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Resumo

A cana-de-acUcar € uma das principais fontes de acucar e etanol do planeta. A
planta € um hibrido de duas espécies de gramineas C4, que tem alto
desempenho fotossintético. Os efeitos das mudancas climéticas, como o0 aumento
dos niveis de UVB e seca, junto com a elevacao nos custos do petréleo aliadas as
necessidades estratégicas de producdo de energia, impeliram acdes em nivel
global para o desenvolvimento de pesquisas na area de combustiveis renovaveis.
Atualmente, a conversao de material lignocelulosico da parede celular de cana-
de-actucar em acUcares fermentaveis para producdo de etanol vem sendo
considerada como uma alternativa promissora para aumentar a producdo de
etanol necesséria para atender & demanda mundial. Do ponto de vista funcional, a
parede celular € essencial para o crescimento e diferenciacdo, sinalizacao,
resposta e defesa contra estresses bidticos e abidticos. Devido a importancia da
cultura e aos danos ocasionados pelos estresses ambientais UVB e seca, este
trabalho apresentou trés enfoques principais: o desenvolvimento de um protocolo
para extracdo de proteinas enriquecida de parede celular em tecido foliar de
cana-de-acucar; o estudo em cana-de-acUcar da interacdo entre os fatores de
estresse UVB e seca moderada; e o estudo da imposicdo dos estresses
simultdneos UVB e estresse hidrico severo, em busca de uma melhor
compreensao da interacao desses estresses abidticos nos processos fisioldgicos,
enzimaticos e no proteoma diferencial em cana-de-agucar. O desenvolvimento
do protocolo para extracdo de proteinas com enriquecimento para parede celular
de folhas de cana-de-acUcar foi eficiente e validou a utilizacdo conjunta dos
extratos com CacCl, e LiCl para maior representatividade do proteoma extracelular
nesta espécie. De maneira geral, 0os estresses impostos nos dois estudos
provocaram alteracfes significativas no proteoma da fracdo enriquecida de
parede celular nas folhas de cana-de-acucar, bem como, ocasionaram estresse
oxidativo nas duas variedades. As proteinas diferencialmente acumuladas
identificadas nos dois estudos podem estar associadas a mecanismos de regulacéo
génica, ligadas as variacOes fisioldgicas, enzimaticas e metabdlicas aqui detectadas,
potencialmente responséaveis pela tolerancia ao déficit hidrico e a radiacdo UVB. Na
aplicacdo dos estresses simultaneos, seca moderada e UVB, a andlise por
espectrometria de massas identificou 14 proteinas responsivas a estresses,
fotossintese e enzimas da parede celular associados a biossintese de ligninas e/ou
flavondides. Durante a interacdo simultanea com déficit hidrico severo e UVB, o
proteoma da cana-de-aclUcar em analise por espectrometria de massas identificou
42 proteinas especialmente envolvidas em defesa celular, resposta a estresse
abidtico, biossintese de lignina, sintese de flavondides e algumas constituintes de
parede celular. Os resultados obtidos compdem um conjunto de proteinas (e
genes codificantes) promissoras como marcadores funcionais auxiliares no
melhoramento genético, para desenvolvimento de variedades tolerantes ao
estresse hidrico e UVB.

Palavras-chave: Proteoma extracelular, lignoceluldsico, estresses ambientais,
déficit hidrico, estresse oxidativo.



Abstract

Sugarcane is one of the main sources of sugar and ethanol in the world. The plant
is a hybrid of two species of C4 grasses, which has high photosynthesis
performance. The effects of climate change, such as increased levels of UVB and
drought, along with rising oil costs together with strategic energy needs have lead
to global actions for the development of research in the area of renewable fuels.
Currently, the conversion of lignocellulosic material of the cell wall of sugarcane
into fermentable sugars for ethanol production has been regarded as a promising
alternative to increase ethanol production required to meet global demand. From
the functional point of view, the cell wall is essential for growth and differentiation,
signaling, response and defense against biotic and abiotic stresses. Due to the
importance of culture and the damage caused by environmental stresses UVB and
dry, this work focused three main approaches: the development of a protocol for
protein extraction of enriched cell wall in foliar tissue of sugar cane; the study on
sugar cane from the interaction between the factors of UVB and moderate drought
stresses; and the the study of the charge of the simultaneous stressing factors
UVB and severe water deficit, in search of a better understanding of the interaction
of these abiotic stresses on physiological and enzymatic processes and on
sugarcane differential proteome. The development of the protocol for protein
extraction with enrichment of cell wall from sugarcane leaves was efficient and
validated the use of extracts with CaCl, and LiCl for greater representativity of the
extracellular proteome in this species. In general, the stresses imposed on two
studies led to significant changes in the proteome of cell wall-enriched fraction in
leaves of sugarcane, as well as caused oxidative stress in both varieties.
Differentially accumulated proteins identified in both studies could be associated
with genetic regulatory mechanisms, physiological variations and linked to
enzymes detected potentially responsible for tolerance to water deficit and UVB
radiation. On application of the simultaneous stresses, moderate drought and
UVB, the analysis by mass spectrometry identified 14 stress-responsive proteins ,
photosynthesis and cell wall enzymes involved in the biosynthesis of lignins or
flavonoids. During the simultaneous interaction with severe water deficit and UVB,
the differential proteome of sugarcane in mass spectrometry analysis identified 42
proteins specially involved in cell defense response against abiotic stress, lignin
biosynthesis, synthesis of flavonoids and some components of the cell wall. The
results comprise a set of proteins (and coding genes) promising as markers in
breeding, functionally useful to the development of tolerant varieties to water
deficit and UVB.

Keywords: extracellular proteome, lignocellulosic, environmental stresses, water
deficit, oxidative stress.
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1.Introducéo

Plantas estdo expostas a varios estresses ambientais que afetam de
maneira negativa seu crescimento, metabolismo e produtividade. Seca,
salinidade, baixas e altas temperaturas, inundagdo, poluentes e radiacéo
ultravioleta B sao alguns dos fatores de estresse mais importantes que limitam a
produtividade das culturas. No Brasil, dentre estes fatores, o estresse hidrico é o
que frequentemente mais limita a produtividade da cana-de-agUcar. Assim, seus
efeitos nas plantas podem incluir redugdo nas taxas de assimilagdo de CO,,
tamanho das células foliares, taxa de transpiracao, potencial de agua na planta,
taxa de crescimento e abertura estomatica, e geralmente ocorre associado a
outros estresses abioticos, tais como alta temperatura e radiagdo ultravioleta B.

Considerando os impactos ambientais, os efeitos do aumento da radiacao
ultravioleta B (UVB) sobre as plantas parece ser em funcdo das respostas
fotomorfogenéticas. Reducbes da area foliar, expressao diferencial de genes e
proteinas e, em alguns casos, a acumulacdo de biomassa tém sido detectadas
em varias espécies em resposta aos niveis elevados da UVB solar. Para a
maioria das espécies vegetais, redu¢des no crescimento podem resultar de danos
fotoquimicos diretos as macromoléculas, tais como proteinas, &cidos nucléicos e
carotendides, ou como consequéncia indireta da maior producdo de espécies
reativas de oxigénio em plantas expostas a radiacdo UVB. Algumas espécies nao
sao afetadas pela radiacdo supracitada enquanto outras, aparentemente, tém, por
exemplo, sua taxa fotossintética aumentada, bem como, em outras, ha uma
redugé@o nas taxas de fotossintese. Esta sensibilidade diferencial € parcialmente

explicada pela habilidade das espécies em responder a UVB por meio da inducéo
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de mecanismos de defesa juntamente com aumento ou diminuicdo na
concentracdo de pigmentos e compostos protetores, e também pode ser
influenciada pelo regime hidrico e estado nutricional.

Os efeitos das mudancas climéaticas, como o0 aumento dos niveis de
radiacdo UVB e, a elevacdo nos custos do petréleo aliadas as necessidades
estratégicas de producdo de energia, forcaram acBes em nivel global para o
desenvolvimento de pesquisas na area de combustiveis renovaveis. A producéo
de bioetanol a partir da cana-de-acUcar ocorre, atualmente, pela fermentacao
alcoolica da sacarose. O etanol celuldsico produzido a partir dos polissacarideos
da parede celular vegetal é denominado etanol de segunda geracdo. Atualmente,
a conversdo de material lignocelulésico ou biomassa em acucares fermentaveis
para producdo de etanol vem sendo considerada como uma alternativa
promissora para aumentar a producdo de etanol necesséaria para atender a
demanda mundial. Em cana-de-agucar, um aspecto fundamental é saber quais as
implicacbes e mecanismos envolvidos na bioquimica de parede celular
promovidos pela interacdo dos raios ultravioleta B e seca.

Do ponto de vista funcional, a parede celular é essencial para o
crescimento e diferenciacdo, sinalizacdo, resposta e defesa contra estresses
bidticos e abidticos. E uma estrutura complexa composta principalmente por
polissacarideos de elevada massa molecular, proteinas e lignina, este ultimo
somente encontrado em alguns tipos de células.

Uma vez que o0s agentes efetores principais da dindmica da parede
celular sdo proteinas, estruturais ou catalisadoras, é importante compreender
melhor sua complexidade, e o desafio consiste na identificacdo destas proteinas e

suas relagbes com estrutura/funcdo. Neste contexto, nos ultimos anos tém
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surgido linhas de pesquisa em protebmica destinadas a analisar perfis de
proteinas de parede celular em determinado momento e, em condicOes
ambientais especificas de certos estresses abidticos.

Portanto, neste estudo foram analisadas respostas fisiologicas e
enzimaticas de duas variedades de cana-de-acucar, bem como, a caracterizacao
de proteinas da fracédo enriquecida de parede celular de folhas de cana-de-acucar
a fim de gerar informagdes sobre quais processos podem estar envolvidos na
regulacdo das respostas aos fatores de estresse simultdneos seca e radiacao

UVB.
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2. Revisao da Literatura

2.1. A CULTURA DA CANA-DE-ACUCAR: ASPECTOS GERAIS E

IMPORTANCIA ECONOMICA NO BRASIL

A cana-de-acUcar pertence a familia Poaceae, tribo Andropogoneae e
género Saccharum, sendo este género composto, principalmente, pelas espécies:
Saccharum officinarum que é conhecida por cana nobre, por apresentar elevado
teor de aclcar. E considerada uma alopolipldide com 2n=80, e uma das espécies
gue mais contribuiram com genes para as cultivares atuais (Ming et al., 1998); S.
spontaneum (2n=40 a 128) embora ndo seja cultivada, € considerada uma
autopoliploide sendo uma espécie altamente polimérfica. O vigor, o perfilhamento,
a capacidade de rebrota da soqueira e tolerancia a estresses, doencas e pragas
foram as principais contribuicdes dessa espécie para o melhoramento da cana-
de-acucar. Portanto, a rusticidade das cultivares atuais €, em grande parte, devida
aos genes provenientes dessa espécie. S. robustum (2n=60 a 205) é bastante
semelhante a S. officinarum, diferindo principalmente no tamanho dos colmos,
gue podem atingir até 10 m de altura. Cultivadas no passado, S. sinense (2n =
111 a 120), conhecida como cana da China, e S. barberi (2n=81 a 124) como
cana da India, também contribuiram para a formacdo das variedades atuais
(Segato et al., 2006).

Segundo Barbosa (2000) e Cesnik e Miocque (2004), as variedades
atuais sdo provenientes de hibridacdes interespecificas entre S. officinarum, S.
spontaneum, S. robustum e S. barberi. A cana-de-aclcar classificada como
Saccharum spp, em sua maioria é fértil, e possui niumero de cromossomos

variando de 100 a 130.
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E uma planta de reproducéo sexuada, preferencialmente por alogamia, e
quando cultivada comercialmente € propagada assexuadamente por meio
vegetativo. Possui metabolismo fotossintético de carbono C4, apresentando alta
eficiéncia fotossintética e elevado crescimento em regides com maior temperatura
(Larcher, 2004; Taiz e Zeiger, 2009).

O Brasil é considerado o maior produtor mundial de cana-de-agUcar
(Saccharum spp.). Atualmente a area plantada compreende 9,0 milhdes de
hectares com estimativas da safra para 2015/16 de 663 milhdes de toneladas, e
uma produtividade média brasileira estimada em 73.214 kg/ha (CONAB, 2015).

O setor canavieiro passa atualmente por um processo de intenso
crescimento, impulsionado principalmente pelo aumento na demanda de &alcool
combustivel, tanto no mercado interno em funcdo do avanco da tecnologia dos
veiculos bicombustiveis, como por um interesse mundial crescente na utilizacédo
do bioetanol em mistura a gasolina. Para preservar essa poSiGAdo num cenario
competitivo, o Brasil precisa manter investimentos compativeis na geracdo de
novas tecnologias e formacdo de competéncias (Machado, 2011). Atualmente, a
conversdo de material lignocelulésico ou biomassa em acucares fermentaveis
para producédo de etanol vem sendo considerada uma alternativa promissora para
aumentar em mais de 1/3 a producdo de etanol necesséaria para atender a
demanda mundial.

A cultura da cana-de-agucar no Brasil &€ destaque para o cenario mundial
em termos de exportacdo de seus principais produtos: o acucar e o etanol. No
entanto, para que se obtenha um desenvolvimento ideal de cultivo & necessario
que haja um sincronismo entre a tecnologia aplicada e as condicbes

edafoclimaticas favoraveis para aumento da produtividade.
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2.2 ESTRESSES AMBIENTAIS E SEUS EFEITOS NAS PLANTAS

Estresse por definicdo corresponde a influéncia desvantajosa, sobre a
planta, provocada por um fator externo (Taiz e Zeiger, 2009). Esses fatores
externos podem ter sua origem em seres vivos como: herbivoria, patégenos, biota
do solo entre outros; ou ambiental como: temperatura, umidade, radiacdo
ultravioleta, ventos, compostos quimicos e/ou estrutura do solo, disponibilidade
hidrica entre outros (Bray et al., 2000). O estresse causado por modificacfes
ambientais é designado abiotico.

Plantas, ao contrario dos animais, sdo sésseis, exigindo que mudancas
adversas em seu ambiente sejam rapidamente reconhecidas, distinguidas e
respondidas com reacfes adequadas. Seca, frio, calor e salinidade estdo entre os
maiores estresses abidticos que afetam negativamente o crescimento das plantas
e a produtividade. Em geral, o estresse abidtico muitas vezes provoca uma série
de modificacbes morfologicas, fisiologicas, bioquimicas e moleculares que afetam
desfavoravelmente o crescimento, desenvolvimento e produtividade das
plantas. Seca, salinidade, radiacdo, temperaturas extremas (frio ou calor) e
estresse oxidativo sao frequentemente concomitantes e inter-relacionados,
fazendo com que a ocorréncia combinada dessas condi¢bes induzam danos
celulares. Para lidar com estresses abioticos, € de fundamental importancia
entender as respostas de plantas a estes fatores que perturbam o equilibrio
homeostatico em nivel celular e molecular, a fim de identificar mecanismos

comuns para tolerancia ao estresse multiplo (Bray et al., 2000).
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2.2.1 Déficit hidrico em plantas

O estresse por déficit hidrico representa um importante problema para
plantas cultivadas principalmente em regides aridas e semi-aridas, sobretudo
porque cerca de um terco da superficie terrestre emersa é arida, e essa porgéo
tende a aumentar nas préoximas décadas (Caruso et al., 2009). As plantas
precisam se adaptar a essas condicOes de estresse a fim de manter seu
desenvolvimento e ciclo de vida (Pages, 2009).

A limitacdo do desenvolvimento provocada pela falta de Agua depende da
disponibilidade deste recurso e da eficiéncia do uso pelo organismo. Algumas
plantas apresentam mecanismos de aclimatacdo que séo ativados em resposta
ao estresse. Assim, déficit hidrico € o contetdo hidrico de célula ou tecido que se
encontra abaixo do nivel mais alto de 4gua exibido no maximo de hidratacao (Taiz
e Zeiger, 2009).

Para sobreviver em situagdo de estresse hidrico, as plantas utilizam
mecanismos de retardo ou tolerancia a desidratacdo. O primeiro diz respeito as
vias ativadas na planta para evitar a desidratacdo dos tecidos. O segundo
corresponde aos mecanismos que permitem a planta continuar funcionando em
situacdes de desidratacéo (Bray et al., 2000; Taiz e Zeiger, 2009). Isso € possivel
através da ativacdo de complexas vias moleculares que culminam em alteracées
fisiolégicas, morfologicas e metabdlicas a fim de estabelecer a homeostase
celular (Pages, 2009). Essas vias moleculares reagem ao estresse hidrico pela
alteracdo da expressdo génica resultando em grandes modificagdes no proteoma
e consequentemente em alteracdes funcionais (Caruso et al., 2009; Jangpromma

et al., 2010; Ngamhui et al., 2012; Almeida et al., 2013).
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Variedades de cana-de-aclUcar de mesma classificacdo quanto a
tolerancia podem mostrar diferentes respostas ao nivel morfoldgico, fisiolégico e
molecular, em virtude de caracteristicamente a cana-de-acucar possuir controle
multigénico para tolerancia a estresses abidticos, diferentemente da tolerancia a
estresse bidtico que pode ser considerado monogénico (Rodrigues et al., 2009).
Por isso se torna necessario entender as estratégias em nivel de expresséo
génica na cana-de-acucar para tolerar os tipos de estresses, tais como 0s genes
gue estdo envolvidos na sinalizacdo e vias regulatorias, os genes que codificam
proteinas que conferem tolerancia ao estresse, ou enzimas presentes em vias
gue levam a sintese de metabdlitos funcionais e estruturais (Vinocur e Altman,
2005).

Este cenario é um forte motivador de pesquisas para entender a base
genética das defesas ativadas pelas plantas em condi¢cdes de estresse por falta
de agua. Esses estudos sdo a base para a producdo de novas variedades com

maior tolerancia a seca (Menossi et al., 2011).

2.2.2 Radiacdao ultravioleta B (UVB) em plantas

Diversas culturas agricolas ja foram estudadas em relacdo as respostas
ao aumento na concentracdo de dioxido de carbono de CO,, aumento da
temperatura e alteracdes no regime hidrico (Ghini et al., 2011). No entanto, como
as alteracdes atmosféricas envolvem ndo somente esses efeitos, mas também o
aumento na incidéncia da radiacao ultravioleta B devido as alteracfes climaticas
esperadas, os efeitos de outros fatores de estresse devem ser estudados

principalmente em conjunto.
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Todos os elementos da biosfera estdo expostos a radiacdo UVB sob
intensidades que variam conforme o angulo solar e a espessura da camada de
0zo6nio no local onde se encontram (Figura 1). A camada estratosférica de ozénio
€ o principal agente atenuador da radiacao ultravioleta na atmosfera terrestre e a
reducdo desta camada, resultante da acéo antrépica, conduziu a um consequente
aumento da UVB (280-320 nm) incidente sobre a superficie terrestre com sérias

consequéncias para todos os organismos vivos (Caldwell et al., 2003).

uv-Cc UV-B UV-A |
100~280nm | 280~315nm | 315~400nm m
(Altitude) m
50 km - | B
Camada de ozdnio Rz
15 km

H
Figura 1. Espectro de Radia¢céo Ultravioleta (Fonte: theozonehole.com/uvrays.htm).

Durante as ultimas décadas, a comunidade cientifica e a populacdo em
geral ttm demonstrado consideravel preocupacdo acerca da reducdo da camada
de ozbnio (Yao e Liu, 2006). O ozbnio € uma molécula capaz de absorver a
radiacdo ultravioleta e est4 presente principalmente na estratosfera, entre 10 e 50
Km acima da superficie da terra. A camada de 0z6nio absorve grande quantidade
da UVB e toda a radiagao ultravioleta C (UVC), mas somente uma pequena

quantidade da radiacdo ultravioleta A (UVA). Essa concentragdo de ozbnio varia
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naturalmente de acordo com o clima, temperatura, latitude e altitude (Bischof et
al., 2006).

