0×10

-10
 Arabidopsis thaliana Cloroplasto 

AAV74404.1 G 
Proteína intensificadora da formação de 
cloroplastro 

40 67 2×10
-5
 Manihot esculenta 

 

25 RSGSGYNECLSTATSSLKT 

SCAR3_ARATH   M Proteína SCAR3 46 15 0.84 Arabidopsis thaliana 

 

Q9LP46 U Proteína SCAR3 134 100 2.0×10
-10

 Arabidopsis thaliana Citoplasma/Citoesqueleto 

Ns G 

 

     

 

26 

KVAVTLSGEVLIIVAKVEPYPRV 

FK129_ARATH  M 
Provável F-box/kelch-Proteína de repetição 
At4g12820 

42 22 2.1 

  

Q9SU04 U 
Provável F-box/kelch-Proteína de repetição 
At4g12820 

167 100 5.0×10
-15

 Arabidopsis thaliana Núcleo/Citoplasma 

Ns G 

      

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiYwt.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=3888
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiYtS.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=65948
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiYtR.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=3702
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiSnS.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=3702
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiSES.dat&hit=1
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27 RHGDVVIAAITSCTNTSNPSVMLGAALVAKKA 

ACO1_ARATH  M Aconitate  hidratase 1 44 18 1.3 Arabidopsis thaliana 

 

C3VLR3 U Aconitase 229 100 1.0×10
-23

 Glycine max Citoplasma 

XP_002530635.1 G Aconitase 53.1 100 2×10
-14

 Ricinus communis 

 

28 RDNYRVTIVDNLSRG 

ARAE2_ORYSJ  M Provável UDP-arabinose 4-epimerase 2 44 15 1.2 Oryza sativa 

 

Q8H0B6 U Provável UDP-arabinose 4-epimerase 2 114 100 8.0×10
-8
 Oryza sativa 

Golgi/Membrana 
Plasmática 

XP_002529901.1 G UDP-glucose 4-epimerase 83.2 87 0.009 Ricinus communis 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiSOt.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=3702
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiSwt.dat&hit=1
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Tabela 3. Anotação presumível dos peptídeos detectados em secções de SDS-PAGE (1D) de amostras submetidas ou não à condição de estresse por 

déficit hídrico, após 5 dias do início do estresse, contra bancos de dados de proteínas de espécies vegetais (M: Mascot; Uniprot; G: NCBI; ns: sem 

similaridade significativa). 

Fragmento 
do Gel 

Peptídeo Acesso 

 

Anotação pressumivel Score Id% e-value 
Espécie 
ortóloga 

Localização 
Subcelular 

Controle 

         

1 Não identificado         

        

        

2 RVTPQPGVPPEEAGAAVAAESSTGTWTTVWTDGLTSLDRY 

RBL_ACESA   M 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase 
subunidade maior 

117 47 6,8×10
-8
 Acer saccharum 

 

D3XPS1 U 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase 
subunidade maior 

258 100 2,0×10
-29

 Salix hastata Cloroplasto 

AFI19919.1 G 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase 
subunidade maior 

35 100 2,0×10
-23

 Jatropha curcas 

 

3 RILGGMGIVILSTSRGIMTDRE 

DIR5_ARATH   M Proteína dirigente 5 50  53 0.34 

 

Apoplasto 

H2BC81 U Proteína ribossomal 30S 165 100 4,0×10
-15

 
Anredera 
baselloides 

Cloroplasto 

YP_002720147.1 G Proteína ribossomal 30S 74 100 1,0×10
-9
 Jatropha curcas 

 

4 RSGSGYNECLSTATSSLKT 

SR543_ARATH  M 
Proteína 3 partícula de 
reconhecimento de sinal 54 
kDa 

46 15 0,84 
Arabidopsis 
thaliana 

Citoplasma 

Q9LP46 U Proteína SCAR3 134 100 2,0×10
-10

 
Arabidopsis 
thaliana 

Citoesqueleto 

ns G 

      

 RILMELLNQMDGFDQTVNVKVIMATNRA ATPF_OSTTA  M ATP sintase subunidade 68 25 0,0055   
Ostreococcus 
Tauri  

Cloroplasto 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIxceE.dat&hit=1
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009507
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIxcmL.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIxcTS.dat&hit=1
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0963
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiSER.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=70448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=70448
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5 

 

 

O65750 U 
Subunidade 6 reguladora da 
protease 26S 

219 100 2,0×10
-22

 Cicer arietinum Citoplasma. 

EEF38699.1 G 
Subunidade 6 reguladora da 
protease 26S 

96,1 100 6,0×10
-24

 
Ricinus 
communis 

Citoplasma 

6 RMAGGLADKLSSAMPIS 

GLNB_ORYSJ  M 
Proteína P-II reguladora de 
nitrogenio  

58 31 0,059 Oryza sativa  

 

Q6AUR2 U 
Proteína P-II reguladora de 
nitrogenio  

123 100 4,0×10
-9
 Oryza sativa Cloroplasto 

ns G 

      

Estresse 
hídrico 

         

7 Não Identificado 

 

M 

      

 

U 

      

 

G 

      

8 RVTPQPGVPPEEAGAAVAAESSTGTWTTVWTDGLTSLDRY 

RBL_ACESA M 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase 
subunidade maior 

105 47 1,1×10
-6
 Acer saccharum 

 

D3XPS1 U 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase 
subunidade maior 

251 100 2,0×10
-29

 Salix hastata Cloroplasto 

AFI19919.1 G 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase 
subunidade maior 

29,1 100 2,0×10
-23

 Jatropha curcas 

 