As plantas, em geral, possuem folhas que devem estar fisica e
bioquimicamente adaptadas para reter luz solar e servir como sitio de realizacao
da fotossintese. Contudo, para satisfazer ambos os critérios, a folha pode estar
também exposta a niveis excessivos de PAR (photosynthetically active radiation,
ou radiacdo fotossinteticamente ativa), com perda ou ganho de radiacdo
infravermelha, e a fotons prejudiciais presentes no intervalo da radiacado
ultravioleta-B, entre 290 e 320 nm (Sullivan, 2003).

Embora represente apenas uma minima fracdo do espectro
eletromagnético solar, a UVB tem um efeito fotobiolégico desproporcionalmente
grande. Uma das razdes é que a UVB é absorvida facilmente por macromoléculas
importantes, tais como as proteinas e acidos nucléicos (Bischof et al., 2006).

O aumento na incidéncia de UVB promove diversas respostas mediadas
por processos fotomorfogenéticos nas plantas. Devido a danos fotoquimicos ou
por consequéncia indireta da maior producéo de espécies reativas de oxigénio, as
macromoléculas como proteinas e acidos nucléicos podem sofrer danos
estruturais. Concomitantemente, sao observadas reducBes da area foliar de
plantas, alteragbes no crescimento, desenvolvimento, menor acumulo de
biomassa e mudancas no metabolismo vegetal. Muitas espécies de plantas
respondem negativamente a acdo da UVB, mas efeitos neutros ou positivos tém
sido reportados na literatura. Esta sensibilidade diferencial é parcialmente
explicada pela capacidade das espécies em responder a UVB por meio da

inducdo de mecanismos de defesa, juntamente com aumento na concentragao de
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pigmentos e compostos protetores (Hidema et al., 2001), e também é influenciada
pelo regime hidrico e estado nutricional.

Quando expostas a elevada radiacdo UVB, as plantas exibem uma
grande variedade de respostas, dependendo da espécie, cultivar, estagio de
desenvolvimento e condi¢cdes experimentais as quais sdo submetidas. Varios
estudos realizados evidenciam as diferentes respostas das plantas ao aumento
na exposicdo a UVB (Ries et al., 2000; Day et al., 2001; Hidema et al., 2001;
Frohnmeyer e Staiger, 2003; Zuk-Golaszewska, 2003; Casati et al., 2005; Boeger
e Poulson, 2006; Mpoloka, 2008; Newsham e Robinson, 2009; Du et al., 2011). A
partir desses estudos, foram reconhecidos efeitos diretos e indiretos da radiacao
UVB na planta inteira.

As plantas respondem a radiacdo UVB por meio de adaptacdes
morfologicas e fisiolégicas, mas os mecanismos celulares e moleculares que
controlam essas adaptacfes sdo pouco conhecidos. Alguns estudos evidenciaram
a expressao diferencial de genes relacionados a resposta vegetal ao estresse por
radiacdo UVB (Frohnmeyer e Staiger, 2003; Ries et al., 2000), mas sem definir se
essas mudancas sao refletidas na abundancia de proteinas ou se atuam
primeiramente na forma de modificagdes poés-traducionais. Assim, analisar as
proteinas produzidas sob estes estresses, em amostras contrastantes, permite a
identificacdo, bem como prové informac6es sobre a abundéancia de proteinas em
condi¢cOes adversas, além de informacdes sobre modificacdes pos-traducionais.

Estudos recentes tém mostrado que a UVB induz certo numero de
mecanismos de defesa, tais como aumento das enzimas antioxidantes e indugao
de proteinas relacionadas com patogénese, mediados ao nivel de expressao do

gene. As vias de transducdo de sinais, através das quais a UVB regula a
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expressao dos genes, sdo atualmente pouco compreendidos. Estudos realizados
indicam um papel fundamental para as espécies reativas de oxigénio como
principais mensageiros secundarios agindo a montante de uma série de vias que
envolvem hormdnios vegetais como o acido salicilico, acido jasmonico e etileno
(Soheila e Mackerness, 2000).

Em cana-de-acucar, dois aspectos sdo fundamentais para a investigacao
dos efeitos da alta incidéncia de radiacdo UVB: i) se a reducao da fotossintese e o
consequente menor acumulo de biomassa ja verificado em regifes
temperadas/articas também tende a ocorrer nas zonas tropicais e subtropicais,
exatamente nas areas de cultivo de cana-de-acucar brasileiras; e ii) quais as
implicacdes da maior interacdo dos raios UVB e seca com a bioquimica de parede

celular (ex. cross-linking de lignina).

2.3 PROTEOMICA VEGETAL

Proteinas sdo as moléculas efetoras das fungdes bioldgicas e participam
de cada uma das etapas de expressao génica interagindo inclusive com o DNA e
0 RNA (Baerenfaller et al., 2008). Dessa necessidade de entender funcionalmente
0 genoma, surge a protedmica que tem como objetivo a identificacdo, em larga
escala, de todas as proteinas da célula ou tecido. Contudo, hoje é amplamente
aplicada a analise de diversos aspectos funcionais como modificacbes pOs-
traducionais, localizagdo subcelular, interacdo proteina-proteina (Chen e Harmon,
2006) e, a protedmica diferencial. Associada a eletroforese bidimensional, a
espectrometria de massas é utilizada para identificacdo de diferengcas no acumulo

de proteinas quando o tecido ou célula € exposto a diferentes condicbes

(Komatsu e Yano, 2006).
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Dentre as abordagens de protedmica diferencial mais aplicadas as
plantas estdo as modificacdes provocadas por estresse bidtico e abiotico
(Rossignol et al.,, 2006). As plantas, durante todo seu ciclo de vida, estdo
constantemente expostas a ampla gama de estresses, que provocam diversas
modifica¢des fisioldgicas, bioquimicas e metabdlicas nesses organismos (Bray et
al., 2000; Taiz e Zeiger, 2009). Para sobreviver, as plantas utilizam principalmente
mecanismos moleculares que alteram a expressdo génica em resposta ao
estresse (Vitamvas et al., 2007; Kosova et al., 2011). Essa estratégia de
sobrevivéncia as torna alvos desse tipo de abordagem de andlise protedmica.

Estresses abidticos podem ser extremamente limitantes ao bom
desenvolvimento das culturas agricolas (Kosova et al.,2011). Diversos tipos de
estresses abiodticos ja foram abordados através da protedmica diferencial
destacando-se: estresse por baixa e alta temperatura (Shinozaki e Yamaguchi-
Shinozaki, 2000), estresse por seca (Shinozaki et al., 2003; Ali e Komatsu (2006);
Caruso et al., 2009), estresse por encharcamento (Dennis et al., 2000; James et
al., 2011), estresse por excesso de radiacdo (Wu et al., 2011; Casati et al., 2005),
estresse por excesso ou falta de nutrientes (Kang et al., 2004) e excesso de sais
(Abbasi e Komatsu, 2004; Aghaei et al., 2009; Pacheco et al., 2013).

Um dos objetivos de se tracar o perfil protebmico é a obtencdo de
proteinas que sirvam como marcadores moleculares funcionais relacionados ao
estresse em questdo. Os marcadores moleculares podem ser obtidos diretamente
do DNA ou podem ser marcadores bioquimicos, como s&o chamados o0s
marcadores de origem protéica (Kosova et al., 2011). Como as proteinas sao
resultado final da expressédo do gene e mais proxima do fenotipo, podem servir

como sinalizadoras para selecdo de certos fendtipos (Ramalho et al.,, 2008).
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Assim, essas proteinas sao potenciais marcadores moleculares para identificar
tolerancia ou sensibilidade ao estresse por déficit hidrico.

A identificacdo de proteinas (genes) responsaveis por qualidades
agronomicamente desejaveis e sua posterior manipulacdo por meio de técnicas
de biologia molecular podem proporcionar a obtencdo de variedades bem
sucedidas, reduzindo drasticamente as perdas na agricultura, além de permitir o
aproveitamento de areas até entdo ndo utilizaveis. Com a identificacdo de novos
genes, pode-se acelerar o ritmo do melhoramento, que podem ser usados, de
forma dirigida, para a obtencdo de variedades mais produtivas e mais adaptadas
a diferentes tipos de solo e clima e mais resistentes a pragas e doencas (Segato

et al., 2006).

2.3.1 Composicao e Protedmica da parede celular vegetal

Uma estrutura dindmica essencial que contribui para a morfologia geral
das células, a parede celular esta envolvida em processos fundamentais para a
sobrevivéncia das plantas como o crescimento celular, divisdo e diferenciacao,
mas também para a resposta a estresses ambientais (Kaczkowski, 2003). Além
disso, € uma importante fonte de sinais para reconhecimento molecular dentro da
mesma célula ou entre diferentes organismos. Cada tipo de célula é envolvido por
uma parede celular especifica, levando a uma grande diversidade de estruturas
da parede celular e composic¢des (Pont-Lezica et al., 2010).

A parede celular da planta € uma composi¢cdo de polimeros interligados
gue envolvem as células de plantas. Entre estes polimeros, polissacarideos séo a
maioria, sendo estas geralmente agrupadas em trés classes: -celulose,

hemiceluloses e pectinas. Geralmente, os polissacarideos constituem 80-90% da
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parede, os outros componentes sendo compostos de proteinas e compostos
fendlicos tais como a lignina. Proteinas da parede celular ou sé&o do tipo estrutural
(proteinas ricas em glicina e prolina) ou enzimas (Lima et al., 2001).

A dimensao e complexidade do proteoma da parede celular ressaltam a
sua natureza multifuncional e, de fato, a expressao regulada de proteinas da
parede celular foi observada em associacdo com uma ampla gama de eventos de
desenvolvimento, processos metabolicos e em resposta a estimulos externos.
Estes incluem a expansdo e diferenciacdo celular, em que a montagem da
parede, a deposicdo, reorganizacdo e desmontagem seletiva requerem as
atividades de um complexo de enzimas localizadas na parede celular, incluindo
hidrolases de polissacarideos, liases, transglicosilases e outras proteinas que
influenciam a estrutura de parede. Enzimas adicionais, tais como peroxidases,
acredita-se, desempenham papel no cross-link de polissacarideos com a
cessacao da expansao para enrijecer a parede. Expansao celular é regulada por
diversos estimulos ambientais, tais como a gravidade, luz, anoxia, estresse
hidrico, e os hormdnios. Alguns relatos descrevem correlacdes entre esses
fatores regulatérios e mudancas na estrutura de polissacarideos da parede
primaria e na expressdo de proteinas localizadas na parede, atividades
enzimaticas ou genes correspondentes (Lee et al., 2004).

As analises de proteinas a partir das fracdes enriquecidas de paredes
celulares de 6rgéos e de tecidos de muitas plantas tém sido bastante relatadas
(Lee et al., 2004; Watson et al., 2004; Boudart et al., 2005; Zhu et al., 2006; Jamet
et al., 2006, 2008a,b; San Clemente et al., 2009), em conjunto com metodologias
detalhadas para otimizar a extragao (Feiz et al, 2006; Watson et al, 2007;. Jamet

et al.,, 2008b; Negri et al., 2008; Sultana et al., 2014). Estas resultaram em
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catadlogos de proteinas cuja identidade correspondem a funcbes conhecidas
associadas a processos relacionados a parede, tais como a modificacdo do

polissacarideos, defesa e sinalizacdo, e algumas com funcdo desconhecida.
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3. Objetivos

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar proteinas produzidas diferencialmente em frag6es enriquecidas

de parede celular de cana-de-aclcar e potencialmente associadas aos

mecanismos de resposta por estresse de radiagdo ultravioleta B e seca,

simultaneamente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer protocolo de extracdo de proteinas de fracdo enriquecida de
parede celular de folhas de cana-de-agucar;

Avaliar as respostas fisiologicas e antioxidantes de duas variedades de
cana-de-acucar sob condicfes adversas de estresse simultaneo por seca e
radiacdo UVB,;

Identificar proteinas diferencialmente expressas em fracao enriquecida de
parede celular em folhas de cana-de-agUcar expostas concomitantemente
a radiacao UVB e seca;

Inferir possiveis funcdes das proteinas, através de anotacdo presumivel, e
determinar provaveis mecanismos envolvidos nas respostas a seca e

radiacdo UVB.
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Resumo

A parede celular € uma estrutura dindmica essencialmente envolvida em diversos
processos fundamentais para a sobrevivéncia das plantas, como o crescimento
celular, divisdo e diferenciacdo, mas também para a resposta a estresses
ambientais. Além de suas diversas fungBes biologicas, 0s componentes
polissacaridicos constituintes das paredes celulares vegetais sdo de vital
importancia como fonte natural de fibras, sendo consideradas as fontes principais
de recursos renovaveis do planeta, utilizados como matéria prima para diversos
processos industriais, dentre eles a producao de papel e celulose, carvao vegetal
e biocombustiveis. S&o varios os desafios encontrados ao estudar o proteoma
extracelular de plantas. As paredes de células vegetais possuem dificuldades
especificas, como a auséncia de uma membrana circundante podendo resultar na
perda de proteinas da parede celular durante o procedimento de isolamento, e
redes de celulose and hemiceluloses, formando potenciais armadilhas que
aprisionam contaminantes, tais como proteinas intracelulares. Um dos passos
cruciais na protedbmica é a obtencdo da amostra protéica, sendo fundamental o
processo de padronizagdo e otimizacédo do protocolo experimental. Este trabalho
teve como objetivo estabelecer um protocolo de isolamento e extracdo de
proteinas de fracao enriquecida de parede celular para folhas de cana-de-agucar.
Dessa forma, nesse estudo foram avaliados e otimizados trés protocolos (A, B e
C) de isolamento e extracdo de proteinas de fracdo enriquecida de parede celular
para cana-de-acucar. Apds a realizacdo da extracdo de proteinas, 0s extratos
protéicos obtidos pelos trés protocolos foram analisados por SDS-PAGE (12,5%)
e fragmentos do gel de amostras obtidas pelo protocolo selecionado por
apresentar maior concentracdo e rendimento protéico, foram excisados e
analisados através da espectrometria de massas. As proteinas identificadas
foram classificadas conforme sua localizacdo subcelular. O extrato protéico obtido
a partir da extracado utilizando o Protocolo B, contendo CaCl, + LiCl no tampao, foi
0 que obteve maior propor¢cdo de proteinas com localizacdo subcelular
relacionadas a parede celular. Os protocolos B e C, com modificac¢des, utilizando
0s métodos de extragdo contendo os tampdes combinados de CaCl, e LiCl foram
0S que apresentaram maior rendimento de proteinas e, portanto, se mostraram
eficientes para estudos de analise proteémica diferencial em parede celular de
folhas de cana-de-acUcar.

Palavras-chave: proteoma extracelular, estabelecimento de protocolo,
polissacarideos, CacCl,, LiCl.
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Abstract

The cell wall is a dynamic structure mainly involved in several fundamental
processes to the survival of plants such as cell growth, division and differentiation,
but also for the response to environmental stresses. In addition to its various
biological functions, polysacharide components of plant cell walls are of vital
importance as natural source of fiber, being considered the main renewable
resource used as raw material for various industrial processes, including the
production of pulp and paper, coal and biofuels. There are several challenges
encountered when studying the extracellular proteome. The walls of plant cells
have specific difficulties, such as the lack of a surrounding membrane which can
result in the loss of cell wall proteins during the isolation procedure, and networks
of cellulose and hemicelluloses forming potential pitfalls that trap contaminants
such intracellular proteins. One of the crucial steps in proteomics is to obtain the
protein sample, being fundamental to the process of standardization and
optimization of the experimental protocol. This work aimed to establish a protocol
for isolation and extraction of protein-enriched fraction of cell wall for leaves of
sugarcane. Thus, in this study were evaluated and optimized three protocols (A, B
and C) isolation and extraction of protein-enriched fraction of cell wall for
sugarcane. After the completion of the extraction of proteins, protein extracts
obtained by three protocols were analyzed by SDS-PAGE (12,5%) and gel
fragments of samples obtained by the selected protocol for presenting greater
concentration and protein yield, were excised and analyzed by mass spectrometry.
The proteins identified were classified as their subcellular location. The protein
extract obtained from the extraction using the Protocol B, containing LiCl CaCl; in
the CAP, that's what obtained a higher proportion of protein subcellular location
related to the cell wall. The protocols B and C, with modifications, using the
extraction methods containing the combined caps of CaCl, and LiCl were those
who had higher protein yield and, therefore, were efficient and enable the study of
differential proteomics analysis in cell wall of leaves of sugarcane.

Keywords: extracellular proteome, establishing protocol, polysaccharides, LiCl,
CaC|2.
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4.1 INTRODUCAO

As paredes celulares vegetais sdo estruturas essenciais para o
crescimento e desenvolvimento das plantas (Keegstra, 2010). Além de suas
diversas funcdes biologicas, os componentes polissacaridicos constituintes das
paredes celulares (celulose, hemiceluloses e pectinas) sado de vital importancia
como fonte natural de fibras, sendo consideradas as fontes principais de recursos
renovaveis do planeta, utilizados como matéria prima para diversos processos
industriais, dentre eles, a producdo de papel e celulose, carvdo vegetal e
biocombustiveis. Todos esses fatores tém despertado grande interesse no estudo
da composicao e biossintese das paredes celulares (Venketachalam et al, 2013).

A parede celular da planta pode ser vista como a matriz estrutural que
encapsula as células, formando a estrutura mecanica que define a arquitetura da
planta. Neste contexto, paredes vegetais sdo frequentemente classificadas como
primaria ou secundaria; a primeira estd associada com tecidos jovens em
crescimento e diferenciacdo, e a segunda com fases de desenvolvimento
terminais em que o tamanho e forma da célula sdo permanentemente
estabelecidos. A parede primaria de grande parte dos vegetais é composta por
trés estruturas independentes, as microfibrilas de celulose, os polissacarideos
nao-celulésicos - hemiceluloses e pectinas - e as proteinas estruturais. A
investigacdo de diversos processos bioldégicos em plantas tem resultado em uma
lista cada vez mais crescente de componentes de desenvolvimento direta ou
indiretamente influenciados por interacbes moleculares localizadas na parede e
vias de sinalizacao (Hoson, 1998; Lee et al., 2004).

Diversas classes de proteinas localizadas na parede celular séo

frequentemente descritas como pertencendo a uma de duas categorias basicas:



45

proteinas estruturais, tipicamente imobilizadas dentro da parede e que
compreendem cerca de 5-10% do peso seco da parede; ou proteinas
apoplasticas solaveis, incluindo muitas enzimas que geralmente sdo mais
facilmente extraidas de tecidos vegetais (Cassab e Vamer, 1988; Showalter,
1993).

Sao varios os desafios encontrados ao estudar o proteoma extracelular de
plantas. Paredes de células vegetais possuem dificuldades especificas, como a
auséncia de uma membrana circundante podendo resultar na perda de proteinas
da parede celular durante o procedimento de isolamento, e redes de
polissacarideos de celulose, hemiceluloses e pectinas, formando potenciais
armadilhas que aprisionam contaminantes, tais como proteinas intracelulares.
Vérios procedimentos relatados para extrair o proteoma de parede celular para
analise conduziram ao co-isolamento de uma elevada percentagem de proteinas
intracelulares previstas (mais de 50%; Feiz et al, 2006), levando a uma série de
abordagens experimentais desenvolvidas para reduzir essas dificuldades.