9 MVGQMKSFLFLFVFLVLTKT 

RR8_NANDO  M Proteína 8S ribossomal 30S 58 43 0,061 
Nandina 
domestica 

Cloroplasto 

Q9SH66 U Proteína Dirigente 5 155 100 1,0×10
-12

 
Arabidopsis 
thaliana 

 

EEF42703.1 G Proteína hipotética conservada 74 91 7,0×10
-4
 

Ricinus 
 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiSSO.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=39947
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIxceE.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=4024
http://www.uniprot.org/taxonomy/75710
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiStO.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=41776
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=41776
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communis 

10 KASVVMFVGLQGAGKTTTCTKY 

SCAR3_ARATH  M Proteína SCAR3 46 21 0,86 
Arabidopsis 
thaliana 

 

P49967 U 
Partícula 3 de reconhecimento 
de sinal de proteína de 54 kDa 

161 100 3,0×10
-14

 
Arabidopsis 
thaliana  

Citoplasma 

EEF44827.1 G 
Partícula 3 de reconhecimento 
de sinal de proteína de 54 kDa 

41,8 91 5,0×10
-14

 
Ricinus 
communis 

 

11 RFKQAQLELDTAKA 

PRS6B_SOLTU  M 
Transportador de prótons 
acoplado a síntese de ATP 

48 25 0,55 
Solanum 
tuberosum 

Citoplasma 

Q0P3K6 U ATP sintase subunidade b 168 100 3,0×10
-6
 

Ostreococcus 
tauri 

Cloroplasto 

ns G       

12 RMAGGLADKLSSAMPIS 

GLNB_ORYSJ  M 
Proteína homóloga P-II 
regulatória do nitrogênio  

56 27 0,094 Oryza sativa  

Q6AUR2 U 
Proteína homóloga P-II 
regulatória do nitrogênio 

123 100 4,0×10
-9
 Oryza sativa Cloroplasto 

ns G       

 

 

 

 

 

 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIiSte.dat&hit=1
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015986
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009507
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIxcEt.dat&hit=1
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009507
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Tabela 4. Anotação presumível dos peptídeos (spots) detectados em 2D-PAGE/MS, selecionados com variação significativa entre amostras submetidas ou 

não à condição de estresse por déficit hídrico, após 5 dias do início do estresse, contra bancos de dados de proteínas de espécies vegetais (M: Mascot; U: 

Uniprot; G: NCBI; ns: sem similaridade significativa). (*) Ratio EH/C: razão de variação na %Vol do spot na amostra sob estresse hídrico em relação à 

amostra controle. 

Spots 
Ratio 
EH/C* 

ANOVA Peptídeo Acesso 

Anotação presumível 

(M/U/G) 

Score Id% e-value Espécie ortóloga 
Localização 
Subcelular 

9 4,4943 0,00056 RVSLDAEQDTKHLVSQIVGIGKL 

LRKS3_ARATH  M 
 Receptor semelhante à proteína 
quinase S3 

54 28 0,15 Arabidopsis thaliana 

 

Q9STF0 U 
Receptor semelhante a proteína 
quinase S3 

166 100 7,0×10
-15

 Arabidopsis thaliana Cloroplasto 

NS G 

      

21 0,2329 0,01658 RTGLAATQAVPPVVAEVDAGRLEPRV 

NIR_BETPN M  Redutase Ferredoxina--nitrito 55 19 0,11 Betula pendula 

 

P38500 U  Redutase Ferredoxina--nitrito 185 100 2,0×10
-17

 Betula pendula  Cloroplasto 

XP_002518763.1 G Redutase Ferredoxina—nitrito 74 71 2,0×10
-4
 Ricinus communis 

 

22 0,5588 0,00615 KLEQIYLHSLPVKEYQIIDHLVGPTLKD 

RS21_ARATH  M Proteína S2-1ribossomal 40S 40 28 3,5 Arabidopsis thaliana 

 

Q93VB8 U Proteína S2-1ribossomal 40S 215 100 9,0×10
-22

 Arabidopsis thaliana Cloroplasto 

XP_002513493.1 G Proteína S2-1ribossomal 40S 74,4 85 4,0×10
-17

 Ricinus communis 

 

33 0,6428 

 

0,00787 

 

RGGLDFTKDDENVNSQPFMRW 

RBL_ACESA M 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade 
maior 

71 27 0,0029 Acer saccharum 

 

Q4VSE7 U 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade 
maior 

168 100 3,0×10
-16

 Arabidopsis suecica Cloroplasto 

ADD48073.1 G 
Ribulose-1,5-bisfosfato 
carboxilase/oxigenase subunidade 
maior 

74 100 9,0×10
-19

 Jatropha curcas 

 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130725%2FFtEeIzeES.dat&hit=1
http://www.uniprot.org/taxonomy/3702
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9STF0
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009507
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130725%2FFtEeIzeEh.dat&hit=1
http://www.uniprot.org/uniprot/P38500
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130725%2FFtEeIzeSh.dat&hit=1
http://www.uniprot.org/uniprot/Q93VB8
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009507
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130725%2FFtEeIzste.dat&hit=1
http://www.uniprot.org/uniprot/Q4VSE7
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009507
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Tabela 5. Anotação presumível dos peptídeos (spots) detectados em 2D-PAGE/MS, selecionados como exclusivos de amostras não submetidas à condição 

de estresse por déficit hídrico (controle), após 5 dias do início do estresse, contra bancos de dados de proteínas de espécies vegetais (M: Mascot; U: Uniprot; 

G: NCBI; ns: sem similaridade significativa). (*) Ratio EH/C: razão de variação na %Vol do spot na amostra sob estresse hídrico em relação à amostra 

controle. 