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo estabelecer um
protocolo de isolamento e extracdo de proteinas de fracdo enriquecida de parede

celular para folhas de cana-de-acucar.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Para selecdo e estabelecimento de protocolo para folhas de cana-de-
acucar (Saccharum spp.), foram realizados testes com trés protocolos de
isolamento e extracdo protéica de parede celular de plantas. As amostras
protéicas neste teste foram obtidas de folhas +1 de cana-de-acucar (variedade
RB962962), ndo submetidas a estresses ambientais. As proteinas da fracao
enriquecida de parede celular foram purificadas e extraidas pelo método proposto
por Feiz et al, (2006) com algumas modificacdes (protocolo A); Negri et al, (2008)
com algumas modificacbes (protocolo B) e, por fim, pelo método sugerido por

Sultana et al, (2014), com modificagdes (protocolo C).

4.2.1 Protocolo A (Feiz et al., 2006)

No protocolo A, proteinas foram extraidas por um processo sequencial
que utiliza tampdes contendo CaCl, (2x) ou LiCl (2x). Para o isolamento da fracdo
enriguecida de parede celular, as amostras de folhas foram maceradas em
nitrogénio liquido e adicionadas de tampdo de baixa forca ibnica [tampdo de
acetato 5 mM, pH 4,6 e 0,4 M sacarose (Figura 1)]. PVPP (polivinil-polipirrolidona)
foi adicionada ao homogeneizado, e este foi centrifugado. O sedimento resultante
foi ressuspendido em tampéao de acetato 5 mM, pH 4,6, com o aumento das
concentracbes de sacarose (0,6 M e 1 M), e centrifugadas. O residuo (PC3) foi
lavado a vacuo em uma membrana de nylon (tamanho de poro 25 pm) com cerca
de 500 mL de tampdo 5 mM de acetato (pH 4,6) para 5 g de material vegetal
fresco. A fracdo enriquecida de parede celular resultante foi macerada em
almofariz com nitrogénio liquido para reduzir o tamanho das particulas até se

obter um po fino, auxiliando a extracdo subsequente de proteinas e, em seguida
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foi liofilizada. O po liofilizado (PC4) foi extraido sequencialmente com sais para
remocao de proteinas ionicamente ligadas a matriz de polissacarideos. Essas
proteinas foram extraidas com duas etapas sucessivas de lavagens e
centrifugacfes utilizando 6 mL de tampado contendo cloreto de calcio (tampao
acetato 5 mM, pH 4,6 e 0,2 M de CaCl,), seguido por duas etapas sucessivas de
lavagens e centrifugacdes utilizando 6 mL tampdo contendo cloreto de litio

(tampéo acetato 5 mM, pH 4,6 e 2 M de LiCl), conforme ilustrado na Figura 1.
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Maceracéo do tecido foliar

Tampéao acetato 5 mM, pH 4,6 e 0,4 M sacarose

Centrifugacao l \

Sobrenadante descartado
Pellet (PC1)
_ Centrifugacdo: l
Tampéao acetato 5 mM, pH 4,6 e 0,6 M sacarose
' ' Sobrenadante descartado
Pellet (PC2)
Centrifugagéo:
Tampao acetato 5 mM, pH 4,6 e 1 M sacarose l \
Pellet (PC3) Sobrenadante descartado
Lavagens extensivas:
Tamnao acetato 5 mM_ nH 4 6 l
Sobrenadante descartado
Pellet (PC4):
moagem em N, e
liofilizacao
Pellet (PC4)
2 etapas sucessivas de lavagens/centrifugagdes:
Tampéo acetato 5 mM, pH 4,6 (0,2 M CacCl,) \
Pellet (PC5) extrato CaCl,
2 etapas sucessivas de lavagens/centrifugacdes:
Tampéo acetato 5 mM, pH 4,6 (2 M LiCl) \
Pellet (PC6) extrato LiCl

Figura 1. Representacdo esquematica do processo de purificacdo e extracdo de proteina da
fracdo enriquecida em parede celular de folhas de cana-de-aclcar - Protocolo A. PC: pellet
enriquecido com parece celular. Adaptado de Feiz et al., (2006).
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4.2.2 Protocolo B (Negri et al., 2008)

No protocolo B a parede celular foi tratada utilizando dois procedimentos
distintos: o primeiro foi tratado com tampd&es contendo CaCl, (2x) e LiCl (1x), em
etapas sucessivas, ou, em alternativa, com a combinacdo dos dois extratos de
CaCl, e LICl. O segundo procedimento foi tratado com fenol seguido por
precipitacdo com acetato de amoénio em metanol (Hurkman e Tanaka, 1986).
Amostras de folhas congeladas (5 g) foram maceradas em nitrogénio liquido apoés
a adicdo de 15% (w/w) PVPP e homogeneizados em 20 mL de tampao de
extracdo [0,7 M de sacarose, 0,5 M de Tris-HCI, pH 8, 10 mM de sal dissédico de
EDTA, acido citrico a 4 mM, 1 mM fenilmetanosulfonilfluoreto (PMSF) e 0,4% (v/v)
de B-mercaptoetanol 0,4%] em gelo, incubadas a 4°C sob agitacdo durante 30
minutos e depois centrifugado a 7.000 rcf durante 30 min. O pellet resultante
correspondeu a fracdo enriguecida em parede celular (PC). Para remover os
contaminantes, a PC foi lavada trés vezes com 20 mL de 6% (w/v) de solucao
PVP-40 (Figura 2). As proteinas da fracdo enriquecida de parede celular foram
extraidas utilizando dois procedimentos distintos. No primeiro, as proteinas foram
extraidas por incubacédo da fracdo enriquecida de parede celular duas vezes com
10 mL tampéo acetato de so6dio 50 mM e 200 mM de CaCl,, durante 1 h a 4°C,
seguido por uma extracdo com 10 mL de tampé&o acetato de sodio 50 mM e 3M
de LiCl, durante 1 h a 4°C. Depois de cada etapa, os sobrenadantes foram
recolhidos apods centrifugacdo a 13.000g durante 30 min. Os extratos de CaCl,
foram combinados e, depois, as proteinas das fracbes de CaCl, e LiCl foram
lavadas trés vezes com acetona 80% (v/v). Os sedimentos finais obtidos foram
secos, dissolvidos em Uréia e Tiouréia (8:2) e armazenados a -80°C. No segundo

procedimento, o pellet final da fracdo enriquecida de parede celular (PC) foi



50

ressuspenso em 15 mL de tampéao de extracdo e, em seguida, misturado com o
mesmo volume de fenol saturado com Tris-HCI (pH 8,5). As proteinas foram
entdo extraidas utilizando o protocolo de Hurkman e Tanaka (1986), com
modificacdes conforme Boaretto (2012).

Apos a realizacdo da extracdo de proteinas, 0s extratos protéicos obtidos
pelos protocolos A e B foram quantificados pelo método de Bradford (1976), e
analisados por SDS-PAGE (12,5%). Fragmentos do gel SDS-PAGE de amostras
obtidas pelo protocolo B foram selecionados, por apresentar maior rendimento e
perfil eletroforético diferente da amostra citoplasmatica, excisados e analisados

através da espectrometria de massas.

Folhas de cana-de-acucar

l

Macerac&o com nitrogénio liquido

l Extracdo com tampao

Homogeneizacéao

l Centrifugacéao

Pellet (PC)

Lavagens (3x)
! | !
CaCl; — LiCl Fenol
Extracao (x2) Extracao Extracao

e | '

Precipitacdo com Acetona e diluicdo em Uréia
e Tiouréia (8:2)

Figura 2. Representacdo esquematica do processo de isolamento e extracdo da fracéo
enriquecida de parede celular em cana-de-aclUcar - Protocolo B. PC: pellet enriquecido com
parece celular. Adaptado de Negri et al., (2008).
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4.2.3 Protocolo C (Sultana et al., 2014)

No protocolo C, as proteinas foram extraidas utilizando extracfes
sequenciais alternativas com os tampdes de CaCl, (2x) e LiCl (2x) e também com
combinacgdes alternativas desses extratos. As proteinas da fracdo enriquecida da
parede celular foram extraidas de acordo com a metodologia sugerida por Sultana
et al, (2014) com algumas alteracbes, que por sua vez, é uma variacdo do
protocolo de Feiz et al, (2006). Cerca de 1 g de folha de amostra foliar foi triturada
em nitrogénio liquido e extraido com 5 ml de tampéao [acetato de potassio 5 mM
(pH 4,6), sacarose 0,5 M, 1 mM de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), 1 mM
de PMSF e 0,4% (v/v) de B-mercaptoetanol]. O homogeneizado foi centrifugado a
7.000 rcf durante 10 min a 4°C. O sobrenadante contendo proteinas soluveis foi
descartado e o pellet foi lavado e centrifugado (7.000 rcf durante 20 min) seis
vezes com 5 ml de tampéo de acetato de potassio 5 mM (pH 4,6) para remover a
sacarose e inibidores da protease. O sobrenadante foi descartado e as proteinas
da fracdo enriquecida de parede celular foram extraidas com duas extracfes
sequenciais com 2,5 mL de tampéao acetato de potassio contendo 0,2 M de CaCl,,
seguido de duas extracdes com 2,5 mL de tampédo acetato de potassio contendo
de 2 M de LIiCl (Figura 3). A concentracdo protéica foi determinada pelo kit 2D-

Quant (GE HealthCare), conforme protocolo recomendado pelo fabricante.
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Maceragédo do tecido foliar (1g) com N, e
Centrifugacdo com Tampao acetato de Potassio 5mM
(pH 4,6) e 0,5 M de Sacarose

b

Sobrenadante descartado

Centrifugacgéo (6 x):

Tampé&o acetato de Potassio 5 mM l

I

PC2 Sobrenadantes descartados

em cada etapa

Centrifugacédo (10 min) e Incubacao (4°C-1h):

Tampao acetato de Potassio 5 mM (pH 4,6) e l

0,2 M de CaCl, (2x) : \

PC3
Coleta dos extratos de
CacCl,
Centrifugacéo (10 min) e Incubacgéo (4°C-1h): l
Tampdo acetato de Potassio 5 mM (pH 4,6) e \
2 M LiCl (2x) PC4 Coleta dos extratos de LiCl

Figura 3. Representacdo esquemética do processo de isolamento e extracdo da fracdo
enriquecida de parede celular em cana-de-agUcar - Protocolo C. PC: pellet enriquecido com
parece celular. Adaptado de Sultana et al., (2014).

4.2.4 Espectrometria de massas e Identificacdo presumivel

Os fragmentos do gel SDS-PAGE contendo bandas de proteinas
(protocolo B) foram excisados manualmente dos géis e incubados em uma
solucdo de descoloracdo contendo 50% de metanol e 2,5% de acido acético
durante 18 h, em temperatura ambiente, seguido de desidratacdo com solucao de
acetonitrila (100%). Em seguida, as proteinas foram reduzidas com solugéo de 10
mM de DTT (Ditiotreitol) em 50 mM de bicarbonato de aménio e incubados por 30
min a 60°C. Em seguida, o excesso de liquido foi retirado e foi adicionado 30 pL

de solugdo 10 mM IAA em 50 mM de bicarbonato de ambnio para serem
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alquiladas, também por 30 minutos, no escuro a temperatura ambiente.
Posteriormente, o liquido excedente foi removido e os fragmentos lavados com
bicarbonato de aménio a 100 mM e novamente desidratados com acetonitrila
(100%) por trés vezes. Finalizadas estas etapas, foi adicionada cerca de 30 a 50
uL a solucdo contendo tripsina na concentracdo de 20 ng.uL™ e incubado a 37 °C
em banho seco, overnight (16h), garantindo a maxima tripsinizacdo da proteina.
Em seguida, ap0s um spin, o excesso de tripsina foi removido e transferido para
um novo tubo. Ao fragmento foi adicionada a solucdo de extracdo [5% de acido
trifluoroacético (TFA) em solucdo com 50% de acetonitrila] e apés 40 minutos em
banho de gelo, a solucéo foi retirada e adicionada a solucdo remanescente de
tripsina. Este procedimento foi realizado duas vezes, totalizando duas extracdes.
Por fim, as amostras foram totalmente evaporadas, utilizando evaporadores
centrifugos tipo Speed-Vac (Eppendorf) e armazenadas a -20 °C até a realizacao
das analises por espectrometria de massas.

Os espectros MS foram obtidos em espectrémetro Autoflex 111 MALDI-
ToF/ToF (Bruker Daltonics) disponibilizado pela Central Analitica do Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste, CETENE, Recife-PE, usando matriz de
acido a-ciano-4-hidroxicinamico (Sigma/C8982) e conforme os protocolos de
analise padronizados de: tipagem por massa de peptideos (PMF - peptide mass
fingerprinting; método refletido positivo RP_Proteomics HPC). Os ions foram
acelerados a 19 KV, laser Nd:YAG smartbeam 355 nm, 100 Hz.

Para MS, os espectros foram identificados através da analise dos
arquivos peaklist.xml no software Mascot (Matrix Inc.) pelo método de PMF contra
o banco de dados de plantas (Viridiplantae) disponivel na versao online do Mascot

(http://www.matrixscience.com); utilizando-se os seguintes parametros: base de
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dados: Swissprot; taxonomia: Viridiplantae; modificacéo fixa: carbamidometil (C);
modificacdo variavel: oxidacao (M); e tolerancia 200 ppm. Foram consideradas
significativas as identificagbes com score maior que o valor limite (cut-off). O
score equivale a -10.log(P), sendo P a probabilidade de a similaridade encontrada
ser ao acaso. Valores de score acima do valor limite tém significancia estatistica
(p<0,05). Os acessos significativamente identificados foram submetidos a busca
na ferramenta Retrieve ID na base de dados UniProt (http://www.uniprot.org/),

para detalhes dos descritores das proteinas anotadas.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Analise comparativa - Protocolos Ae B

Foi observado um padrdo de migracdo ndo uniforme para amostras de
folha nos dois protocolos, sendo detectadas no protocolo A (Figura 4A) algumas
bandas entre 14,4 e 40,2 kDa enquanto que, no protocolo B (Figura 4B) foram
observadas algumas bandas entre 20,1 e 66 kDa. As amostras apresentaram
concentracdo média distinta na extracdo protéica de fracdo enriquecida de parede
celular, conforme o protocolo e tampéao utilizado, de acordo com a concentracao
final do extrato obtido. No protocolo A, a concentracdo média observada foi de
1,43 pg/uL (tampao contendo CacCl,) e 0,74 pg/uL (tampéo contendo LiCl). Ja no
protocolo B, foram verificadas as concentracdes de 1,20 pg/pL quando utilizada a
extragdo com tampao contendo CaCl,, 1,50 pg/uL quando utilizada a extracao

com tampao contendo LiCl e, 2,35 pg/uL quando utilizada a extracéo fendlica.
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Figura 4. Gel 1D-SDS-PAGE de proteinas de fra¢do enriquecida de parede celular de folhas de
cana-de-acucar. A: Amostras obtidas através do protocolo A; 1- tamp&o contendo CaCl,; 2-
tampéo contendo LiCl; B: Amostras obtidas através do protocolo B; 1- tampéo contendo CaCl,; 2-
tampéo contendo LiCl; 3- Fenol. MM: marcador de massa molecular (kDa).

A partir desses resultados obtidos anteriormente, foi decidido utilizar o
protocolo B (Negri et al., 2008; com modificagbes) para a realizagdo de um novo
teste de isolamento e extracdo de proteinas de fracdo enriquecida de parede
celular para combinar os sobrenadantes de CaCl, e LiCl, com o intuito de obter
um melhor resultado na quantidade e qualidade de proteinas, bem como para
realizar posteriormente andlise 2-DE e identificacdo das proteinas via
espectrometria de massas desse teste de protocolo. As proteinas apresentaram

massa molecular entre de 14,4 e mais de 97,0 kDa (Figura 5).
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Figura 5. Gel SDS-PAGE das proteinas da fragdo enriquecida de parede celular em folhas de
cana-de-acgucar, utilizando o protocolo B, com modificagdes. (MM - Marcador Molecular; 1- CacCly;

2- LiCl; 3- Fenol; 4- CaCl,+LiCl; 5- Fase Citosdlica).

Os valores médios da concentracdo e rendimento de proteinas da fracédo

enriquecida de parede celular de folha em cana-de-agUcar sdo mostrados na

Tabela 1.

Tabela 1. Concentragdo e rendimento protéico da fracdo enriquecida de parede celular utilizando

o Protocolo B, com modificacdes, empregando diferentes tampdes de extragéo.

Tampado de Concentracédo protéica Rendimento protéico
Extracao (Hg/pL) (H9/9)
Tampao contendo CacCl, 1,87 56,4
Tampéao contendo LiCl 1,81 54,6
Fenol 1,84 55,5
Tampéo contendo CacCl, + LiCl 1,90 57,0
Citosol 2,02 60,6
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4.3.2 Identificacéo de proteinas de 1D-SDS-PAGE - Protocolo B

Fragmentos do gel SDS-PAGE foram selecionados (Figura 6), excisados,
analisados através da espectrometria de massa e identificados, presumidamente,
para andlise qualitativa das proteinas. Foram excisados oito bandas de cada

amostra, totalizando a analise de 40 bandas.

Figura 6. Fragmentacdo das bandas do gel SDS-PAGE das proteinas da fragdo enriquecida de
parede celular de folhas de cana-de-acUcar da variedade RB867515, utilizando o protocolo B, com
modificacdes. (MM - Marcador Molecular; 1- CaCl,; 2- LiCl; 3- Fenol; 4- CaCl,+LiCl; 5- Fase
Citosolica; 1-8: Numeracao dos bandas do gel).

As proteinas identificadas foram classificadas conforme sua localizagéo
subcelular (Tabela 2; Figura 7). O extrato protéico obtido a partir da extracdo
utilizando o Protocolo B, contendo CaCl, + LiCl no tampao, foi o que obteve uma
maior proporcdo de proteinas com localizacdo subcelular relacionadas a parede
celular.

Sendo assim, o protocolo B, com modifica¢des, utilizando o método de
extracdo contendo os tampdes combinados de CaCl;, e LiCl se mostrou eficiente
e, portanto, € considerado vivavel para as andlises de amostras enriquecidas de

parede celular de folhas de cana-de-agucar.
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Tabela 2. Distribuicdo da anotacdo presumivel e localizacdo subcelular das proteinas identificadas nas bandas coletadas apés 1D-SDS-PAGE de amostras
conforme protocolo B. As bandas correspondem aquelas indicadas na Figura 6.