Spots Peptídeo Acesso 

Anotação presumível 

(M/U/G) 

Score Id% e-value Espécie ortóloga 
Localização 
Subcelular 

85 KEQIFEMPTGGAAIMRQGPNLLKF 

PSBO_TOBAC M 
Centro de reação fotossintético I 
subunidade 2 

45 30 1 Nicotiana tabacum 

 

 

D8U3K8 U Provável proteína não caracterizada 185 100 9,0×10
-18

 Volvox carteri Cloroplasto 

XP_002522386.1 G 
Proteína 1 intensificadora da formação de 
oxigênio 

77,8 100 8,0×10
-18

 Ricinus communis 

 

86 Não identificado 

 

M 

 

     

 

U 

     

 

G 

     

87 KFEEKDGIDYAAVTVQLPGGERV 

PSAD_CHLRE  M 
Centro de reação fotossintético I 
subunidade 2 

45 30 1,1 
Chlamydomonas 
reinhardtii 

 

K7NZ33 U Proteína não caracterizada 170 100 4,0×10
-16

 Abies alba Cloroplasto 

XP_002516772.1 G 
Centro de reação fotossintético I 
subunidade 2 

74 100 1,0×10
-18

 Ricinus communis 

 

89 RDTVGQQINVTCEVQQLLGNNRV 

ATPB_HYOLA M ATPase subunidade beta 53 37 0,16 Hyophorbe lagenicaulis 

 

Q85V53 U ATPase subunidade beta 174 100 2,0×10
-16

 Ornithogalum kochii Cloroplasto 

YP_002720119.1 G ATPase subunidade beta 70,6 96 2,0×10
-18

 Jatropha curcas 

 

 

 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130725%2FFtEeIzswL.dat&hit=1
http://www.uniprot.org/taxonomy/4097
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009507
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130725%2FFtEeIzsOR.dat&hit=1
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009507
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIzsOL.dat&hit=4
http://www.uniprot.org/taxonomy/115475
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009507
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Tabela 6. Anotação presumível dos peptídeos (spots) detectados em 2D-PAGE/MS, selecionados como exclusivos de amostras submetidas à condição de 

estresse por déficit hídrico, após 5 dias do início do estresse, contra bancos de dados de proteínas de espécies vegetais (M: Mascot; U: Uniprot; G: NCBI; ns: 

sem similaridade significativa). (*) Ratio EH/C: razão de variação na %Vol do spot na amostra sob estresse hídrico em relação à amostra controle. 

Spots Peptídeo Acesso 

Anotação presumível 

(M/U/G) 

Score Id% e-value Espécie ortóloga 
Localização 
Subcelular 

44 RSVYEPLQTGLIAIDSMIPIGRG 

ATPA_AETCO M- ATPase subunidade alfa 72 31 0,0024 Aethionema cordifolium  

 

Q8HAW6 U- ATPase subunidade alfa 173 100 3,0×10
-16

 Asplenium dimorphum Cloroplasto 

YP_002720097.1 G- ATPase 29,1 10 3,0×10
-19

 Jatropha curcas 

 

46 KEILVRVMELLSVKE 

ARI3_ARATH M- Provável  proteína de ubiquitinação E3 ligase ARI3 46 14 0,86 Arabidopsis thaliana 

 

Q9LVX0 U- Provável proteína de ubiquitinação E3 ligase ARI3 113 100 1,0×10
-7
 Arabidopsis thaliana Biossíntese 

XP_002510327.1 G- Proteína ariadne-1 74 80 0,009 Ricinus communis 

 

51 
RGKALHGGNFQGTPIGVSMDN
ARL 

PALY_MAIZE  M- Fenilalanina/tirosina amônia-liase 37 12 6.6 Zea mays 

 

D5M8H8 U- Fenilalanina amônia-liase 176 100 3,0×10
-16

 Urochloa brizantha Citoplasma 

ABI33979.1 G- Fenilalanina amônia-liase 41,8 96 2,0×10
-18

 Jatropha curcas 

 

54 KLTPELLKGLHDEMGFSRPSKI 

RH38_ORYSJ M- Helicase ATP-dependente da família DEAD Box 54 23 0,15 Oryza sativa  

 

Q10RI7 U- Helicase ATP-dependente da família DEAD Box 165 100 9,0×10
-‗4

 Oryza sativa Citoplasma/Núcleo 

XP_002519437.1 G- Helicase ATP-dependente da família DEAD Box 32 71 1,0×10
-6
 Ricinus communis 

 

56 KNYHDSDSEIVDQEVEILMKK  

CKX5_ARATH  M- Citocinina desidrogenase 5 46 18 0,96 Arabidopsis thaliana 

 

Q67YU0 U- Citocinina desidrogenase 5 164 100 1,0×10
-14

 Arabidopsis thaliana Região Extracelular 

XP_002510450.1 G- Gulonolactona oxidase 75,3 57 0,001 Ricinus communis 

 

 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130725%2FFtEeIzstS.dat&hit=1
http://www.uniprot.org/taxonomy/434059
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8HAW6
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009507
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130725%2FFtEeIzstT.dat&hit=1
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009058
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIzsOO.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIzsOS.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20130724%2FFtEeIzsOE.dat&hit=1
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6. Discussão  

 

6.1 Estresse Salino  

Os dados fisiológicos corroboram no sentido de integrar dados de que as 

plantas estavam sob estresse, apesar das clorofilas a e b, não terem diferido 

estatisticamente, observamos a diminuição dos carotenoides, pigmentos 

acessórios na absorção e transferência de energia radiante, e protetores da 

clorofila no tocante à foto-oxidação. O estresse salino induz a degradação de ß-

caroteno e a redução na formação de zeaxantina, produzindo diminuição no teor 

de carotenoides, pigmentos aparentemente envolvidos na proteção contra a foto-

inibição (Sharma and Hall, 1991).  

Os dados do vazamento de eletrólitos, por sua vez indicam que a 

concentração de 200 mM de NaCl provocou danos na membrana plasmática e 

que este se tornou maior com o aumento do tempo de exposição ao estresse, 

pois o excesso de Na+ e de Cl- no protoplasma causam toxicidade e ocasionam 

distúrbios em relação ao balanço iônico, provocando alterações na estrutura das 

membranas (Shabala et al., 2012).  

A redução na fotossíntese pelo aumento da salinidade pode ser devido a 

uma menor condutância estomática, depressão de processos metabólicos 

específicos na absorção de carbono, a inibição da capacidade fotoquímica, ou uma 

combinação destes (Seemann and Critchley, 1985; Dubey, 1997). O sal diminui a 

eficiência da fotossíntese (Hasegawa et al., 2000;. Munns, 2002), demonstrando 

que sob estresse severo uma das respostas iniciais das plantas pode ser o 

fechamento estomático buscando minimizar a perda excessiva de água (Taiz and 
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Zeiger, 2009). Sob condições de estresse, especialmente o hídrico e salino, o 

fechamento estomático é visto como uma resposta positiva da planta para atenuar 

a perda de água, desde que o aparelho fotossintético seja ajustado a estas 

condições.  

A purificação de cloroplasto e extração de proteínas de cloroplasto em 

pinhão-manso pelo método desenvolvido apresentou-se eficiente, pois conseguiu 

extrair quantidade satisfatória de proteínas em todos os tratamentos analisados. 

Esse método permite recuperação eficiente de proteínas e remove componentes 

não proteicos no caso dos tecidos vegetais ricos em compostos de polissacarídeos, 

lipídios e compostos fenólicos (Faurobert et al., 2007).  

As 19 proteínas identificadas no tratamento salino foram classificados em 

grupos, de acordo com suas funções, que incluíam a síntese de ATP, 

metabolismo de carbono, ubiquitimação/ proteossomo e resposta ao estresse 

salino. Os peptídeos anotados estão descritos abaixo, assim como sua correlação 

com respostas a estresses ambientais. 

No experimento salino verificou-se a expressão da subunidade maior da 

proteína RuBisCO nos fragmentos do gel 1D (salino) após 2 h (Controle: 

fragmento 1 e estressado: fragmento 8 e 9, Tabela 1) e 72 h (Controle: 16 

fragmento  e estressado: fragmentos 22 e 23, Tabela 2). De acordo com Eckardt e 

Pell (1995) os estresses ambientais podem causar inativação reversível ou 

irreversível na RuBisCO. Quando a inativação é do tipo irreversivel a RuBisCO é 

completamente degradada e substituída por subunidades novamente re-

sintetizadas para restabelecer completamente a função fotossintética. Em análise 

proteômica de arroz submetido a estresse ao frio, Yang et al (2006), 
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demonstraram que muitas proteínas fotossintéticas foram parcialmente 

degradadas e, como os componentes fotossintéticos estão funcionalmente 

ligados, a ocorrência de danos em quaisquer desses componentes podem 

desencadear uma redução global da atividade fotossintética.  

No experimento de estresse salino, verificou-se uma diminuição severa na 

fotossíntese, indicando possivelmente que, a maior detecção da subunidade 

grande da RuBisCO na condição de estresse salino pode está associada a 

degradação da mesma. 

A ATPase cloroplastidial é um complexo proteico, localizado dentro das 

membranas dos tilacóides, que sintetiza o ATP a partir de ADP e fosfato 

inorgânico (Pi), através do transporte de H+, gerado pela oxidação da água no 

processo fotossintético (Johnson, 2008).  

A ATPase está envolvida em vários mecanismos de regulação, modulando 

sua atividade de acordo com as mudanças ambientais (Konno et al., 2006). A 

ocorrência da redução drástica da fotossíntese, verificada nesse trabalho, sugere 

que pode ter tido uma diminuição da síntese de ATP, e consequentemente a 

redução da atividade da ATPase no cloroplasto, não sendo possível assim, 

detectá-la nas condições de estresse salino. 

No estudo de perfis proteômicos em cloroplastos de folhas de trigo, foi 

verificada a diminuição na expressão de quatro subunidades da ATP sintase – α, 

β e γ com o aumento do NaCl, mostrando o impacto negativo do aumento deste 

sal sobre a maquinaria fotossintética (Kamal et al., 2012). Atualmente, há 

evidências crescentes de que a ATP sintase também é alvo de um efeito 



67 
 

prejudicial causado pelo estresse salino e molécula singleto de oxigênio (Mahler 

et al., 2007). 

 As proteínas F-box organizam-se filogeneticamente em numerosas 

subfamílias e são caracterizadas pelo seu domínio de interação proteína-proteína 

no terminal carboxílico, repetições C-terminais (Schumann et al., 2011). As 

proteínas contendo domínio F-box estão envolvidas na 

ubiquitinação(UB)/proteossomo. A degradação através do sistema de 

ubiquitina/proteossoma é um processo em duas etapas. A primeira proteína é 

marcada pela ligação covalente de ubiquitina e subsequentemente degradada por 

um complexo de protease multicatalítica, o proteassoma 26S. Este medeia a 

degradação seletiva de proteínas reguladoras, e é essencial na regulação de 

processos celulares, incluindo as respostas de defesa e tolerância ao estresse 

(Lechner et al., 2006; Paquis et al., 2011). Assim, justifica-se a expressão da F-

box (ortólogo At4g12820, em Arabidopsis thaliana) no tratamento salino, da 

condição estressada, apesar da expressão da F-Box no tratamento salino, na 

condição controle (2 h), que podem estar associados às vias de resposta ao 

hormônio vegetal, auxina, que é responsável pela indução de rápida divisão 

celular principalmente de folhas jovens e do meristema apical (Lechner et al., 

2006). 