Banda Proteina Anotacdo presumivel Espécie ortologa S PC MP G \Y C P M RE N RPC(%)
CaCl;
1 Q9ZSA2 Proteina quinase 21 dependente de calcio Arabidopsis thaliana X X X
2 Q8LFD5 Proteina desconhecida At4g13230 Arabidopsis thaliana X
3 Q93ZG7 RNA helicase/DEAD-box 38 dependente de ATP Arabidopsis thaliana X X X
4 QB8LFD5 Proteina desconhecida At4g13230 Arabidopsis thaliana X
5 P52838 Flavonol sulfotransferase Flaveria bidentis X
6 Q9SVIO Proteina secretora 41 com repeticdo rica em Cys  Arabidopsis thaliana X X
7 P49087 Subunidade A da ATPase tipo V/H" Zea mays X
8 Q41373 Subunidade menor da RuBisCO Saccharum hybrid X
% 7,7 154 154 00 7,7 385 77 00 00 7,7 38,5
LiCl
9 Q6AUR2 Proteina P-II regulatéria de nitrogénio Oryza sativa X X X
10 Q8S8U4 Subunidade H da NAD(P)H-quinona oxidoredutase Atropa belladonna X
11 P00827 ATP sintase beta Zea mays X
12 Q9M365 Proteina com dominio F-box At3g61730 Arabidopsis thaliana X
QILSQ6 Proteina de ligagao ao célcio Arabidopsis thaliana X X
13 B4FHFO Fator de alongagédo Ts Zea mays X
14 Q9M365 Proteina com dominio F-box At3g61730 Arabidopsis thaliana X
15 Q9FX60 Histona H3 Arabidopsis thaliana X
16 P28582 Proteina quinase dependente de célcio Daucus carota X

%

0,0 8,3 16,7 83 00 83 250 83 0,0 250 33,3

CacCl,: Tampéao de extragao contendo Cloreto de calcio; LiCl: Tampéao de extragéo contendo Cloreto de litio; CaCl, + LiCl: Tamp&ao de extragdo contendo Cloreto de célcio mais o
Cloreto de litio; S: secretada, extracelular; PC: de parede celular, apoplasto; MP: de membrana plasmatica; G: das vesiculas do aparelho de Golgi; V: vacuolar; C: citoplasmatica,
citossolica; P: cloroplastidial; M: mitocondrial; RE: do reticulo endoplasmatico; N: nuclear; RPC(%): porcentagem de localizagbes subcelulares associadas a parede celular
(S+PC+MP+G).
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CaCly+LiCl S PC MP G \% C P M RE N RPC(%)
17 Q9FH13 Regulador da proteina ribonuclease 3 Arabidopsis thaliana X X
18 P33154 Proteina relacionada a patogénese 1 Arabidopsis thaliana X X
19 P00827 ATP sintase beta Zea mays X
20 QO06GS5 ATP sintase alfa Piper cenocladum X
21 Q9FH57 Fator de transcricdo GATA 5 Arabidopsis thaliana X
082772 Beta-glucosidase 25 inativa Arabidopsis thaliana X
22 QB6AUR2 Proteina P-Il regulatéria de nitrogénio Oryza sativa X X X
Q9SSX0 Proteina 1 de ligagdo ao GTP similar a Rac Oryza sativa X X
23 Q6AUR2 Proteina P-Il regulatoria de nitrogénio Oryza sativa X X X
24 Q56WK6 Patelina 1 Arabidopsis thaliana X X X X
Q6AUR2 Proteina P-Il regulatéria de nitrogénio Oryza sativa X X X
P92554  Proteina desconhecida AtMg01240 Arabidopsis thaliana X
Q94AA9 Xilogalacturonana beta-1,3-xilosiltransferase Arabidopsis thaliana X X
P83171 Proteina antifingica ginkbilobina 1 Gingko biloba X X
Q39096 Proteina 15 de resposta precoce a desidratacao Arabidopsis thaliana X
Q9FH57  Fator de transcricdo GATA 5 Arabidopsis thaliana X
Q9LV45  Proteina com dominio F-box At3g24580 Arabidopsis thaliana X
% 3,2 9,7 129 16,1 3,2 194 16,1 3,2 32 129 41,9
Fenol
25 Q5YK50 Maturase K Ceratonia siliqua X
26 F4JNO5 Proteina 4 de transporte de guanina-nucleotideo Arabidopsis thaliana X X
27 P00827 ATP sintase beta Zea mays X
28 Q6AUR2 Proteina P-Il regulatoria de nitrogénio Oryza sativa X X X
29 P31191 Subunidade maior da RuBisCO llex aquifolium X
30 Q6AUR2 Proteina P-Il regulatoria de nitrogénio Oryza sativa X X X
31 C6TAY1 Flavondide 4'-O-metiltransferase Glycine max X X
32 Q41811 Histona H4.3 Zea mays
% 0,0 0,0 143 143 0,0 286 357 00 00 71 28,6

CaCl,: Tampao de extragdo contendo Cloreto de célcio;

LiCl: Tampao de extracédo contendo Cloreto de litio; CaCl, + LiCl: Tampéao de extragdo contendo Cloreto de calcio mais o Cloreto de litio; S:

secretada, extracelular; PC: de parede celular, apoplasto; MP: de membrana plasmatica; G: das vesiculas do aparelho de Golgi; V: vacuolar; C: citoplasmatica, citossoélica; P: cloroplastidial; M:
mitocondrial; RE: do reticulo endoplasmatico; N: nuclear; RPC(%): porcentagem de localizages subcelulares associadas a parede celular (S+PC+MP+G).
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Solavel
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37
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39
40

P04711
Q6AUR2
Q9ZR26

P30709
Q6AUR2
Q03194
QBAUR2
Q8501
A2Y720
Q9M316

PEP carboxilase 1
Proteina P-Il regulatéria de nitrogénio

Antocianidina 3-O-glucosideo 5-O-
glucosiltransferase 2
Inibidor de tripsina A

Proteina P-Il regulatéria de nitrogénio
ATPase 4

Proteina P-II regulatéria de nitrogénio
Proteina ribossémica S18 30S
Proteina tardia da embriogénese 3

Proteina com repeti¢do pentatricopeptideo

At3g61520

Zea mays
Oryza sativa
Perilla frutescens

Momordica charantia X X

Oryza sativa

Nicotiana plumbaginifolia
Oryza sativa

Larix decidua

Oryza sativa

Arabidopsis thaliana

% 5,9 59

MP G V C P M RE N RPC(%)
X
X X X
X
X X X
X
X X X
X
X

X

59 176 00 353 235 59 00 00 35,3

CaCl,: Tampao de extragdo contendo Cloreto de célcio;

LiCl: Tampao de extragdo contendo Cloreto de litio; CaCl, + LiCl: Tampé&o de extragdo contendo Cloreto de céalcio mais o Cloreto de litio; S:

secretada, extracelular; PC: de parede celular, apoplasto; MP: de membrana plasmatica; G: das vesiculas do aparelho de Golgi; V: vacuolar; C: citoplasmatica, citossélica; P: cloroplastidial; M:
mitocondrial; RE: do reticulo endoplasmatico; N: nuclear; RPC(%): porcentagem de localiza¢des subcelulares associadas a parede celular (S+PC+MP+G).
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Figura 7. Localizacé@o subcelular das proteinas de cana-de-acUcar em diferentes extratos obtidos
a partir da extracdo usando o protocolo B

4.3.3 Analise do gel 2-DE - Teste (Protocolo B)

As proteinas dos extratos obtidos no teste de Protocolo B foram
separadas por eletroforese bidimensional, possibilitando a visualizagdo das
mesmas de acordo com o peso molecular e o pH, usando pH imobilizado em
gradiente de 3 a 10. Ocorreu separacao eletroforética adequada nas duas

dimensdes e a 2-DE resultou em quatro géis (Figura 8).
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Figura 8. Géis 2-DE de folha da fracdo enriquecida de parede celular de cana-de-agUcar da

variedade RB867515 das amostras: CaCl, (A), LiCl (B), CaCl,+ LiCl (C) e Fenol (D).

4.3.4 Analise do gel SDS-PAGE - Teste (Protocolo C)

Com o objetivo de aperfeicoar os resultados, a partir dos testes

anteriores, foi realizado um novo teste de extracdo protéica da fracdo enriquecida

de parede celular utilizando um novo protocolo que empregava elementos dos

dois protocolos testados anteriormente (Protocolos A e B), com algumas

modificagdes, com a vantagem adicional de utilizar quantidade bastante reduzida

de material vegetal, facilitando a execugéo da extracdo de proteinas. Os valores



63

meédios da concentracdo e rendimento de proteinas da fragcdo enriquecida de

parede celular de folha em cana-de-acucar sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Concentracao e rendimento protéico da fragdo enriquecida de parede celular, utilizando
o Protocolo C, com diferentes tampdes de extracao.

Tampao de Concentracéo protéica Rendimento
extracao (Mg/pL) (Ha/g)
Tampéo contendo CacCl, (1x) 0,33 49,5
Tampéo contendo CacCl, seguido de LiCl (2x) 1,04 156
Tampao contendo CacCl, mais o LiCl (2x) 1,83 274,5
Tampao contendo CacCl, (2x) 3,46 519
Tampao contendo LiCl (2x) 1,46 219

As andlises em SDS-PAGE (Figura 9) mostraram que 0s extratos
protéicos de folhas obtidos com os diferentes tampdes apresentaram bandas que
variaram de 20,1 a 66 kDa. Comparando-se os padrbes das bandas, pode-se
observar que as amostras obtidas com o extrato protéico contendo o tampdes

CaCl, (2x) e CaCl, + LiCl apresentaram um maior numero de bandas.
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Figura 9. Gel SDS-PAGE das proteinas da fracdo enriquecida de parede celular de folhas de
cana-de-acglcar da variedade RB867515. MM: Marcador Molecular; 1- CaCl, (1x); 2- CaCl,
seguido por LIClI (2x); 3- CaCl, mais LiCl (2x); 4- CaCl, (2x); e LiCl (2x).
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4.4 DISCUSSAO

Analise comparativa - Protocolos A e B

A partir da quantificacédo e visualizacdo, observou-se que em amostras de
folhnas de cana-de-acucar, o método do protocolo B permitiu extracdo de maior
quantidade de proteinas. No Protocolo A, a quantificacao foi eficiente, entretanto
as proteinas ndo se encontraram integras no gel, sugerindo degradacédo, e
poderiam conter interferentes que possuem afinidade pelo reagente de Bradford,
podendo alterar os valores da quantificacéo.

A analise de SDS-PAGE revelou a integridade das proteinas obtidas
nesse processo de extracdo e que 0s subconjuntos de proteinas de fracdo
enriquecida de parede celular obtidos com lavagens sucessivas, sdo distintos
para cada reagente empregado (Figura 4). As extracdes de proteinas
recuperadas e as bandas de gel tiveram boa resolucéo. Além disso, mesmo nesta
dimensdo, é possivel observar grupos diferenciados de proteinas em cada
tampéo ou método de extracdo utilizado.

Os resultados demonstram que entre os diferentes tipos de extracoes, 0
tampéo contendo CaCl, + LiCl foi o que obteve um maior rendimento de proteinas.
As proteinas da fase citosdlica também foram extraidas, uma vez que, durante a
extracdo alguns residuos da parede celular podem se ligar a outros

compartimentos celulares (Lee et al., 2004; Jamet et al., 2006).
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Identificacdo de proteinas de 1D-SDS-PAGE - Protocolo B

Dos 40 fragmentos do gel SDS-PAGE selecionados (Figura 6) e
excisados, foram obtidos espectros de massa identificados presumidamente que
permitiram analise qualitativa das proteinas. Visualmente foi possivel identificar
variacfes entre padrdoes de bandas de proteinas em cada fracdo enriquecida de
parede celular de folhas de cana-de-acucar conforme o extrato utilizado,
demonstrando eficiéncias diferentes entre 0s principais componentes extratores
(Ca, Li e fenol) e também entre possiveis contaminantes de fracdes intracelulares.

A Tabela 2 apresenta a distribuicdo da anotac&o presumivel das proteinas
identificadas nas bandas coletadas, a partir dos espectros de massa obtidos para
os peptideos produzidos pela digestdo in gel das amostras com tripsina. Apesar
de provavelmente haver um grande numero de proteinas diferentes em cada
fragmento de gel, apenas em 6 das 40 bandas (15%) foi possivel identificar
peptideos derivados de mais de uma proteina diferente, o que enfatiza o aspecto
qualitativo desta analise.

As proteinas identificadas foram agrupadas conforme sua localizacao
subcelular (Tabela 2; Figura 7) e extrato, de modo a inferir a eficiéncia da
metodologia utilizada em extrair proteinas de parede celular. Como esperado, em
todas as fracbes com o0s extratores houve presenca consideravel de
‘contaminantes” intracelulares, principalmente de proteinas citossdlicas e
cloroplastidiais. Em todos os extratos foi identificado entre 28 e 41% de proteinas
associadas a parede celular ou a estruturas fisica e funcionalmente relacionadas
a parede celular (membrana plasmatica e aparelho de Golgi). A Unica fracdo sem
nenhuma proteina especificamente de parede celular ou secretada foi aquela

obtida com fenol.
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Considerando, em cada extrato, o conjunto de proteinas com localizacao
associada a parede celular, a extracdo utilizando o Protocolo B contendo CaCl, +
LiCl no tampéao foi a que obteve maior proporcédo de proteinas com localizagcéao
subcelular relacionadas a parede celular. Dada a dificuldade experimental na
purificacdo de proteinas de parede celular de plantas ja descrita inclusive para
espécies modelo (Feiz et al., 2006; Sultana et al., 2014), com 6rgdos menos
lignificados e com menor teor de silicio que cana-de-acucar, 0 enriguecimento
para parede celular no proteoma extraido de folhas desta espécie foi adequado,
uma vez que aumentou de aproximadamente 1% para até 41,9% a fracdo de
proteinas extraidas de parede celular.

Assim, o protocolo B, com modificacfes, utilizando o método de extracao
contendo os tampfes combinados de CaCl, e LIiCl se mostrou eficiente e,
portanto, viabiliza os estudos de andlise prote6mica diferencial em amostras

enriquecidas de parede celular de folhas de cana-de-acucar.

Andlise do gel 2-DE - Teste (Protocolo B)

As proteinas dos extratos obtidos no teste de Protocolo B foram
separadas por eletroforese bidimensional para visualizagdo dos perfis diferenciais
entre os extratos (Figura 8), os quais sugeriram que CacCl, apresenta capacidade
extratora maior que LiCl, e a extracao fendlica leva ao co-isolamento de proteinas

nao-extraidas por Ca e/ou Li e, portanto, possivelmente intracelulares.
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Andlise do gel SDS-PAGE - Teste (Protocolo C)

Com o objetivo de obter melhor eficiéncia, realizou-se um novo teste de
extracdo protéica da fracdo enriquecida de parede celular utilizando um novo
protocolo sugerido por Sultana et al. (2014), publicado mais recentemente que 0s
demais, e que utiliza elementos dos Protocolos A e B, com modificacfes, a partir
de uma menor quantidade de material vegetal.

De acordo com os resultados obtidos, os tampdes contendo CaCl;, (2x) e
o tampéao contendo CaCl, mais o LiCl (2x) foram os que proporcionaram maior
rendimento na extracdo de proteinas da fracdo enriquecida de parede celular de
folnas de cana-de-acucar, quando comparados com o0s demais tampdes. A
extracdo desse método, utilizando o tampé&o contendo CaCl; (2x) se mostrou mais
eficaz, com uma concentracdo e rendimento protéico de 3,46 pg/uL e 519 ug/g,
respectivamente. A extracdo utilizando o tampdo com CaCl, mais o LIiCl foi
eficiente e obteve uma concentracdo e rendimento protéico de 1,83 pg/uL e 274,5
ug/g, respectivamente. Entretanto, diversos estudos de extracdo de proteinas de
parede celular utilizam os dois sais para este fim. Diante deste fato, o protocolo C,
utilizando o método de extracdo com o tampao contendo CacCl, + LiCl também se
mostrou eficiente para o isolamento e extracdo de proteinas da fracéo enriquecida
de parede celular e, portanto, pode ser utilizado para amostras foliares de fracdes

enriquecidas de parede celular de cana-de-acucar.

4.5 CONCLUSOES
A purificacdo e extracdo de proteinas com enriquecimento para parede

celular de folhas de cana-de-acucar foi viavel para o aumento em até 41% no
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proteoma foliar, e validou a utilizacdo conjunta dos extratos com CacCl, e LiCl para
maior representatividade do proteoma de parede celular nesta espécie.

A identificacdo presumivel por espectrometria de massas de proteinas
associadas a parece celular confirmou o enriquecimento desta fracdo subcelular,
viabilizando os estudos de prote6mica diferencial em parede celular de cana-de-

acucar.
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Resumo

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar e no cenario atual, em que
a crescente demanda por energia renovavel é visivel, 0 aumento na produtividade
da cana em meio as mudancas climaticas previstas é de extremo interesse para o
setor sucroalcooleiro. As plantas estdo expostas a diferentes estresses
ambientais que podem afetar direta ou indiretamente o estado fisiologico de um
organismo, alterando o seu metabolismo, crescimento, desenvolvimento e
produtividade. Seca e radiagéo ultravioleta B sdo alguns dos fatores de estresse
mais importantes que podem limitar a produtividade das culturas como a cana-de-
acucar e, sendo assim, estudos relacionados com a tentativa de diminuir esses
impactos na produtividade sado de grande importancia. Dessa forma, as analises
fisiolégicas e enzimaticas, bem como, a analise das proteinas envolvidas na
resposta a fatores bidticos devem auxiliar no entendimento dos mecanismos de
defesa da cana-de-aclcar quando exposta ao estresse simultaneo de restricdo
hidrica e UVB. Plantas de cana-de-acucar (variedade RB867515 e RB92579) com
trés meses de idade foram submetidas ao estresse hidrico moderado
concomitante a dois niveis de UVB. No presente trabalho, foi analisado o
comportamento fisiolégico, enzimatico e o proteoma da fracdo enriquecida de
parede celular da cana-de-aglucar submetida a UVB e seca moderada por 2-DE
(Eletroforese bidimensional) seguida de MS (Espectrometria de massa). Diante
dos resultados obtidos, se verificou que o0 estresse hidrico moderado associado a
UVB, nao foi suficiente para promover efeitos significativos em algumas das
variaveis fisioldgicas e enzimaticas, como no conteudo de Clorofilas e
Carotendides, Potencial Hidrico Foliar e, no conteido das enzimas Catalase e
Ascorbato Peroxidase. A alta radiacdo UVB promoveu processo lipoperoxidativo
nas membranas foliares avaliado como o conteddo de MDA, independente do
regime hidrico. Os resultados da eletroforese bidimensional mostraram que 69
spots apresentaram nivel de expressao alterado. A andlise por espectrometria de
massa identificou 14 proteinas. Essas proteinas diferencialmente expressas foram
associadas principalmente com resposta a estresses ambientais, componentes de
fotossistemas e biossintese de lignina e flavonoides. Aproximadamente 22% das
proteinas foram identificadas com localizacdo na parede celular e/ou
potencialmente envolvidas em estruturas extracelulares, exclusivamente sob alta
UVB. Essas proteinas identificadas especialmente envolvidas na resposta aos
estresses ambientais e constituintes da parede celular se revelam como
promissoras para o desenvolvimento de biomarcadores moleculares funcionais
para a identificacdo e desenvolvimento de variedades tolerantes ao estresse
hidrico e UVB.

Palavras-chave: Mudangas climaticas, restricdo hidrica, proteoma extracelular,
Malondialdeido.
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Abstract

The Brazil is the largest producer of sugarcane and in the current scenario, in
which the growing demand for renewable energy is visible, the increase in
productivity of sugarcane amidst climate change envisaged is of extreme interest
to the sugar-ethanol sector. The plants are exposed to different environmental
stresses that may affect directly or indirectly the physiological state of an organism
by changing your metabolism, growth, development and productivity. Drought and
ultraviolet B radiation are some of the most important stress factors that can limit
the productivity of crops like sugarcane and, therefore, studies related to attempt
to mitigate these impacts on productivity are of great importance. Thus, the
physiological and enzymatic analyses, as well as the analysis of proteins involved
In response to biotic factors should assist in the understanding of the mechanisms
of sugarcane tolerance when exposed to water restriction and the excessive UVB.
Plants of sugarcane (varieties RB867515 and RB92579) with three months of age
were subjected to moderate water deficit concomitant at two levels of UVB. In this
work, the physiological/enzymatic behavior and the proteome of the enriched cell
wall fraction of sugarcane submitted to UVB and moderate drough were analyzed
by 2-DE (two-dimensional electrophoresis) followed by MS (mass spectrometry). It
was found that moderate water deficit stress associated with UVB was not enough
to promote significant effects on some of the physiological, enzymatic variables,
nor on the content of chlorophylls and carotenoids, leaf water potential and
activities of the enzymes catalase and ascorbate peroxidase. High UVB radiation
promoted leaf membranes lipoperoxidative process as evaluated in the contents of
MDA, independently of the water regime. Two-dimensional electrophoresis results
showed that 69 spots showed expression level changes. Mass spectrometry
analysis identified 14 differentially expressed proteins, which could be putatively
associated with responses to environmental stresses, components of
photosystems components and biosynthesis of lignin and flavonoids.
Approximately 22% of proteins have been identified as located in the cell wall
and/or potentially involved in extracellular structures exclusively under high UVB.
The identified proteins specially involved in responses to environmental stresses
and cell wall constituents may be useful for the development of functional
molecular biomarkers and development of new varieties more tolerant to water
deficit and UVB stresses.