Para a provável fosfatase 2C, detectada na amostra controle, não é 

possível afirmar o papel específico na resposta ao estresse. As fosfatases estão 

envolvidas na regulação de várias vias de sinalização e dividem-se em duas 

grandes classes: fosfatases M (PPM) e fosfatases P (PPP), estas incluindo as 

fosfatases do tipo 2C (PP2C). No genoma de A. thaliana foram identificadas 112 

fosfatases, das quais 76 são do tipo 2C (PP2C), que é a maior família de 
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proteínas fosfatases nas plantas exibindo alta complexidade, e encontradas como 

reguladoras de vias de transdução de sinal e também envolvidas no 

desenvolvimento (Schweighofer et al., 2004). 

A proteína Elongator complex protein 3 , por sua vez, apresenta atividade 

de regulação da expressão gênica, na condição de estresse salino (2 h) e sua 

função apresenta padrões distintos ao descrito na literatura. É considerada uma 

histona acetiltransferase conservada, que atua como um importante regulador do 

ciclo celular mitótico para promover a padronização de folhas em Arabidopsis. As 

mutações em genes que codificam subunidades desta proteína resultaram na 

progressão do ciclo celular aberrante, e a desenvolvimento foliar e a formação de 

folha alterada (Xu et al., 2012). 

Em resposta ao sal, após 2 h da aplicação da solução salina com 200 mM 

de NaCl, verificou-se a expressão da proteína citocinina desidrogenase. Esta 

proteína que está envolvida em resposta ao estresse. A citocinina é um hormônio 

de plantas que regula a divisão celular, o desenvolvimento dos caules, raízes, e 

folhas. Em plantas como A. thaliana, as enzimas envolvidas no metabolismo da 

citocina são adenosina fosfato-isopentinela transferases e citocininas 

oxidases/desidrogenases (Hirose et al., 2008; Werner and Schmülling, 2009). A 

enzima citocinina dehidrogenase é responsável pela degradação do hormônio 

citocinina (Schmulling et al., 2003). Em estudos com a alta expressão dessa 

enzima em tabaco (Nicotiana tabacum L.), sob estresse, notou-se a redução e 

degradação da citocinina que coincidiu com aumento dos níveis de citocinina 

desidrogenase o que pode ter contribuído para aumentar a tolerância ao estresse 

deste genótipo (Macková et al., 2013).  

http://www.plantcell.org/content/23/6/2169.full#ref-25
http://www.plantcell.org/content/23/6/2169.full#ref-63
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As helicases do tipo DEAD-box estão envolvidas em diferentes 

mecanismos moleculares de splicing de RNA, tais como, montagem do ribossomo 

e iniciação da transcrição ou exportação nuclear (Tuteja and Tuteja, 2004). 

Estudos com arroz (Marcovei et al., 2012; Marcovei and Tuteja, 2012) sugerem 

que apesar das helicases de RNA estarem associadas com uma gama 

diversificada de funções celulares, elas estão induzidas na resposta celular ao 

estresse abiótico, como o salino e a desidratação. Portanto, corroborando a 

expressão desta proteína no estressado salino (2 h), sugere que essa proteína 

pode estar associada à tolerância ao estresse salino. 

Também observou-se uma provável glucoronosiltranferase encontrada no 

tratamento de estresse salino 2 h. Esta proteína é responsável pela biogênese da 

parede celular, que é uma camada extracelular fora da membrana, 

proporcionando suporte estrutural nas paredes primárias e protegendo a célula 

contra danos mecânicos, a força osmótica além de determinar a forma da célula 

(Singh et al., 2009; Atmodjo et al., 2011). A pectina é um polissacarídeo estrutural 

e funcionalmente o mais complexo das paredes de células de plantas. O estresse 

salino pode afetar a organização da parede uma vez que ao menos 67 

transferases são necessárias para sua síntese (Wang et al., 2007; Mohnen, 

2008).  

A expressão da proteína maturase K no estressado salino 2 h, está 

associada ao processamento do RNA no cloroplasto, entretanto, até o momento, 

não se tem nada descrito na literatura sobre a expressão dessa proteína ligada ao 

estresse. 
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A Acetyl-CoA carboxilase é uma enzima reguladora da síntese de ácidos 

graxos (Keith et al., 1996). Os ácidos graxos são fontes de energia importantes 

para os tecidos vegetais. Nas células fotossintéticas dos vegetais, a síntese dos 

ácidos graxos ocorre no estroma dos cloroplastos (Beltrão and Oliveira, 2007). O 

fato desta proteína ter sido detectada apenas no tratamento controle em folhas de 

pinhão-manso pode indicar que quando as plantas foram submetidas a 2 e 72 h 

de estresse salino, houve uma inibição da síntese de ácidos graxos, ao inibirem a 

enzima Acetyl-CoA carboxylase. O cessamento da biossíntese de ácido graxo 

pode diminuir o potencial redox de cloroplasto e assim aumentar a produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) (Mittler, 2002). 

Nas amostras controles 72 h do experimento verificou-se a expressão das 

proteínas citocromo P450, esqualeno monooxigenase e uma provável proteína 

UDP-arabinose 4 epimerase, entretanto com valor de score menor, mesmo assim 

são passíveis de discussão, pois de acordo com o alinhamento no Mascot, 

Uniprot e GenBank (Euphobiaceae), a proteína P450 identificada provavelmente 

pertence ao grupo das plantas e de acordo com pesquisa contra o banco de 

dados de euphobiaceae a sequência alinha 87% com a proteína Citocromo P450 

em Ricinus communis. A função da P450 é realizar a inserção de um átomo de 

oxigênio em um substrato orgânico enquanto o outro átomo oxigênio é reduzido à 

água, em uma reação monooxigenase. Estudo com mutantes deficientes na 

biossíntese de hormônios Brassinoesteroides (BRs), esteroides vegetais que 

regulam o crescimento e desenvolvimento das plantas, quando ausentes geram 

lesões nos genes que codificam os citocromos P450, provocando o surgimento de 

plantas anãs (Ohnishi et al., 2012). Esse fato justifica a presença do citocromo 



71 
 

P450 em amostras controle do tratamento salino (0 mM), em virtude do 

crescimento e desenvolvimento do pinhão-manso. 

Plantas da espécie Euphorbiaceae produzem látex que contem em grandes 

quantidade fitoesteróis e triterpenos (Uchida et al., 2007), a proteína esqualeno 

epoxidase (esqualeno monooxigenase) é uma enzima que catalisa a conversão 

do esqualeno em 2,3-oxidoesqualeno, um precursor de triterpenoides (Posé et al., 

2009), participante do ciclo da biossíntese de esteróis em plantas, agregando 

mais informação que a expressão dessa proteína no fragmento 20 (Tabela 2) na 

condição de 0 mM de NaCl, sendo relevante para o processo de síntese de 

terpenóides na planta estudada.  

Nos fragmentos 21 (controle) e 28 (estressado), do gel 1 D (Tabela 2), 

tratamento salino 72 h, detectou-se uma provável UDP-arabinose 4 epimerase 

que é uma enzima que catalisa a reação de UDP-L-arabinose e UDP-D-xilose. A 

xilose e arabinose são os principais componentes da pectina e hemicelulose em 

todas as plantas, e podem desempenhar importante papel no desenvolvimento da 

parede celular durante o crescimento (Hayvashi e Maclachlan, 1984). Assim 

justifica-se a expressão desta proteína tanto na condição controle quanto na 

estressada, visto que açúcares nucleosídeos são necessários na planta, para que 

sejam sintetizados os polímeros da parede celular (Geserick et al., 2013).  

O fotossistema II (FSII) é um complexo de subunidades de polipeptídeos 

nas membranas tilacoides, que utiliza-se da energia da luz para catalisar uma 

série de reações de transferência de elétrons, resultando na separação da água 

em oxigênio molecular, prótons e elétrons (Hankamer e Barber, 1997).  

No estudo direcionado para as proteínas PsbQ e PsbP, utilizando mutantes, 

verificou-se que PsbQ melhorou a capacidade de retenção dos íons da proteína 

http://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme
http://en.wikipedia.org/wiki/Catalysis
http://en.wikipedia.org/wiki/Chemical_reaction
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PsbP, e que o papel da PsbP é estabilizar PsbP (Kakiuchi et al., 2012). Estes 

estudos demonstraram que a supressão da PsbP resulta em taxas de 

crescimento lento e transferência lenta de elétrons para o fotossistema seguinte. 

Também verificou-se a expressão da proteína potenciadora do oxigênio 

(PsbQ), e sua expressão somente foi detectada na amostra estressada 72 h após 

a aplicação de 200 mM de NaCl, sugerindo que essa proteína possa estar 

envolvida na estabilidade do fotossistema II, contribuindo assim para a 

manutenção das proteínas PSbP no processo de oxidação da água, quando a 

planta está submetida ao estresse salino.  

A proteína SCAR 3 em plantas sob estresse salino após 72 h de exposição 

a 200 mM de NaCl. Segundo a literatura (Uhrig et al., 2007), essa proteína está 

envolvida na regulação da actina e organização de microtúbulos. O possível 

motivo da detecção, apenas na condição estressada, sugere que a síntese desta 

proteína pode ser relacionada ao estresse induzido pela condição de salinidade, 

salientando ainda mais os aspectos fisiológicos  bioquímicos do pinhão-manso 

como resistente ao estresse salino e hídrico, e que também pode estar associado 

ao incremento nos danos na membrana celular verificado neste experimento. 

Surpreendentemente, observou-se a expressão da proteína aconitase 

hidratase 1, no tratamento salino, estressado após 72 h de exposição a 200 mM 

de NaCl proteína essa que envolvida metabolismo energético. Em contrate, 

estudos com Arabidopsis relataram que aconitase é muito sensível ao estresse 

oxidativo (Navarre et al., 2000).  

Com base nos resultados encontrados foi possível traçar modelos 

esquemáticos da expressão ao estresse salino que resume tudo o que foi 

discutido anteriormente. (Figura 16). 

  

http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs11103-006-9087-x/fulltext.html#CR38
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Figura 16. Representação esquemática da expressão de proteínas em pinhão-manso sob 

salinidade cultivada em casa de vegetação   
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6.2. Estresse Hídrico 

Em condições hídricas normais as plantas absorvem grande quantidade de 

água, em contra partida perde-se grande parte do absorvido pela transpiração e 

qualquer alteração no fluxo de água entre o solo, a planta e a atmosfera 

prejudicam a produção da cultura. Perante isso, o fechamento estomático é a 

estratégia mais comumente utilizada pelas plantas para diminuir a taxa de 

transpiração e manter a turgescência durante as horas mais quentes do dia 

(Cavalcante, 2001). 

As variáveis das trocas gasosas (A, E e gs) foram utilizadas para marcar o 

momento da coleta das folhas de pinhão-manso em condições de déficit hídrico, 

que seria quando os estômatos apresentassem fechados com valor zero para A e 

Gs. As plantas com déficit hídrico fecham os estômatos numa tentativa de 

restringir a perda de água pela transpiração, refletindo de forma negativa sobre a 

fotossíntese pela diminuição das trocas gasosas (Nogueira et al., 2000). 

A limitação estomática à transpiração é uma alternativa para a manutenção 

do conteúdo hídrico foliar, evitando a dessecação dos tecidos como foi 

observando nos dados de condutância estomática e transpiração no estresse 

hídrico. 