Keywords: climate change, water restriction, extracellular proteome,
malondialdehyde.
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5.1 INTRODUCAO

A producédo da cana-de-acucar, assim como todas as culturas agricolas, é
influenciada por um grande numero de fatores ambientais. A busca por altos
rendimentos a baixos custos implica em conhecer mais detalhadamente a
fisiologia e a genética da cultura, com o objetivo de racionalizar as relacbes entre
os diferentes fatores de producéo visando o maximo desempenho. O sucesso da
industria canavieira, indubitavelmente esta atrelado ao desenvolvimento de
cultivares que se adaptem bem ao clima, ao solo e as caracteristicas intrinsecas
de uma dada regido de interesse. No Brasil, especialmente na regido Nordeste,
se destacam as variedades RB (Rebuplica Brasileira) lancadas pelo Prograna
Nacional de Melhoramento de Cana-de-Acucar, conduzido pela Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro - RIDESA.
Essas variedades RB caracterizam-se pela alta produtividade e adaptacdo as
condicdes edafoclimaticas de cada regido produtora (Simdes Neto et al., 2005).

Sob condi¢cbes naturais de campo, as plantas estdo frequentemente
expostas a inumeras variaveis ambientais que podem atuar adversamente em seu
desempenho. Altas ou baixas temperaturas, inundacao, poluentes, alta incidéncia
de radiacdo ultravioleta B e excesso ou falta de agua sdo alguns desses
estresses ambientais que afetam negativamente o metabolismo das plantas
(Lawlor, 2002).

A falta de agua no solo € o que freqientemente mais influencia de forma
negativa a produtividade da cana-de-agucar. Assim, seus efeitos nas plantas
incluem reducéo nas taxas de assimilagdo de CO,, tamanho das células foliares,
taxa de transpiracdo, potencial de agua na planta, taxa de crescimento e abertura

estomatica. O déficit hidrico em plantas inicia-se a partir de uma complexa via de
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respostas, comecando com a percepcdo do estresse, 0 qual desencadeia uma
cascata de eventos moleculares, sendo finalizada em varios niveis de respostas
fisiologicas, metabdlicas e de desenvolvimento (Taiz e Zeiger, 2009).

As plantas também estdo sujeitas aos efeitos das mudancas ambientais
globais causadas pelas atividades antropicas, tais como 0 aumento na incidéncia
da radiacdo ultravioleta B em virtude da destruicdo da camada de oz6nio,
acarretando em um consequente aumento deste tipo de radiacdo. A radiacao
ultravioleta tem sido considerada potencialmente geradora de estresse oxidativo
em plantas, principalmente na faixa de 280-320 nm, o que corresponde a radiacao
tipo UVB (Caldwell et al., 2003; McKenzie et al., 2003).

Alta radiacdo UVB pode ser potencialmente prejudicial para muitos
organismos e tem recebido atencdo consideravel nos ultimos anos. Aumento de
UVB pode reduzir o crescimento de algumas plantas, mas, por outro lado, as
plantas podem desenvolver mecanismos protetores contra o estresse UVB, tais
como o reforco do sistema antioxidante e acumulacdo de pigmentos ou
compostos que absorvem UVB (Brosche e Strid, 2003). Em plantas, os efeitos
diretos incluem danos no DNA, alteracdes nas membranas e desnaturacdo das
proteinas, o que muitas vezes pode causar mutacdes hereditarias que afetam
varios processos fisioldgicos, incluindo o aparato fotossintético. Dessa forma,
estresses abidticos, como a seca e a UVB causam o estresse oxidativo gerado
pelo aumento das espécies reativas de oxigénio (Zlatev e Lindon, 2012).

As plantas na natureza dificiimente sdo afetadas por um unico fator de
estresse isoladamente. Consequentemente, essas plantas respondem a diversos
fatores atuando simultaneamente, tais como estresse hidrico, aumento da

radiacdo UVB, aumento da concentracdo de CO,, disponibilidade de nutrientes,
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temperatura, entre outros. As alteracbes de outros fatores ambientais séo
susceptiveis de modificar os impactos da radiacdo UVB sobre as plantas,
enguanto que, por sua vez as mudancas nos niveis de incidéncia de UVB podem
alterar a maneira com que as plantas respondem aos outros fatores ambientais.
Vérios fatores tém sido relatados por modificar as respostas induzidas por UVB
nas plantas, agravando ou atenuando os efeitos da radiacdo UVB. No entanto, as
respostas simultaneas de plantas para a combinacdo de niveis elevados de
radiacdo UVB e de outros fatores, tais como a seca sdo menos estudados e,
portanto, bem menos compreendidos (Caldwell et al., 1998).

Sob essas perspectivas de mudancas climaticas, com previsbes de
aumentos na falta de agua e na incidéncia aos raios ultravioleta B e 0s possiveis
efeitos prejudiciais promovidos pela interacdo desses estresses ambientais,
juntamente com a crescente preocupacdo mundial com o esgotamento de
energias ndo renovaveis, vem impulsionando os estudos na area de energias
limpas e renovaveis. Nesse contexto, a cana-de-aglcar se apresenta como uma
alternativa na conversao de material lignocelulésico ou biomassa em acucares
fermentaveis para producéo de etanol de segunda geracéo (etanol celulésico) e
vem sendo considerada como uma op¢ao promissora para aumentar a producao
de bioetanol necessaria para atender a demanda mundial.

A parede celular da planta € uma estrutura altamente dinamica que, além
de proporcionar suporte mecanico, precisa responder a varios estimulos
ambientais e de desenvolvimento e cumpre fungdes importantes em eventos de
sinalizacdo, defesa contra estresses bidticos e abiodticos, e crescimento atraves da
expressao diferencial de genes/proteinas. A parede celular representa um grande

compartimento de armazenamento de energia e, muito da energia solar captada
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pelas plantas é fotossinteticamente convertida em energia quimica bloqueado nos
polimeros da parede celular: celulose, hemicelulose, e lignina (Lewandowski et
al., 2003).

Conhecimentos sobre as proteinas da parede celular da cana-de-acucar
através de estudos utilizando proteémica diferencial contribuem para produzir
mais informacbes sobre esse compartimento da célula, e, indiretamente,
colaborar para a viabilizacdo do etanol celuldsico, eliminando residuos e
cooperando para a geracdo de energia. A protebmica da parede celular das
culturas pode também fornecer mais informacées dos mecanismos subjacentes
da resposta das plantas a estresses ambientais, que podem ser Uteis para a
bioengenharia de plantas mais tolerantes (Komatsu e Yanagawa, 2013). No
entanto, pesquisas realizadas até o momento sobre as alteragdes no proteoma da
parede celular em resposta a estresses simultaneos sédo bastante resumido.

Portanto, a pesquisa sobre os efeitos da interacdo dos estresses UVB e
seca no comportamento fisiolégico, antioxidante e protedmico da fracéo
enriqguecida em parede celular € essencial para uma melhor compreensédo do
mecanismo das respostas das plantas de cana-de-acucar aos multiplos estresses,
0 que é benéfico para o desenvolvimento de futuras estratégias de melhoramento
desta cultura. Nesse contexto, o presente trabalho objetivou identificar o conjunto
de proteinas ativadas ou inibidas durante a interagdo dos estresses seca e UVB

em parede celular de cana-de-agucar.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Material vegetal e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Estacao
Experimental de Cana-de-acicar de Carpina (EECAC/UFRPE), Campus
Avancado da UFRPE, localizada no municipio de Carpina, Zona da Mata Norte de
Pernambuco, no periodo de dezembro de 2012 até o margo de 2013.

As plantas utilizadas foram propagadas através de fragmentos de secc¢éo
transversal do colmo, contendo uma gema lateral (Figura 1A). Os fragmentos
foram plantados nos vasos contendo 22 Kg de solo adubado com niveis
adequados de macro e micronutrientes, sob condi¢cdes fotoperiddicas naturais
durante o periodo experimental (Figura 1B).

Até 90 dias ap6s o plantio (DAP) todos os vasos receberam agua na
mesma quantidade (até a drenagem da rega) a fim de proporcionar bom
desenvolvimento a todas as plantas. Aos 90 DAP iniciaram-se a aplicagdo dos
tratamentos hidricos associados aos tratamentos de radiacdo UVB (Figura 1D).

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com 3
repeticdes, em esquema fatorial 2 x 2 x 2 (tratamentos de estresse hidrico x
tratamentos de radiacdo x variedades), totalizando vinte e quatro unidades
experimentais). Foram utilizadas duas variedades de cana-de-acucar (RB92579 e
RB867515), consideradas tolerantes a seca, que foram gentilmente cedidas pela
RIDESA (Rede Interuniversitaria para o0 Desenvolvimento do Setor

Sucroalcooleiro).
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Figura 1. Imagens da implantacdo do experimento em casa de vegetacdo. A) Propagacao por
fragmentos de seccao transversal. B) Plantio desses fragmentos em vasos de polietileno com 22
Kg de solo. C) Teste da Capacidade de Pote. D) Visdo geral da disposi¢éo dos vasos com plantas
aos 90 DAP.

5.2.2 Tratamentos

As plantas foram submetidas a quatro tratamentos: A) 50% C.P. + BUVB:
50% da capacidade de pote com baixa intensidade de radiacao ultravioleta B; B)
100% C.P. + BUVB: 100% da capacidade de pote com baixa intensidade de
radiacdo ultravioleta B; C) 50% C.P. + AUVB: 50% da capacidade de pote com
alta intensidade de radiacédo ultravioleta B; D) 100% C.P. + AUVB: 100% da

capacidade de pote com alta intensidade de radiacdo ultravioleta B (Tabela 1).
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Tabela 1. Diferentes tratamentos de Irrigacéo e UVB aplicados em plantas de cana-de-agucar.

ID Irrigacao uvB Tratamentos

A Seca parcial Baixa 50% C.P. + BUVB
B Irrigado Baixa 100% C.P. + BUVB
C Seca parcial Alta 50% C.P. + AUVB
D Irrigado Alta 100% C.P. + AUVB

5.2.3 Estresse hidrico

A capacidade de pote (Figura 1C) foi adotada como o conteddo de agua
retida pelo substrato apds sofrer saturacdo e consequente acédo da gravidade, até
o cessamento da drenagem, segundo Souza et al. (2000). A reposicdo da agua
no substrato foi realizada em funcéo da evapotranspiracéo diaria, verificada por

pesagem.

5.2.4 Estresse de Radiacédo Ultravioleta B (UVB)

Como fonte de radiacdo ultravioleta B (UVB) foram utilizadas dezesseis
lampadas fluorescentes de 40 W (TL 40W/12 RS SLV da Philips) fixadas em uma
estrutura de aluminio, com sistema de roldanas para regular a distancia entre as
lampadas e o topo das plantas, dispostas acima dos vasos que sdo separados
com uma cortina de poliéster para impedir a passagem lateral de UVB para outros
tratamentos (Figura 2). As lampadas que irradiaram as plantas com baixa
intensidade de UVB foram envoltas com filtro de poliéster (0,125 mm de
espessura; Metalgamica Produtos Graficos Ltda.) para bloquear comprimentos de
onda (A\) menores que 320 nm, engquanto aquelas sobre os vasos contendo as
plantas submetidas a maior incidéncia de UVB foram envoltas com acetato de

celulose (0,10 mm de espessura; Grafix Plastics) para bloquear a radiacdo UVC



81

(A < 280 nm). Para medir a radiagao incidente sobre as plantas foi utilizado um
Luximetro digital para medicdo de luz ultravioleta UVB. A distancia entre as
lampadas e o topo das plantas foi mantida constante a 40 cm do topo das plantas
através do sistema de roldanas. A radiacdo média de UVB incidindo no topo das
plantas foi de aproximadamente 9,7 W m? e 1,8 W m™ para plantas tratadas com
alta incidéncia e com baixa incidéncia, respectivamente. As plantas foram
irradiadas com UVB por 7 h dia™ centralizadas ao redor do meio dia. As coletas
foram realizadas aos sete dias ap0s o inicio da exposi¢cdo simultanea a UVB e

Seca.
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Figura 2. Esquema da transmisséo e bloqueio das radiagées UVA, UVB e UVC através dos filtros
de poliéster e acetato de celulose.
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5.2.5 Andlises fisioldgicas

5.2.5.1 Clorofila A, Clorofila B e Carotendides

A quantificacdo das clorofilas (A e B) e carotendides foi realizada a partir
de folhas cortadas em pequenos pedacos em acetona a 80% (v/v), de cada
tratamento, conforme o método proposto por Lichtenthaler (1987). O teor de
clorofilas e carotendides foi determinado com base em leituras de absorbancia de
663 nm para a clorofila a, 645 nm para a clorofila b, e a 480 nm para os
carotendides, realizado no espectrofotbmetro. Os teores de clorofilas e

carotendides (g kg™) foram calculados pelas seguintes férmulas:

V
Chla = (12,25 X Abs663) = (279 x Abs645)] X | o ——]

%4
Chl total = Chla + Chlb

(1000 x Abs480) — (1,82 X Chla) — (85,02 x Chib)]] [ 14 ]
198 1000 x MF

Car =

5.2.5.2 Potencial hidrico foliar
A determinacéo do Potencial hidrico foliar foi realizada através do uso de

camara de pressao (Scholander et al., 1965), com protocolo padréo.
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5.2.5.3 Fotossintese (A), transpiracdo (E), condutancia estomatica (gs) e
eficiéncia do uso da agua (EUA)

As medicdes de fotossintese liquida (A), transpiracdo (E) e condutancia
estomatica (gs) foram realizadas com o analisador portatil de CO; a infravermelho

(IRGA).

5.2.6 Andlises Bioquimicas e Enzimaticas

5.2.6.1 Quantificacao de peréxido de hidrogénio (H20,)

O peroxido foi quantificado segundo protocolo de Alexieva et al. (2001).
As amostras frescas foram maceradas com acido tricloroacético (TCA) 0,1% na
relacdo de 1 g/10 mL (w:v). As amostras foram centrifugadas a 10.000g por 15
min, a 4 °C. Do sobrenadante, foram retirado 200 pyL ao qual foram adicionado
200 yL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 800 pL de solugdo 1 M
de iodeto de potassio. As amostras permaneceram em gelo e no escuro durante
uma hora. Apés este periodo, as amostras foram retiradas do gelo e mantidas em
temperatura ambiente para estabilizacdo da reacdo, e em seguida foi realizada a

leitura em espectrofotdmetro a 390 nm.

5.2.6.2 Quantificacdo de malondialdeido (MDA)

A peroxidacao lipidica foi determinada de acordo com Health e Packer
(1968), com modificacdes. A reacdo foi determinada através da producdo de
MDA, um metabdlito reativo ao acido 2-tiobarbitarico (TBA). Amostras biolégicas
foram maceradas em TCA 0,1% na propor¢cao de 0,2 g/2mL de tampéo,
juntamente com 20% de PVPP (polivinilpolipirrolidona). Apdés homogeneizacao, a

amostra foi centrifugada a 10.000g durante 5 min. Foi retirado do sobrenadante
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0,25 mL e transferido para outro tubo juntamente com 1,0 mL de solucdo
contendo 20% de TCA e 0,5% de TBA. A mistura foi mantida em banho-matria a
95 °C durante 30 min e, em seguida, passou por rapido resfriamento por 10 min.
Antes da leitura em espectrofotbmetro a 535 e 600 nm, as amostras foram

centrifugadas por mais 10 min a 10.000g.

5.2.6.3 Atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada pelo método descrito por Havir e
Mchale (1987) com modificacbes conforme Azevedo et al. (1998). Em solucao
contendo 1 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 25 uL de
peréxido de hidrogénio (H202) a 1 mM. A reacéo foi iniciada pela adicéo de 25 pL
do extrato proteico e a atividade determinada seguindo-se a decomposi¢cao do
H.O, por 60 segundos, através das alteracdes a 240 nm, sob temperatura de 25

°C, em espectrofotbmetro.

5.2.6.4 Ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da APX foi determinada conforme descrito por Nakano e
Asada (1981). O meio de reagdo composto por 650 uL de tampao fosfato de
potéassio 80 mM, pH 7,5, 100 pL de ascorbato 5 mM, 100 uL de EDTA 1 M, 100 pL
de H,O, 1 mM e 50 uL do extrato protéico. A atividade da APX foi determinada
pelo monitoramento da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm, a 30 °C, durante

60 segundos, em espectrofotdbmetro.
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5.2.6.5 Atividade de superoxido dismutase (SOD)

O protocolo foi padronizado de acordo com Giannopolitis e Ries (1977).
Por esse método, é determinada a inibicdo da reducdo do NBT (nitro blue
tetrazolium) pelo extrato enzimatico, evitando assim a formacdo do cromdforo. A
solucéo de reacéao (3 mL) foi constituida de 85 mM de tampéao fosfato (pH 7,8), 75
MM de NBT, 5 pM riboflavina, 13 mM de metionina, 0,1 mM EDTA e 50 ul de
extrato enzimatico. A solucéo foi adicionada em tubos de vidro e irradiada com luz
branca (lampada fluorescente de 15 W) por 5 min. Apds esse periodo de

exposicao, a solucéo foi analisada por espectrofotdmetro a 560 nm.

5.2.7 Analise estatistica

Os dados fisiolégicos e enzimaticos obtidos nesse experimento foram
submetidos a analise de variancia fatorial e as médias comparadas entre si pelo
teste de Tukey a 5% probabilidade através do software Statistica versédo 8.0.
Foram testados os efeitos individuais do estresse hidrico, da variedade e da

radiacdo ultravioleta B, assim como da interacao entre eles.

5.2.8 Anédlise protebmica

5.2.8.1 Obtencao do material vegetal para a anélise protebmica

As amostras foram colhidas sete dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos
de radiacdo UVB e estresse hidrico, para as analises fisiologicas, enziméaticas,
bem como, para a analise prote6mica.

Para a analise protebmica, a folha +1 das amostras foram coletadas
(Figura 3A) que, conforme Van Dillewijn e Waltham (1952), essa folha é a primeira

de cima para baixo, completamente desenvolvida, que apresenta bainha visivel.



86

Para as demais analises fisiologicas e enzimaticas, foram coletadas as folhas +2
das duas variedades de cana-de-acucar. As amostras coletadas foram cortadas
em fracbes menores com tesoura, previamente limpa com alcool 70%,
depositadas em tubos conicos (Falcon) de 50 mL (Figura 3B), e foram
imediatamente imersas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C (Figura

30).

Figura 3. Imagens da coleta de folha de cana-de-agucar sob condiges de UVB e estresse hidrico
em casa de vegetagdo para a analise protedmica. A) Coleta da folha +1; B) Armazenamento da
folha +1; C) Material coletado imerso em nitrogénio liquido.