As 14 proteínas foram classificados em grupos, de acordo com suas 

funções, que incluíam a síntese de ATP, metabolismo de carbono e enovelamento 

de proteínas. Os peptídeos anotados estão descritos abaixo, assim como sua 

correlação com respostas a estresses ambientais. 

No experimento de déficit hídrico, verificou-se a expressão da proteína 30 

S ribossomal S8 em cloroplasto na condição de estresse hídrico, fragmento 9, 

Tabela 3. Os ribossomos de plastídios são responsáveis pela síntese de centena 
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de polipeptídios codificados no DNA plastidial, mas estes incluem algumas das 

proteínas mais abundantes na biosfera, por exemplo: a subunidade grande da 

ribulose bisfosfato carboxilase / oxigenasse (Yamaguchi and Subramanian, 2003). 

Ribulose bifosfato carboxilase (subunidade grande) também foi expressa nas 

duas condições do tratamento hídrico. 

A protease 26S, encontrada no estresse hídrico, está envolvida na 

degradação de proteínas ubiquitinizadas. Segundo Lee (2012) a degradação de 

proteínas desempenha um papel importante em todos os organismos celulares no 

controle seletivo de proteínas reguladoras e na remoção de proteínas que não 

são mais necessárias. A capacidade celular para degradar proteínas oxidadas, 

aumenta a tolerância ao estresse oxidativo (Kureoa et al., 2009).  

A proteína homóloga P-II regulatória do nitrogênio foi detectada tanto no 

controle como no estressado, tratamento hídrico. Essas proteínas são 

responsáveis pela transdução de sinal, coordenando vários mecanismos do 

metabolismo do nitrogênio (Randchenko et al., 2013). 

Dos 13 spots analisados, e que geraram espectros e consequentemente 

anotação presumível nos bancos de dados do Mascot, Uniprot e 

NCBI(Euphobiaceae), foram: receptor quinase, redutase ferredoxina nitrito, S2 

proteína ribossomal 40S, Ribulose bifosfato carboloxilase, ATP sintase, proteína 

de ligação a ubiquitina, fenilalanina aminialiase, Dead-Box, citocinina 

dehidrogenase, subunidade II do fotosistema I, subunidade do fotossistema I. 

Essas proteínas estão localizadas ou envolvidas com rotas metabólicas no 

cloroplasto ou a ele relacionado. 
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A redução na expressão na proteína ribulose bifosfato carboxilase 

oxigenasse (RuBisCO) spot 33, no tratamento hídrico em relação ao controle foi 

aproximadamente 1,5 vezes, apesar dessa proteína ser a mais abundante nas 

folhas, é uma enzima responsável no metabolismo do carbono nas folhas, 

atuando como uma carboxilase do ciclo de Calvin ou como uma oxigenase na 

fotorrespiração. 

Quando as plantas são submetidas a condição de déficit hídrico pode 

causar inativação reversível e irreversível de RuBisCO (Eckardt and Pell, 1995), 

ocorre uma rápida redução na quantidade de RuBisCO na maioria das plantas, 

que por sua vez conduz a uma menor atividade da enzima. Deficiência hídrica 

reduz a oferta de dióxido de carbono do ambiente devido ao fechamento dos 

estômatos, o que causa a diminuição de substrato para a carboxilação, e a 

redução na atividade do fator de acoplamento - ATPase. Em consequência, o 

aumento de fotorrespiração que asseguram reposição parcial do substrato para 

manter a função da RuBisCO carboxilante. A redução do volume do cloroplasto 

também pode estar ligada à dessecação dentro do cloroplasto, que conduz às 

mudanças conformacionais na RuBisCO. Além disso, as condições de estresse 

hídrico acidificar o estroma dos cloroplastos, causando a inibição da atividade 

RuBisCO (Lisar et al., 2012). 

Curiosamente, em nosso experimento observou-se um diminuição nos 

níveis da proteína, em relação ao estressado, constituinte da subunidade 40S dos 

ribossomos.  

No controle hídrico o espectro gerado através da análise no esctrômentro 

de massas, quando comparado com o banco Mascot detectou a proteína 

dirigente, que éresponsável pela biossíntese de lignanas, flavonolignanos e 
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alcaloides, desempenhando assim um papel central no metabolismo vegetal 

secundário (Kim et al., 2012). Entretanto, quando a mesma sequência foi 

comparada contra o banco de dados do NCBI/ Euphobiaceae, detectou-se a 

proteína ribossomal 30 S, responsável pelo processo de tradução em cloroplasto, 

que coincide com o resultado do peptídeo detectado na fração correspondente a 

do estressado hídrico. Sugere-se que nessa condição a planta, possivelmente, 

estava com a síntese ativa de proteína. 

 A partícula de reconhecimento de sinal nos cloroplastos apresenta a 

capacidade incomum para ligar e direcionar proteínas para membranas dos 

tilacoide (Hermkes et al., 2006; Nick et al., 2013). Essa proteína foi encontrada no 

fragmento 4, da amostra controle do hídrico, indicando que quando outras 

proteínas oriundas da síntese nuclear, importadas do citoplasma para o 

cloroplasto, podem fonecer condições favoráveis para executarem o correto 

funcionamento do aparelho fotossintético. 

A proteína receptora de quinase, que foi mais expressa cerca de 4,5 vezes 

no estressado hídrico do que no controle provavalmente revela a resposta a 

percepção e transdução de sinais que é governada pela quinase. A ativação da 

cascata de sinalização intracelular regula as alterações bioquímicas e fisiológicas. 

As proteínas quinases são importantes fatores de transdução de sinal que têm um 

papel central na mediação da aclimatação às alterações ambientais em 

organismos eucarióticos (Diédhiou et al., 2008; Taylor et al., 2013).  