5.2.8.2 Extracdo de proteinas

Para realizar a extracdo de proteinas e as analises subsequentes de
protedmica, foram escolhidos os dois tratamentos considerados mais responsivos
aos estresses no proteoma: suspensao parcial da rega com alta UVB (50% C.P. +
AUVB) e com baixa UVB (50% C.P. + BUVB). As proteinas da fracdo enriquecida
de parede celular da folha +1 de cana-de-acUcar foram extraidas utilizando-se o

protocolo sugerido por Negri et al. (2008), com algumas modificagdes.
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5.2.8.3 Quantificacéo e integridade das proteinas
A quantificacdo das proteinas totais foi realizada de acordo com o método
de Bradford (1976), que utiliza o Coomassie Brilliant Blue G-250 como reagente
de coloracéo e para estabelecimento da curva padrdo uma solucdo padronizada
de albumina de soro bovino (BSA) na concentracdo de 2,0 mg.mL™. Foram
utilizados 10,0 yL dos extratos protéicos, adicionado de agua deionizada e o
reagente de coloracdo, compondo volume final de 1,0 mL. A integridade das
proteinas foi visualizada através da imagem apés SDS-PAGE a 12,5%.
As amostras foram aquecidas a 60°C por 10 minutos, e submetidas a
eletroforese em géis de poliacrilamida 12,5% - SDS-PAGE (20 x 20 cm), a uma

voltagem constante de 300 V por 2 horas.

5.2.8.4 Eletroforese bidimensional

Focalizacdo isoelétrica (IEF)

A focalizacgédo isoelétrica (IEF) foi realizada no sistema Multiphor utilizando
fitas de pH 3-10 linear (IPG), com 11 cm (GE Life Sciences) para 200 ug de
proteinas enriquecidas de parede celular das amostras de folhas. As tiras foram
hidratadas por 18 horas em IPG-Box (GE Life Sciences) a temperatura ambiente,
contendo tampdo de reidratacdo, DTT, IPG buffer pH 3-10 e a amostra,
completando 200 pL. Logo apds o periodo de reidratacdo, a IEF foi realizada
durante 3 etapas, utilizando as seguintes condi¢des: 300 V - 30 V/h, 3500 V -
2900 V/h, 3500V - 6170 V/h. Durante toda a focalizagdo, foram mantidas
condi¢cdes constantes de corrente (2 mA), 5 W de poténcia e temperatura de
10°C. Apos a focalizagdo isoelétrica, as fitas foram armazenadas a -80°C até a

realizacdo da segunda dimensao.
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Eletroforese (2D-PAGE)

Para a segunda dimensédo (eletroforese), as fitas focalizadas
anteriormente foram equilibradas em dois processos consecutivos. Inicialmente foi
realizada a reducéo e, em seguida, a alquilacéo das fitas. Estas foram submetidas
a reducdo através da imersdo em tampao de equilibrio contendo 2% DTT
(ditiotreitol) e tracos de corante bromofenol por 20 min. Posteriormente, as fitas
foram transferidas e imersas em nova solucdo de equilibrio contendo 4% de 1AA
(lodoacetamida) e tracos do corante bromofenol por mais 20 minutos.

A segunda dimenséo da eletroforese foi realizada no aparelho Multiphor I
Electrophoresis Unit (GE Life Sciences), em gel de poliacrilamida 12,5%, ExcelGel
homogéneo (GE Life Sciences) de 24 cm a 15 °C. A primeira etapa da
eletroforese ocorreu a 120 V, 20 mA e 30 W, em condi¢cbes constantes, com
duracdo de aproximadamente 40 min. Esta etapa encerra-se quando a amostra
se difunde da fita IPG para o gel. A segunda etapa da corrida foi realizada a 600
V, 50 mA e 30 W, constantes. Foram obtidos géis em triplicata para cada
tratamento analisado. Os géis foram mantidos por 30 min em solugéo fixadora
(etanol 40%, acido acético 10%) e, posteriormente, imersos na solucdo de
coloracdo [metanol 20%, acido acético 5% e agua deionizada, solu¢cédo de azul de
coomassie (Phastgel Blue R, GE Life Sciences) 50%] durante 24 h. Em seguida,
os géis foram submetidos a imersao em solucédo descorante (etanol 20%, acido
acético 5%) por 15 min, 45 min e duas vezes por 2 h. Apdés a descoloracéo, os

géis foram armazenados em solucéo de preservacao (acido aceético 5%).
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5.2.8.5 Digitalizac&o e analise de imagens

Os geis foram digitalizados utilizando no ImageScanner Il (GE Life
Sciences). Os seguintes parametros foram utilizados para a calibracdo do
scanner: modo de transparéncia, resolucao de 150 dpi e filtro vermelho, ideal para
coloracdo de geéis com azul de Coomassie. O scanner foi previamente calibrado
com uma fita de calibracdo Kodak 3, que apresenta valores de densidade otica ou
difusa definidos, conforme procedimentos recomendados pelo fabricante. As
imagens dos géis foram analisadas no software de analise ImageMaster 2D
Platinum v.7.05 (GE Life Sciences) o qual fornece informacfes dos spots como
sua localizacdo no gel, o ponto isoelétrico (pl), a massa molecular (MM) e
porcentagem (%) de volume, além de informar as comparacdes e inferéncias
estatisticas, como a razdo da % de volume (Ratio), referente a razdo 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
estatistica aos dados.

Todas as triplicatas de géis de cada tratamento foram submetidas aos
mesmos parametros de andlise comparativa para deteccdo e selecdo de spots,
com verificacdo visual para eliminacédo de interferentes como bolhas e artefatos
da coloracdo. Nas comparacdes das triplicatas entre os tratamentos, foram
selecionados como spots diferenciais aqueles que apresentaram razdo de
variagdo no parametro normalizado porcentagem de volume (%vol) =2 1,5 e
ANOVA < 0,05. Estes spots selecionados foram denominados DEPs (proteinas

diferencialmente expressas).
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5.2.8.6 Tripsinizacdo dos spots

Os spots selecionados com variagdo significativa entre os tratamentos
foram excisados manualmente dos géis e incubados em uma solucdo de
descoloracéo contendo 50% de metanol e 2,5% de &cido acético durante 18 h, em
temperatura ambiente, seguido de desidratacdo com solugdo de acetonitrila
(100%). Em seguida, as proteinas foram reduzidas com solugdo de 10 mM de
DTT (Ditiotreitol) em 50 mM de bicarbonato de amdnio e incubados por 30 min a
60°C. Em seguida, o excesso de liquido foi retirado e foi adicionado 30 pL de
solugdo 10 mM IAA em 50 mM de bicarbonato de amoénio para serem alquiladas,
também por 30 minutos, no escuro a temperatura ambiente. Posteriormente, o
liguido excedente foi removido e os fragmentos dos spots foram lavados com
bicarbonato de aménio a 100 mM e novamente desidratados com acetonitrila
(100%) por trés vezes. Finalizadas estas etapas, foi adicionada cerca de 30 a 50
uL a solucéio contendo tripsina na concentracdo de 20 ng.uL™ e incubado a 37 °C
em banho seco, overnight (16h), garantindo a maxima tripsinizacdo da proteina.
Em seguida, apds um spin, o excesso de tripsina foi removido e transferido para
um novo tubo. Ao spot foi adicionada a solucdo de extracdo (5% de acido
trifluoroacético (TFA) em solucdo com 50% de acetonitrila) e apds 40 minutos em
banho de gelo, em seguida a solucdo foi retirada e adicionada a solugéo
remanescente de tripsina. Este procedimento foi realizado duas vezes, totalizando
duas extragOes. Por fim, as amostras foram totalmente evaporadas, utilizando
evaporadores centrifugos tipo Speed-Vac (Eppendorf) e armazenadas a -20 °C

até a realizagdo das andlises por espectrometria de massas.
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5.2.8.7 Espectrometria de massas

Os spectros MS e MS/MS foram obtidos em espectrometro AutoFlex Il
ToF/ToF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), baseado na ionizacdo por
dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI/ToF), localizado no CETENE
(Centro de Tecnologia de Nordeste). Para tanto, os peptideos concentrados e
secos foram eluidos em Solucdo de Matriz (1% acido a-ciano-4-hidrocinamico).
Os espectros MS foram obtidos de acordo com os parametros do método reflexivo
(RP_Proteomics), excluindo-se da andlise ions com m/z menor que 700 Da. Os

espectros obtidos foram analisados no programa Flex Analysis (BRUKER).

5.2.8.8 Analise de Bioinformatica

Identificacdo das proteinas

Os espectros de massa dos peptideos foram submetidos a identificacédo
presumivel pelo programa online MASCOT
(http://www.matrixscience.com/search_form_select.html) utilizando como
parametros: base de dados: SWISSPROT (http://www.uniprot.org/); organismo:
Viridiplantae; modificacbes pos-traducionais: oxidacdo da metionina e
carbamidomethyl. A partir da identificacdo foi realizado alinhamento de
sequéncias aminoacidicas através do programa BLASTp
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) contra o banco de dados de proteinas
UniProtKB (http://www.uniprot.org/), sendo considerado significativo alinhamento

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

5.3.1 Andlises Fisioldgicas

5.3.1.1 Clorofila A, Clorofila B e Carotendides

Como verifica-se no resumo da analise de variancia (Tabela 2), para os
parametros de Clorofila A, Clorofila B e Carotendides, ndo houve efeitos
significativos promovidos por nenhum fator isolado, bem como, por nenhuma

interacdo entre os fatores.

Tabela 2 - Resumo da analise de variancia para os pardmetros Clorofila A, Clorofila B e
Carotendides analisados nas folhas das duas variedades de cana-de-agUcar (RB867515 e
RB92579), submetidas a diferentes regimes hidricos e niveis de UVB, aos 7 DAT.

Valores de F

Fontes de Variagéo Clor A 2Clor B 3carot

Variedade (V) 0,0272 " 1,1822"° 0,5424"N°
Irrigac&o (1) 3,8648 \° 4,1284"N° 3,7951"°
UVB (U) 0,6939\° 0,9112"° 0,7895"°
Variedade x Irrigacédo 1,1699"° 0,9229"° 1,2585"°
Variedade x UVB 3,4797™° 4,0277™° 3,9080"™°
Irrigacéo x UVB 3,1612"° 3,5009 "° 2,7552"°
VXIXU 1,9480"° 2,1576"° 2,0626"°

Clor A - Clorofila A (g.Kg™ MF); “Clor B - Clorofila B (g.Kg™ MF); *Carot - Carotendides (g.Kg™ MF); NS - N&o
significativo pelo teste F; *** - Significativo (p<0,001) pelo teste F; ** - Significativo (p<0,01) pelo teste F; *-
Significativo (p<0,05) pelo teste F.
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Dessa forma, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos,
indicando que apresentaram basicamente o mesmo comportamento no acumulo
de pigmentos fotossintetizantes (Figura 4).

I 100% C.P. + AUVB (RB867515) (] 100% C.P. + AUVB (RB92579) [ 100% C.P. + BUVB (RB867515) Il 100% C.P. + BUVB (RB92579)
71 50% C.P. + AUVB (RB867515) /N 50% C.P. + AUVB (RB92579) K] 50% C.P. + BUVB (RB867515) (1 50% C.P. + BUVB (RB92579)
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Figura 4. A - Teores de clorofila A; B - teores de clorofila B; e C - teores de carotendides em folhas de duas
variedades de cana-de-agUcar submetidas a suspensédo parcial da rega e UVB, simultaneamente. NS: N&o

significativo. (Letras iguais entre os diferentes tratamentos nédo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade).
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5.3.1.2 Potencial hidrico foliar

De acordo com a analise de variancia, nota-se que ndo houve efeito
significativo no parametro potencial hidrico foliar, aos sete dias ap0s o inicio da
aplicacdo dos estresses (7 DAT), promovido por nenhum dos fatores isolados
analisados, bem como também, por nenhuma das interacbes entre os fatores

(Tabela 3).

Tabela 3 - Resumo da analise de variancia para o parametro Potencial hidrico foliar analisado nas
folhas das duas variedades de cana-de-aclcar (RB867515 e RB92579), submetidas a diferentes
regimes hidricos e niveis de UVB, com 7 DAT.

Valores de F

Fonte de Variagéo Potencial hidrico foliar
Variedade (V) 0,4547 N°
Irrigac&o (1) 0,2843 \°
UVB (V) 0,1245"°
Variedade x Irrigagéo 0,8853 N
Variedade x UVB 0,1997 "°
Irrigacdo x UVB 1,0231 M
VXIXU 0,0271 ™

NS - N&o significativo pelo teste F; *** - Significativo (p<0,001) pelo teste F; ** - Significativo (p<0,01) pelo
teste F; *- Significativo (p<0,05) pelo teste F.

Os resultados obtidos para potencial hidrico foliar, referentes aos
tratamentos irrigados e parcialmente irrigados, na presenga de alta e baixa UVB
podem ser verificados na Figura 5. O potencial hidrico das folhas de cana-de-
agucar das duas variedades (RB867515 e RB92579), nas condic¢des irrigadas ou
com suspensao parcial de rega, sob alta ou baixa UVB, foi mantido a cerca de -

1,1 MPa entre todos os tratamentos.
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I 100% C.P. + AUVB (RB867515) 1 100% C.P. + AUVB (RB92579) EEE 100% C.P. + BUVB (RB867515) Il 100% C.P. + BUVB (RB92579)
[Z150% C.P. + AUVB (RB867515) /N 50% C.P. + AUVB (RB92579) & 50% C.P. + BUVB (RB867515) ] 50% C.P. + BUVB (RB92579)

0,0

Potencial Hidrico (MPa)

Figura 5. Potencial hidrico foliar em folhas de duas variedades de cana-de-agUcar submetidas a
suspenséo parcial da rega e UVB, simultaneamente. NS: N&o significativo. (Letras iguais entre os
diferentes tratamentos n&o diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).

5.3.1.3 Trocas Gasosas: Fotossintese (A), transpiracdo (E), Condutancia
estomaética (gs) e Eficiéncia do uso da agua (EUA)

Na analise estatistica dos parametros de trocas gasosas, foi verificado
que o estresse hidrico e UVB sofrido pelas duas cultivares de cana-de-acglcar
(RB867515 e RB92579), submetidas a sete dias de supressao parcial da rega,
provocou diferencas estatisticamente significativas em alguns parametros
analisados promovidas pelos fatores: variedade, irrigacdo, UVB e pela interacéo
Variedade x UVB. No entanto, para as interacdes Variedade x Irrigacéo, Irrigacéo
x UVB e Variedade x Irrigacdo x UVB, nao foi observada efeito significativo, a 5%
de probabilidade, pelo teste F, para nenhum parametro estudado, provavelmente
devido ao curto tempo ou ao tipo de supressdo da rega (50% C.P.) sofrido pelas

plantas (Tabela 4).
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Tabela 4 - Resumo da andlise de variancia para os parametros de trocas gasosas analisados nas
cultivares de cana-de-aglUcar RB867515 e RB92579, em casa de vegetacdo e submetidas a 7 dias
de supressao parcial da rega e UVB.

Valores de F

Fontes de Variac&o gs ’A °E ‘EUA
Variedade (V) 18,7272+ 3,4008 "° 9,8716** 9,515%*
Irrigacao (1) 7,0210* 1,1819 ™° 1,1819 ™° 6,342*
UVB (U) 3,7266 "*° 2,9215 "° 6,1696* 5,551*
Variedade x Irrigacdo 1,0074 ™ 1,3480 "° 3,0163 "° 3,458 "°
Variedade x UVB 0,0728 ° 0,9548 “° 0,0665 "*° 5,527*
Irrigagéio x UVB 0,1415"° 1,9590 M° 3,9616 “° 4,487 "°
VXIXU 0,6145"° 0,0431 M 0,0411 ™ 0,250 N

'gs - Condutancia estomatica (mol m” s™); “A - Fotossintese liquida (umol m? s™); *E - Taxa de transpirag&o
(mmol m? s™); *EUA - Eficiéncia do Uso da Agua; NS - N&o significativo pelo teste F; ** - Significativo
(p<0,001) pelo teste F; ** - Significativo (p<0,01) pelo teste F; *- Significativo (p<0,05) pelo teste F.

A Figura 6A e Tabela 4 mostram os efeitos do estresse hidrico e da UVB
na condutancia estomatica (gs), fotossintese (A), transpiracéo (E) e eficiéncia do
uso da agua (EUA). Nota-se que tanto o regime hidrico quanto a variedade,
isoladamente, apresentaram efeitos significativos sobre gs. Verificou-se que, para
a condutancia estomatica houve um maior efeito significativo (P<0,001) promovido
pelo fator variedade e, ndo apresentou efeitos significativos proporcionados pelas
interagbes entre os trés fatores (variedade x irrigacdo x UVB). A variedade
RB867515 apresentou o maior valor médio de gs (0,063 mol m? s™), enquanto
que a variedade RB92579 apresentou o valor médio de gs (0,044 mol m?s™), uma
reducao de cerca de 30,2% na condutancia estomatica.

De acordo com a Tabela 4, os resultados obtidos pela analise de variancia
ndo houve efeito significativo no parémetro taxa de fotossintese liquida (A)
promovido por nenhum dos fatores isolados ou interacdes. No entanto, verifica-se
maior valor desta variavel nas condi¢cdes de 50% da capacidade de campo e
elevada radiagéo UVB (50% C.P. + AUVB), na variedade RB867515, porém, sem

diferencgas significativas para os demais tratamentos (Figura 6B).
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Pela analise de variancia, foi observado efeito significativo no parametro
taxa de transpiracdo (E) ocasionado pelos fatores variedade e UVB (Tabela 4).
Semelhante ao que ocorreu com a condutancia estomatica, foi observada para a
taxa transpiratoria, um maior efeito significativo promovido pelo fator Variedade,
onde a RB867515 se destaca da RB92579 com a maior média (1,59 mmol m? 5'1),
cerca de 22% a mais que a taxa de transpiracdo da RB92579 (1,24 mmol m? s™),
conforme verificado na Figura 6C.

Na Tabela 4 verificamos que houve efeito significativo na interagao
Variedade x UVB (P<0,05). De maneira geral, a eficiéncia de uso da agua (EUA)
foi semelhante entre as variedades e entre os niveis de UVB. Nota-se que a
variedade RB92579 sob baixa radiagcdo UVB apresentou uma maior EUA (Figura

6D).
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Figura 6. Valores médios de: A - condutancia estomatica (gs); B - fotossintese liquida (A); C -
transpiracao foliar (E); e D - eficiéncia do uso da agua (EUA) em folhas de duas variedades de
cana-de-aglicar submetidas a suspensdo parcial da rega e UVB, simultaneamente. NS: Nao
significativo. (Letras iguais entre os diferentes tratamentos ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).

5.3.2 Analises Bioquimicas e Enziméticas

5.3.2.1 Teor de Malonaldeido (MDA) e Peroxido de Hidrogénio (H205)

Na Tabela 5, verifica-se que houve efeito altamente significativo no
conteudo de MDA promovido pela radiacdo UVB e pela interacdo Variedade x
UVB. A interacao entre os trés fatores (Variedade x Irrigacdo e UVB) também foi

significativo (p<0,05) no nivel de peroxidacao lipidica (MDA). Para o conteudo de
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Peréxido de Hidrogénio (H20,), verifica-se que houve efeito altamente significativo

(p<0,001) para todas as fontes de variagao.

Tabela 5 - Resumo da analise de varidncia para os parametros de MDA e H,0, analisados nas
cultivares de cana-de-aglcar RB867515 e RB92579, em casa-de-vegetacdo e submetidas a 7 dias
de supressao parcial da rega e UVB.

Valores de F

Fontes de Variacdo MDA °H,0,

Variedade (V) 3,275 76,39%**
Irrigac&o (1) 2,463 "° 229,16%**
uvB (U) 81,653*** 23,67***
Variedade x Irrigacéo 0,002 ° 36,13%**
Variedade x UVB 166,193*** 188,60***
Irrigagé@o x UVB 0,914 ™° 81,99%**
VXIXU 6,605* 144,05%**

TMDA- Teor de Malonaldeido (umol/g MF); “H,O,- Peréxido de Hidrogénio (umol/g MF); NS - N&o significativo
pelo teste F; ** - Significativo (p<0,001) pelo teste F; ** - Significativo (p<0,01) pelo teste F; *- Significativo
(p<0,05) pelo teste F.

Nas condigbes de plantas bem hidratadas e com baixa UVB, a variedade
RB867515 ndo apresentou diferenca estatistica (P<0,05) no contetdo de
lipoperéxidos quando submetida a elevada UVB. Ja a variedade RB92579 nas
condi¢cbes de 100% da capacidade de campo no substrato e com baixa incidéncia
de UVB apresentou um teor baixo de lipoperdxidos aos 7 dias de exposicdo aos
estresses, tendo esse valor aumentado significativamente quando submetida a
elevada radiacdo UVB. Verifica-se também que a peroxidacdo lipidica na
variedade RB92579 foi substancialmente maior (cerca de 38,8%) comparada a
variedade RB867515 quando bem irrigadas e sob alta UVB. No entanto, nas
condi¢cbes de supressdo parcial de rega (50% C.P.) com alta e baixa radiacao
UVB, as duas variedades se comportaram de forma semelhante de quando bem

hidratas. Com o regime hidrico de 50% da capacidade de campo no substrato e
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sob alta incidéncia de UVB, a variedade RB92579 novamente apresentou um alto
teor de lipoperéxidos, aproximadamente 43% a mais do que sob baixa incidéncia
de UVB e, cerca de 28,5% a mais do que na variedade RB867515 sob mesmas
condic@es hidricas e de UVB (Figura 7A).

No geral, as plantas submetidas aos tratamentos com rega incompleta
apresentam um maior teor de peréxiodo de Hidrogénio (H.O;) em relacdo as
plantas bem hidratadas. Quando impostas a rega parcial e baixa incidéncia de
UVB, as plantas da variedade RB92579, no presente estudo resultaram em uma
acumulacdo de H,O, significativamente superior aos demais tratamentos,

conforme observados na Figura 7B.

I 100% C.P. + AUVB (RB867515) 1 100% C.P. + AUVB (RB92579) EEEE 100% C.P. + BUVB (RB867515) Il 100% C.P. + BUVB (RB92579)
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Figura 7. Peroxidacdo lipidica expressa pelo teor de MDA (umol/g MF) e pelo teor de H,O,
(umol/g MF) em folhas de duas variedades de cana-de-acUcar submetidas a suspensao parcial da
rega e UVB, simultaneamente. NS: N&o significativo. (Letras iguais entre os diferentes tratamentos
nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).
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5.3.2.2 Catalase (CAT), Ascorbato Peroxidase (APX) e Superdxido Dismutase
(SOD)

Na Analise de Variancia dos parametros enzimaticos (Tabela 6), foi
verificado que o estresse hidrico e UVB sofrido pelas duas cultivares de cana-de-
acucar (RB867515 e RB92579), submetidas a 7 dias de supressao parcial da
rega, provocou efeitos estatisticamente significativos em todos os parametros
enzimaticos analisados nos fatores: Variedade, Irrigacdo, UVB e nas interacfes
Variedade x Irrigacdo, Variedade x UVB, Irrigacédo x UVB e na interagdo dos 3

fatores Variedade x Irrigacdo x UVB.

Tabela 6 - Resumo da analise de variancia para os pardmetros de CAT, APX e SOD e analisados
nas cultivares de cana-de-aclcar RB867515 e RB92579, em casa de vegetagdo e submetidas a 7
dias de supresséo parcial da rega e UVB.

Valores de F

Fontes de Variagéo 'CAT ’APX *soD
Variedade (V) 162,142%** 26,0786*+* 858,78***
Irrigacao (1) 27,125+ 2,5244 ™ 36,30%**
UVB (V) 7,812* 0,3751"° 546, 77*+*
Variedade x Irrigacéo 62,251 *** 21,5184 %*** 300,51 ***
Variedade x UVB 25,749%** 10,6669** 32,14%%+
Irrigacéo x UVB 8,499* 1,1453 N° 821,38***
VXIXU 13,926** 4,7944* 25,80%+*

'CAT - Catalase (umol min™ mg™ de proteina); APX - Ascorbato Peroxidase (umol min™ mg™ de proteina); e
*soD - Superéxido Dismutase (umol min™ mg'1 de proteina); NS - N&o significativo pelo teste F; *** -
Significativo (p<0,001) pelo teste F; ** - Significativo (p<0,01) pelo teste F; *- Significativo (p<0,05) pelo teste
F.

As duas variedades apresentaram respostas semelhantes quanto a
atividade de Catalase (CAT) e ascorbato peroxidade (APX). Nos tratamentos com
irrigacéo plena, observa-se que o aumento da UVB na variedade RB867515 nao
influenciou nos teores de CAT e APX, diferentemente do que foi verificado na

RB92579, que sob alta UVB apresentou uma atividade superior dessas mesmas
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enzimas. A variedade RB867515 bem hidratada sob alta e baixa UVB apresentou
uma atividade bastante superior dessas duas enzimas, CAT e APX, comparada a
RB92579 (Figura 8A e 8B).

No presente estudo, a atividade das enzimas APX e CAT nas folhas, nao
expressaram diferenca entre os tratamentos nas plantas submetidas a rega
parcial, independente do nivel de UVB, em ambas as variedades. No entanto,
nota-se que, em geral, as plantas submetidas a esses tratamentos de estresse
hidrico apresentaram uma menor ou uma manutengdo na atividade de APX e
CAT, comparadas as atividades dessas enzimas quando as plantas estavam bem
hidratadas, com excecéo apenas da variedade RB92579 que, quando estava em
condi¢cdes de supressao parcial da rega e baixa UVB apresentou um aumento de
APX e CAT em relagao as plantas em condi¢des de boa irrigagao e baixa UVB, na
mesma variedade.

Nas plantas bem hidratas, a alta UVB promoveu uma atividade na enzima
SOD significativamente superior quando comparadas as plantas nas mesmas
condi¢cbes hidricas sob baixa UVB, em ambas as variedades. Esse aumento
proporcionado pela alta UVB foi de aproximadamente 62% na atividade de SOD
nas folhas da variedade RB867515 e de aproximadamente 70% na variedade
RB92579. Ja nas plantas submetidas a rega parcial, a atividade de SOD foi
significativamente superior nas plantas da variedade RB92579 comparada a

atividade dessa enzima na RB867515, independente do nivel de UVB (Figura 8C).
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Figura 8. A - Atividade da CAT (umol min™ mg™ de proteina); B - Atividade de APX (umol min™
mg™ de proteina); e C - Atividade de SOD (U SOD mg prot,™) em folhas de duas variedades de
cana-de-acucar submetidas a suspensdo parcial da rega e UVB, simultaneamente. NS: N&o
significativo. (Letras iguais entre os diferentes tratamentos ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).
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Selecdo da variedade de cana-de-acucar para analise proteémica

Diante dos resultados obtidos nesse experimento, verificou-se que o
estresse hidrico moderado promovido pela suspenséo parcial da rega, associado
com baixa ou alta radiacdo UVB, ndo foi suficiente para promover efeitos
significativos em algumas variaveis como no conteado das Clorofilas e
Carotendides, bem como no Potencial hidrico foliar. As duas variedades quando
submetidas a supressao parcial da rega simultaneamente a baixa ou alta UVB,
nao apresentaram diferenca estatistica no conteddo das enzimas Catalase e
Ascorbato Peroxidase. Ainda assim, com base nos parametros fisioldgicos e
enzimaticos analisados para as duas variedades de cana-de-acucar, a variedade
RB867515 foi a que apresentou, dentro deste estudo, respostas mais associada a
tolerancia ao estresse por UVB associado a seca, em comparacao a variedade
RB92579.

A variedade RB92579 apresentou maiores reducdes significativas na
condutancia estomatica e na taxa transpiratoria com relacdo a variedade
RB867515. Os danos as membranas, avaliado como o conteaddo de MDA foi
superior na variedade RB92579, assim como, nessa mesma variedade o
conteudo das enzimas antioxidativas CAT e APX foi significativamente maior
quando submetida a elevada radiacdo UVB. Portanto, a manutencdo da atividade
da CAT e da APX observada na variedade RB867515 sob estresse por alta UVB
que associado a menor reducdo da condutéancia estomatica, menor taxa
transpiratoria e menor peroxidacéo lipidica, caracterizaram esta variedade como
mais tolerante a esses fatores de estresse do que a variedade RB92579,

garantindo dessa forma, a manutencéo dos processos fisiologicos e crescimento

da planta.
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Logo, com base nos parametros fisioldgicos e enzimaticos, as etapas
seguintes desse estudo se restringiram a variedade RB867515 contrastante em
respostas associadas ao estresse por déficit hidrico em condicdes de alta e baixa
radiacdo ultravioleta B. Os tratamentos com suspensdo parcial da rega,
associados a baixa ou alta UVB foram selecionados para a realizacao da analise

protebmica.

5.3.3 Analise Protebmica

5.3.3.1 Extracéo, quantificacdo e integridade das proteinas em condi¢fes de
estresse por UVB e seca

O protocolo descrito por Negri et al. (2008), com algumas modificacdes
para extracao de proteinas da fracao enriquecida de parede celular em folhas de
cana-de-acucar possibilitou recuperar e solubilizar proteinas em uma grande
amplitude de massa molecular compativel com as analises posteriores. As
concentracbes e rendimentos das proteinas extraidas dos tratamentos s&o
mostrados na Tabela 7. Realizou-se a extracdo de proteinas independentes,

correspondendo a cada réplica biologica.
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Tabela 7. Concentracdo e rendimento de proteinas da fragdo enriquecida de parede celular de
folhas de cana-de-acucar da variedade RB867515, submetidas a suspenséo parcial da rega com
baixa e alta UVB.

Tratamentos Concentracéo de Rendimento de proteinas

Proteinas (ug/uL) (ng/g)
50% C.P. + BUVB (R1) 1,66 199,2
50% C.P. + BUVB (R2) 2,44 292,8
50% C.P. + BUVB (R3) 2,12 254,4
50% C.P. + AUVB (R1) 2,51 301,2
50% C.P. + AUVB (R2) 2,55 306,0
50% C.P. + AUVB (R3) 2,67 320,4

50% C.P. + BUVB: 50% da capacidade de pote com baixa radiac¢&o ultravioleta B; 50% C.P. + AUVB: 50% da
capacidade de pote com elevada radiacéo ultravioleta B.

5.3.3.2 Eletroforese bidimensional (2D)

Foram obtidos trés géis 2D-PAGE (réplicas técnicas) de cada réplica bioldgica
de cada tratamento analisado para a variedade de cana-de-agclucar RB867515,
submetidas aos estresses de estresse hidrico e UVB. Cada gel foi digitalizado em
scanner de transparéncia calibrado para densidade 6tica, e os arquivos de imagem foram

utilizados para analise no programa ImageMaster Platinum v.7.05 (Figura 9).
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Figura 9. Géis 2D (poliacrilamida 12,5%) de proteinas da fracdo enriquecida de parede celular de
folha de cana-de-aglcar da variedade RB867515 cultivada em casa-de-vegetacao apds 7 dias de
exposi¢do a diferentes tratamentos hidrico e de radiagdo UVB. A) 50% C.P. + BUVB; B) 50% C.P.
+ AUVB.
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5.3.3.3 Digitalizac&o e analise de imagens

Os arquivos de imagem digitalizados foram analisados no programa
ImageMaster Platinum v.7.05. Foi observado que as réplicas de um mesmo
tratamento apresentaram similaridade significativa e foram, portanto analisaveis,
conforme a média de coeficientes de correlacado obtida de 0,980 no tratamento
50% C.P. + BUVB e 0,899 no tratamento no tratamento 50% C.P. + AUVB.

A eletroforese 2D permitiu a detecgdo de 277 spots nas amostras de
réplicas técnicas dos tratamentos, distribuidos em média a 33 spots/gel (variando
de 30 a 37) no tratamento 50% C.P. + BUVB e 59 spots/gel (variando de 52 a 63)
no tratamento 50% C.P. + AUVB.

ApOs a andlise comparativa entre 0s tratamentos das imagens
digitalizadas (Figura 9), foram detectados 69 spots representativos de proteinas
distintas, dos quais 15 foram detectados apenas no tratamento 50% C.P. + BUVB
e 36 foram detectados apenas no tratamento 50% C.P. + AUVB (Tabela 8).
Dentre estes spots, denominados como exclusivos por n&o terem sido detectados
via 2D-PAGE no outro tratamento, alguns ndo foram coletados por néo
apresentarem variagao significativa na %vol (ANOVA < 0,05) entre tratamentos.

Os demais 18 spots foram detectados em ambos os tratamentos
(comuns), dos quais 11 tiveram maior acumulo no tratamento 50% C.P. + BUVB e
7 apresentaram maior acimulo em plantas do tratamento 50% C.P. + AUVB. Dos
11 spots comuns com maior acimulo no tratamento com suspensado parcial da
rega e baixa UVB, apenas 4 apresentaram variacao significativa na %vol (ANOVA
< 0,05) e, razdo de variagao (ratio) = 1,5 . No tratamento 50% C.P. + AUVB,
nenhum dos spots comuns foram significativamente variaveis. Deste modo, foram

excisados dos géis 18 spots considerados DEPs, para identificacdo via MS.
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Tabela 8. Total de spots selecionados com a razao de variagdo de %vol = 1,5 para cada
tratamento 50% C.P. + BUVB e 50% C.P. + AUVB.

L Tratamentos
Descrigao 50% C.P. + BUVB _ 50% C.P. + AUVB
Spots analisados 26 43
Média/réplica 33 59
Comuns 18 18
Maior acumulo 11 07

ANOVA £ 0,05 4 0

eratio=1,5 4 0

Exclusivos® 15 36
ANOVA £ 0,05 06 08

DEPs® 10 08

"Nao detectados no outro tratamento por 2D-PAGE.
“Proteinas diferencialmente expressas (spots comuns com ANOVA
significativa e Ratio = 1,5 + exclusivos com ANOVA significativa).

5.3.3.4 Espectrometria de massas (PMF)

Os DEPs selecionados a partir da andlise comparativa em 2D-PAGE
foram analisados em espectrometria de massas para sua identificacdo presumivel
em banco de dados de acesso publico. Na analise realizada em espectrébmetro
MALDI-ToF/ToF via PMF e busca de ions, apenas 4 amostras do total de 18
digeridas com tripsina ndo resultaram em espectros de massa com qualidade

necessaria para analise no programa Mascot.

5.3.3.5 Anédlises de Bioinformética

De acordo com o descrito anteriormente, 0s spots detectados e
selecionados como significativamente variaveis entre tratamentos (DEPs) foram
submetidos a andlise por espectrometria de massas para obtencdo de espectros
com perfil m/z especificos, visando identificacdo presumivel e anotacdo em
bancos de dados, para inferéncias funcionais. Estas proteinas diferenciais

mostraram distribuicdo entre os tratamentos (Figura 10).
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50% C.P + BUVB 50% C.P. + AUVB

Figura 10. Diagrama de Venn representando as proteinas anotadas diferencialmente expressas
nas folhas de cana-de-agUcar da variedade RB867515 nos tratamentos submetidos & suspensao
parcial da rega com alta UVB (A), nos tratamentos submetidos a suspenséo parcial da rega com
baixa UVB (B) ou proteinas comuns no diagrama (C).

Identificacdo presumivel e anotacdo dos DEPs
A identificacdo das proteinas selecionadas como diferenciais é apresentada na
Tabela 9, obtida através da analise dos arquivos peaklist.xml oriundos de PMF no

programa Mascot e considerando apenas as associagdes significativas (p<0,05).
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Tabela 9. Anotagao presumivel das DEPs de cana-de-agUcar, conforme maior similaridade (p<0,05) encontrada através do programa Mascot. Ratio refere-se a razdo de variagdo entre as %vol do spot no
tratamento de seca sob alta UVB e no tratamento de seca sob baixa UVB. ANOVA refere-se ao valor p calculado para significancia estatistica da diferenga na %vol do spot entre os tratamentos, sendo
significativa se p<0,05. Para cada spot sdo apresentados o ponto isoelétrico (pl) e a massa molecular (MM, em Da) calculados do acesso similar e observados na 2D-PAGE.

Spot Comum ou MM calc./ pl calc./
D Exclusivo/ Proteina MM obs. | obs. Score  ANOVA Acesso Localizacao
Tratamento ' P ' subcelular
63 Excl/BUVB LL- diaminopimelato aminotransferase 50225/62348 8.63/6.49 53 1,9x10™ Q10MQ2 P
47 Excl/AUVB Proteina associada a flavondides 24387/35119 5.39/7.03 63 1,1x10° - RE, MP, PC
13 SC*/BUVB ATP sintase subunidade alfa cloroplastidial 55716/57312 5.87/6.36 95 1,1x10° Q6L3A1 P
45 Excl/AUVB Proteina associada a lignina 27359/35242 5.29/6.83 58 5,3x10™ - MP, PC
59 Excl/BUVB ATP sintase subunidade cloroplastidial 40107/44780 8.44/5.62 55 1,1x10° POC1MO P
51 Excl/AUVB Ribulose Bifosfato carboxilase subunidade maior 53327/45673 6.22/6.52 85 1,2x10™ B3TN59 P
44 Excl/AUVB Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase 37015/35151 7.70/7.23 62 2,4x10° P04796 C
42 Excl/AUVB ATP sintase subunidade gama cloroplastidial 40107/32894 8.44/5.70 69 4,4x10° POC1MO C
36 Excl/AUVB Proteina de choque térmico 71641/68038 5.15/5.46 61 2,7x10” - M, P, C, RE,
PC
7 SC*/BUVB Nucleotideo ciclico de canal ibnico fechado 19 84680/61128 9.96/5.07 52 2,3x10™ Q9LDR2 MP
28 Excl/AUVB ATP sintase subunidade alfa, cloroplastidial 55773/52938 5.87/6.07 57 7,3x10” Q6L3A1
8 SC*/BUVB ATP sintase subunidade beta cloroplastidial 53987/52938 5.31/5.66 189 4,4x10"°  Q6L392
61 Excl/BUVB Ribulose bifosfato carboxilasesubunidades menor 19693/44551 8.98/5.72 57 7,7x10™ Q40004 P
17 SC*/BUVB ATP sintase subunidade alfa, cloroplastidial 55687/57797 5.95/5.89 118 5,60E™° Q6ENH7 P

BUVB: baixa radiacdo ultravioleta B; AUVB: alta radiacdo ultravioleta B. * SC: spots comuns; Excl.: exclusivo; C: Citoplasma; M: Mitocéndria; N: Nucleo; PC: Parede Celular; P:
Cloroplasto ; MP: Membrana Plasmatica; RE: Reticulo Endoplasmatico.


https://www.google.com.br/search?biw=1517&bih=741&q=Ribulose+Bifosfato+carboxilase+subunidade&spell=1&sa=X&ved=0CBkQBSgAahUKEwjNsbXp8dvGAhXNWogKHWZZArU
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Ontologia génica (GO)

As sequéncias de aminoacidos, apos serem comparadas com o banco de
dados de proteinas do Uniprot, foram identificadas e distribuidas em categorias de
acordo com o0 seu processo biolégico ou funcédo (Figura 11 e 12). As proteinas
identificadas nas amostras foram classificadas em grupos, de acordo com suas
funcdes, que incluiam a sintese de ATP, transporte de ions, fotossintese,
resposta a estresse, bem como, proteinas identificadas supostamente atribuidas a
sinalizacao, transporte de membrana e enzimas da parede celular associados a
biossintese de ligninas e/ou flavonoides. Do total de proteinas identificadas,
aproximadamente 22% estdo localizadas e/ou envolvidas em mecanismos da
parede celular, enquanto que as demais identificadas foram previstos como sendo

originadas do cloroplasto e citoplasma.