A ferredoxina nitrito redutase é uma enzima que reduziu sua expressão no 

estressado hídrico em relação ao controle. O resultado observado de diminuição 

da expressão dessa proteína nos cloroplastos de pinhão-manso pode indicar um 

decrescimo no fornecimento de nitrogênio para as células. É uma proteína que 
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atua como carreadoras de elétrons para o metabolismo no cloroplasto (Terauchi 

et al., 2009), que é limitante no crescimento das plantas e pode reduzir as vias 

metabólicas no cloroplasto sob diversas condições de crescimento (Kherraz et al., 

2011). 

A enzima ATP sintase subunidade alfa, enzima capaz de sintetizar ATP a 

partir de ADP e fosfato inorgânico durante a fosforilação oxidativa e a fotossíntese 

(Zhang et al., 2006), foi exclusiva da condição controle (spot 89 -Tabela 5), e ATP 

sintase subunidade beta, spot 44 (Tabela 6), foi exclusiva na condição de 

estresse hídrico, em regiões opostas do gel. Em melancia selvagem (Citrullus 

lanatus L.) sob estresse hídrico, a análise do proteoma revelou que a subunidade 

ε da ATP sintase de cloroplasto ocorre em duas isoformas diferentes, com 

diferentes pontos isoelétricos, embora codificada por um único gene (Hoshiyasu 

et al., 2013). Neste experimento, foram encontrados padrões distintos da ATP 

sintase, sugerindo que quando a planta de pinhão-manso está sobre estresse 

hídrico, provalmente a ATP sintase possa ter sofrido alguma modificação, como 

por exemplo, uma acetilação. 

Algumas proteínas respondem aos estresses abióticos de forma 

semelhante, pois apareceram no estresse salino e no hídrico, logo alguns 

peptídeos anotados tiveram sempre correlação com respostas em ambos os 

estresses ambientais, como: citocinina dehidrogenase e Dead-box depedente de 

ATP (Tabela 5). Esses foram detectados apenas no estressado do hídrico 

(exclusivos) e no estressado salino e que podem conferir a tolerância ao estresse. 

No spot 46, Tabela 6, exclusivo do estressado, verificou-se a expressão da 

putativa E3 ubiquitina ligase. A putativa E3 ubiquitina ligase têm sido detectada 

em várias respostas celulares ao estresse, e ao hormônio do ácido abscísico 



79 
 

(ABA), estudos com arroz verificaram que o mecanismo do proteassoma mediada 

pela resposta ao estresse, foram identificada a proteina E3-ubiquitina ligase com 

função na regulação da resposta ao estresse frio semelhante ao encontrado em 

Arabidopsis (Lourenço et al., 2013). A expressão da E3 ubiquitina ligases 

exclusivamente na condição estressado do hídrico pode indicar que essa proteína 

participa do mecanismo de defesa contra as condições de seca, em resposta ao 

estresse por desidratação. 

A fenilalanina amônia-liase foi exclusiva da condição estressada do 

hídrico, spot 51, Tabela 5. A fenilalanina amônia-liase é um precursor de vários 

metabólitos secundários, inclusive os flavonóides que pode ser considerado como 

um antioxidante, já que estabilizam radicais livres e espécies reativas de oxigênio 

(Vila et al., 2006).  

Além disso, seu acúmulo tem sido correlacionado na literatura com 

estresses bióticos e abióticos (Gao et al., 2011). O aumento da sua atividade 

também está relacionado com síntese de lignina, o que poderia permitir o 

aumento na resistência das paredes celulares e evitar a perda de água. 

Os fotossistemas são complexos proteicos envolvidos na fotossíntese, que 

utilizam a luz para reduzir moléculas (Jonhson et al., 2011). A subunidade II do 

fotossistema I, spot 85/ Tabela 5) foi detectada apenas no controle e sua inibição 

no tratamento do estresse hídrico sugere uma redução ou na inativação da 

mesma quando submetida a escassez de água. 

Em suma, níveis diferentes de estresse foram utilizados neste estudo, 

assim como tratamentos diferentes, encontrando proteínas importantes que 

responderam ao estresse salino e ao déficit hídrico, incluindo ATPase e a 
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RuBisCO, que foram reguladas nas amostras estressadas. Estes resultados 

poderão ser úteis para uma maior compreensão dos mecanismos bioquímicos e 

moleculares de tolerância ao sal e ao déficit hidrico em pinhão-manso. 

Com base nos resultados encontrados foi possível traçar modelos 

esquemáticos da expressão ao déficit hídrico que resume tudo o que foi discutido 

anteriormente. (Figura 17). 

 

Figura 17. Representação esquemática da expressão de proteínas em pinhão-manso sob défict 

hídrico cultivada em casa de vegetação. 
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7. Conclusões  

 

Este é o primeiro trabalho com protocolo de isolamento dos cloroplastos 

estabelecido neste trabalho a partir de pequena quantidade de material vegetal, 

permitiu a identificação de proteínas com expressão diferencial entre os 

tratamentos controle e sob estresse, podendo ser utilizado em trabalhos futuros 

envolvendo a purificação de cloroplasto. 

A anotação presumível dos peptídeos cloroplastidiais selecionados foi 

relacionada com respostas ao estresse salino ou por déficit hídrico, indicando 

prováveis componentes moleculares de mecanismos de tolerância nesta 

organela. 

As proteínas anotadas como protease 26S, citocinina desidrogenase, 

quinase S3, proteína F-box, quinase S3, Scar, Dead-box e ATP sintase (com 

expressão induzida sob estresse) são candidatas a estudos futuros visando 

aplicação como marcadores moleculares funcionais de tolerância ao estresse por 

salinidade e/ou déficit hídrico, buscando auxiliar os programas de melhoramento 

genético de pinhão-manso. 
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