ATP sintase
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Fotossintese
11%

Fotorespiragao
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Biossintese de
Lignina
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_ estresse
Flavonadides Glicdlise 6%

5% 5%

Figura 11. Ontologia Génica (GO) de peptideos diferencialmente expressos em plantas de cana-
de-acUcar expostas a seca e UVB.



112

Transporte transmembrana
Resposta a estresse
Fotorespiragdo

Processo biossintético de lignina mup

“ DOWN

Glicdlise

Processo Bioldgico

Processo biossintético de flavondides

Processo biossintético do etileno

Sintese de ATP

—
pE—
Atividade de Isomerase
Atividade dos canais de ions
Ligagdo de ions [

Atividade reguladora de enzimas

Funcao Molecular

Atividade de carboxilase

Ligacdo de ATP

I

Membrana
Cloroplasto
Citoplasma

Parede celular

Localizagao subcelular

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 12. Processo biolégico, Funcdo molecular e Localiza¢do subcelular por analise GO de
DEPs up e down.
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5.4 DISCUSSAO

Clorofila A, Clorofila B e Carotendides

Os resultados mostraram que em plantas de cana-de-acUcar (variedades
RB867515 e RB92579) o periodo de sete dias de suspensédo parcial do regime
hidrico (50% C.P.) e implementacdo da radiagdo UVB ndo foram suficientes para
promover alteracdes significativas nos teores dos pigmentos fotossintéticos,
clorofila A, B e carotendides.

O estresse por seca € normalmente caracterizado por perda de clorofila e
um declinio progressivo na capacidade fotossintética das plantas. O que leva a
andlise dos pigmentos fotossintéticos a ser uma importante ferramenta para
avaliacdo da sanidade e integridade dos aparatos internos da célula durante o
processo de fotossintese (Rong-Hua et al., 2006).

Os pigmentos do aparato fotossintético podem também ser destruidos
pela radiacdo UVB, com perda comparativa da capacidade fotossintética (Jordan
et al., 1994). Segundo Pfundel et al. (1992), clorofilas e carotendides séo afetados
por radiacdo UVB elevada, onde os carotendides sdo geralmente menos afetados
do que as clorofilas. De acordo com Sangtarash et al. (2009) a exposicédo a UVB
pode promover aumento, reducdo ou nenhum efeito no conteddo de pigmentos
fotossintéticos. Alexieva et al. (2001) verificaram em plantas de ervilha e trigo que
o tratamento com UVB reduziu o conteudo de clorofila.

Dessa forma, a imposicdo de um déficit hidrico moderado (50% da
capacidade de pote) associado a UVB, pode ter sido uma das causas da auséncia

de efeitos significativos para estas variaveis.
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Potencial hidrico foliar

As analises dos resultados mostraram que as duas variedades
apresentaram respostas similares quanto ao potencial hidrico foliar. Esses
resultados sugerem que o regime hidrico (intensidade e/ou durabilidade),
independente do nivel de radiagdo UVB, parecem né&o ter sido suficiente para
manifestar diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os
tratamentos. Para as duas variedades estudadas, o valor minimo atingido para o
potencial hidrico foliar em torno de -1,32 MPa foi observado no tratamento com
suspensao parcial de rega com baixa UVB na variedade RB92579. A média geral
obtida entre todos os tratamentos foi de -1,19 MPa.

Esses resultados corroboram com os relatados por Smit e Singels (2006)
que notaram inicialmente redugdes em outras variaveis, como na condutancia
estomatica, em duas variedades de cana-de-agucar, afirmando que tal variavel
apresenta maior sensibilidade que o potencial hidrico foliar a medida que o solo
se torna mais seco. Conforme relatado por Pincelli (2010), as respostas
morfofisiolégicas da cana-de-agucar a deficiéncia hidrica sdo mais pronunciadas e
de facil verificagado apds um maior periodo sob restricdo hidrica.

De acordo com Nogueira et al. (2005), o efeito da deficiéncia hidrica sobre
as plantas é complexo, ndo havendo um mecanismo universal de resisténcia a
seca, pois as plantas respondem através de varios processos adaptativos a
escassez de agua como, por exemplo, através da capacidade de reduzir o
potencial hidrico, aliada a adaptagdes morfolégicas, anatdmicas e fisiolégicas.
Ainda, segundo esses autores, embora esses processos de resisténcia a seca

sejam avaliados muitas vezes isoladamente, as espécies utilizam mecanismos
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associados para a sua sobrevivéncia em condicdes desfavoraveis de

disponibilidade de agua.

Trocas Gasosas: Fotossintese (A), transpiracdo (E) e Condutancia estomatica
(9s)

A condutancia estomatica (gs) diminuiu consideravelmente na variedade
RB92579 em comparagdo a variedade RB867515, independentemente dos
regimes hidricos e dos niveis de radiagdo UVB aplicados, demonstrando uma
maior resisténcia a difusdo dos gases, consequentemente menor transpiracéo e
fotossintese.

A condutancia estomatica esta relacionada com a abertura dos
estdmatos, ou seja, a resisténcia associada a difusdo de CO, pela abertura
estomatica. As mudangas na resisténcia estomatica sdo importantes para a
reqgulacéo da perda de agua pela planta e para o controle da taxa absorcao de
dioxido de carbono necessario a fixacdo continua durante a fotossintese. Sob
condi¢cbes de estresse hidrico, ocorre redugado da concentragcao intercelular de
CO,, em razao do controle da abertura dos estdmatos. Assim, também ocorre a
diminuicdo da condutancia estomatica que € um componente de fundamental
importancia na manutengdo da turgescéncia em resposta a decréscimos no
potencial hidrico das plantas. Todavia, quando o estdbmato se fecha para proteger
a planta da perda de agua, ele, simultaneamente, restringe a difusdo do CO;
atmosférico e, consequentemente, provoca queda na taxa fotossintética (Damatta,
2003).

Ao comparar a taxa de fotossintese (A) entre os diferentes tratamentos,

foi observado que apesar de nao significativo, a variedade RB867515 sob seca
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parcial e alta UVB apresentou uma taxa fotossintética superior a RB92579. A
resposta desta variedade a combinagdo dos estresses mais severos indica que,
durante a exposicdo simultdnea para varios estresses, uma forma de estresse
pode minimizar o dano por outro. As plantas tendem a ser menos sensiveis a
radiacdo UVB, sob a seca ou deficiéncia de minerais, enquanto aumenta a
sensibilidade em baixos niveis de luz visivel. As duas variedades demonstraram
que os estresses por UVB e por estresse hidrico moderado n&o influenciaram na
capacidade fotossintética das mesmas.

A radiagao ultravioleta B tem sido demonstrada por reduzir a fotossintese
por alteragdes diretas no fotossistema Il (Rozema et al., 2002), enquanto que a
seca pode reduzir a fotossintese pelo fechamento dos estdmatos e por efeitos
bioquimicos (Bettaieb et al., 2011). Portanto, as limitacbes especificas sobre a
fotossintese pode variar em resposta a estes estresses especificos, bem como
pela intensidade dos mesmos.

Analisando o fator variedade sobre o parametro taxa de transpiracao (E),
a RB867515 obteve a maior média entre as variedades. A exposi¢cao de plantas
de alface (Basahi et al., 2014) e de girassois (Chechin e Corniani, 2008) para os
estresses por radiacdo UVB elevada e de seca afetou significativamente e
negativamente a taxa de transpiragcdo. No entanto, a amplitude dos efeitos de
ambos os fatores de estresse eram dependentes das interagdes. Isto resultou no
alivio dos efeitos negativos da seca sobre transpiragao pela radiagdo UVB nos
dois casos.

Sob condi¢des de baixa disponibilidade hidrica, ocorre uma queda no
potencial de agua das folhas, levando a perda de turgescéncia e a redugao da

condutancia estomatica. E essa reducéo na condutancia estomatica que constitui
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uma das primeiras estratégias utilizadas pelas plantas para diminuir a taxa de
transpiracdo para manter a turgescéncia celular. Isso ocorre porque a planta pode
vir a perder agua a uma taxa superior a sua capacidade de absorgao e transporte.
Com isso, o potencial hidrico da folha diminui, ocorrendo o fechamento dos
estdmatos e consequente diminuicdo da fotossintese. Entretanto, as cultivares
onde a redugao da transpiragao ocorre posteriormente as demais cultivares, sob
estresse hidrico, essa cultivar mantém a capacidade fotossintética por tempo mais
prolongado, o que contribui para a formagao de maior biomassa e, possivelmente
uma maior produtividade (Farooq et al., 2009).

A maior eficiéncia do uso da agua verificada na variedade RB92579 é
confirmada pela manutencdo das taxas de fotossintese liquida nos diferentes
tratamentos e na baixa taxa de condutancia estomatica observadas nessa
variedade, aumentando, portanto, a eficiéncia do uso da agua nessas condigdes.
A razao entre a taxa fotossintética e a taxa de transpiragao resulta na eficiéncia do
uso da agua (EUA), que é mais um parametro fisioldgico que expressa
quantitativamente o comportamento momentaneo das trocas gasosas na folha e

que varia entre e dentro das espécies vegetais (Larcher, 2004).

Teor de Malonaldeido (MDA) e Peroxido de Hidrogénio (H205)

No presente estudo a exposicao de plantas de cana-de-acglcar a alta UVB
desencadearam o processo lipoperoxidativo nas membranas foliares. O presente
trabalho mostra que na variedade RB92579, a exposicdo a elevada UVB causou
mais danos a membrana, como avaliado pelo aumento da peroxidagéo lipidica em
folnas de cana-de-acucar, independentemente do regime hidrico, do que na

variedade RB867515.
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Resultados divergentes foram encontrados por Cechin e Corniani (2008),
que avaliando os efeitos do estresse hidrico e UVB em plantas de girassois
concluiram que, o estresse hidrico agiu de uma forma mais destrutiva do que o
estresse por alta radiacdo UVB, causando assim, danos a membrana como
verificado pela elevada peroxidacado lipidica no tratamento de estresse hidrico
com baixa UVB. Observaram ainda que, quando a elevada radiacdo UVB foi
aplicada em conjunto com o estresse hidrico, houve interacdo entre os dois
fatores, resultando assim na diminuicédo do efeito da seca como um fator Gnico.

Diversas condicdes de estresses em plantas, dentre eles a exposicédo a
UVB, podem promover aumento na producdo de ERO acarretando estresse
oxidativo (Alexieva et al., 2001; Hofmann et al., 2003). A formacédo de
lipoperéxidos, que € uma das consequéncias da producdo de ERO, é utilizado
para se avaliar o nivel de estresse oxidativo presente (Verma e Dubey, 2003).
Malondialdeido (MDA), um produto da peroxidacdo lipidica, é utilizado como
indicador da ocorréncia de estresse em plantas. Apesar de existir muita
controvérsia na literatura quanto sua especificidade, o MDA permanece como 0
indicador mais utilizado (Armstrong e Browne, 1994).

Quando submetidas a suspensao parcial da rega e baixa incidéncia de
UVB, as plantas da variedade RB92579 no presente estudo resultaram em uma
alta acumulacédo de H,O, o0 que ndo corrobora com o baixo conteudo de MDA no
mesmo tratamento. A alta peroxidacao lipidica evidenciada através do conteudo
superior de MDA no tratamento com 50% da capacidade de campo e incidéncia
elevada de UVB, também nado foi confirmada pelo teor de H,O,, que foi
relativamente baixo nesse mesmo tratamento, o que sugere, portanto, que o0

estresse por UVB induziu o estresse oxidativo nas plantas, e que outras EROs
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como o radical superdxido (O2 e-), radical hidroxila (OHe ) e oxigénio singleto
(*0,) podem ter sido produzidas em niveis superior ao peréxido de hidrogénio
(H20,), ocasionando uma maior peroxidacao lipidica nesse tratamento.

Em plantulas de trigo, o estresse hidrico e a radiacdo UVB resultaram na
alta acumulacéo de H,O,, 0 que causou a peroxidacao lipidica, juntamente com a
reducdo do crescimento. Além disso, o tratamento com alta UVB foi o que causou
danos mais graves do que o estresse hidrico em plantas de trigo, medidos pela
reducdo mais evidente no crescimento e um maior acumulo de H,O, e aumento
da peroxidacéo lipidica (Kakani et al., 2003; Kinnunen et al., 2001).

As EROs e especialmente o peroxido de hidrogénio (H,O,) também
podem agir como sinalizador para ativacdo de respostas de defesa contra
estresse, quando presente em quantidades relativamente baixas (Levine et al.,
1994; Low e Mérida, 1996), porém, quando em condicfes de estresse severo,
pode ocorrer um aumento consideravel na producdo de EROs, as quais podem
levar a uma cascata de eventos que inicia com a peroxidacéo de lipideos, avanca
para degradacédo de membranas e morte celular (Greggains et al., 2000; Panda e

Khan, 2009).

Catalase (CAT), Ascorbato Peroxidase (APX) e Superoxido Dismutase (SOD)

Os estresses abidticos proporcionam uma série de alteracdes
bioquimicas, especialmente, no sistema de defesa antioxidante (Gratdo et al.,
2005). No entanto, é importante ressaltar que as alteracdes observadas, assim
como a adaptacdo das plantas a condicbes adversas, estdo fortemente
associadas a duracao e intensidade do estresse (Behera et al., 2003), a espécie

(Ghannoum, 2009) e gendtipo avaliado (Abraham et al., 2003).
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Os resultados obtidos nesse estudo indicam a importadncia do aumento
concomitante nas atividades dessas duas enzimas na prote¢cdo contra danos
oxidativos. O aumento da atividade de APX e da CAT nas plantas bem irrigadas
sob alta UVB em relagao a baixa UVB na variedade RB92579 indica a importancia
dessas enzimas na desintoxicagdo do H,O, e na protegao contra danos oxidativos
provocados pela UVB. Entretanto, a ndo alteragao significativa no conteudo de
CAT e APX e a baixa peroxidagao lipidica promovida pela alta UVB na variedade
RB867515 quando em condigéo de irrigagcao plena, pode indicar que esta cultivar
possui mecanismos de tolerancia e, por isso, ndo necessita de uma ativagao
maior dessas enzimas. Alguns estudos sugerem que os gendtipos com maior
aumento na atividade dessas enzimas, em resposta ao déficit hidrico, sofreram
maior sensibilidade a seca (Yong et al., 2006; Sgherri et al., 2000). Estes autores
também verificaram que nas cultivares consideradas tolerantes, a manutengao da
atividade das enzimas antioxidantes analisadas foi suficiente para manter o H,0,
e a peroxidacgao lipidica em niveis basais.

O aumento da atividade de SOD verificado nas plantas irrigadas das duas
variedades sob alta incidéncia de UVB em compragdo as mesmas plantas sob
baixa UVB, corrobora com os resultados obtidos no conteudo de H;O,, que
também em condi¢des de irrigagao plena, as plantas sob alta UVB apresentaram
uma maior produgado dessa ERO quando comparada as plantas no mesmo regime
hidrico sob baixa UVB.

A atividade relativamente elevada da enzima SOD, juntamente com as
outras duas enzimas, CAT e APX, sob alta UVB, demonstra que a destoxificagao
das EROs é realizada por um conjunto de enzimas. Na variedade RB867515 em

condi¢gdes de plantas bem hidratadas sob alta UVB, observou-se que o aumento
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da atividade conjunta da SOD, geradora de H,O,, com a CAT e APX, eliminadoras
de H,0,, é fundamental para a manutengao do equilibrio redox.

Os resultados obtidos para a atividade de SOD sugerem que a radiagao
UVB quando aplicada em conjunto com o estresse hidrico, ndo promoveu efeito
significativo na atividade desta enzima. A atividade de SOD significativamente
superior na variedade RB92579 em comparagao a variedade RB867515, também
corrobora com os dados obtidos no conteudo de peréxido de hidrogénio nesse
mesmo estudo, onde a variedade RB92579 sob estresse hidrico e baixa UVB,
apresentou o maior conteudo de H,0,.

Alguns estudos relataram aumento de atividade da SOD em plantas
expostas a alta UVB. Selvakumar (2008) verificou aumento na atividade de SOD
em plantas de Crotalaria juncea e Vigna unguiculata e Han et al. (2009) em Picea
asperata, sendo o aumento acentuado pela elevacdo na temperatura ambiente.
Contudo, Costa et al. (2002) observaram diminuicdo da atividade da SOD em

cotilédones de girassol expostos a UVB.

2D-PAGE e MS

A andlise dos arquivos de imagem digitalizados obtidos apés eletroforese
bidimensional das amostras de cada tratamento demonstrou baixa variacao
experimental entre as réplicas de um mesmo tratamento, o que favoreceu a
confiabilidade dos resutados. Adicionalmente, o tratamento com rega parcial e
alta intensidade de radiacao ultravioleta B (50% C.P. + AUVB) apresentou uma
meédia superior de spots/gel (59), em relacdo a média do tratamento sob baixa
UVB (33). Do total de proteinas distintas detectadas (69) na comparacgao entre 0s

tratamentos, observou-se também que foram obtidas quantidades distintas de
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spots exclusivos de cada tratamento, 36 para o tratamento 50% C.P. + AUVB e 15
para o tratamento 50% C.P. + BUVB. O tratamento com seca e baixada UVB
apresentou 4 spots comuns significativamente varidveis mais abundantes,
engquanto que o tratamento sob rega parcial e alta UVB ndo apresentou nenhum
spot significativamente variavel.

Do total representando proteinas distintas, 18 spots ou 26% foram
considerados DEPs e submetidos a identificacdo via MS. Menos da metade do
proteoma analisado mostrou-se diferencial entre os tratamentos em condi¢des de
suspensao parcial da rega, com baixa ou alta UVB, o que pouco favorece
significativamente a deteccdo de proteinas e peptideos mais abundantes na
amostra bioldgica.

Apenas 4 dos 18 DEPs nado resultaram em espectros de massa
adequados para analise de identificacdo presumivel, e a eficiéncia de anotacao foi
de aproximadamente 77%, permitindo inferir possiveis aspectos funcionais e

interacBes entre o proteoma diferencial e os processos fisioldgicos e metabdlicos.

Analises de Bioinformética

A busca dos espectros de massa produzidos para as DEPs nos bancos
de dados traducionais permitiu a identificacdo presumivel (in silico) para
inferéncias funcionais potencialmente relacionadas com respostas moleculares da
cana-de-agucar aos tratamentos. A distribuicdo das anotac¢des obtidas (Figura 11)
demonstrou uma quantidade igual de DEPs nos dois tratamentos, 50% C.P. +
AUVB (5) e 50% C.P. + BUVB (5). Ao contrario do esperado para um diagrama de
Venn com estes tipos de dados, ou seja, com proteinas diferencialmente

acumuladas em cada um dos conjuntos comparados, houve sobreposicdo de
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anotacdes entre DEPs de ambos os tratamentos: 2 anota¢des foram iguais para

spots diferentes oriundos dos dois tratamentos (proteinas Q6L3A1 e POC1MO).

Identificacdo presumivel e anotagéo das DEPs

Com base na identificacdo das DEPs de cana-de-acucar (Tabela 9), a
descricdo das proteinas a seguir € realizada com base na ocorréncia em cada
tratamento contrastante para radiacédo ultravioleta B, e conforme sua localizac&o
subcelular e processo biolégico, de acordo com a base de dados UniProt.

Na comparacédo entre os tratamentos 50% C.P. + AUVB X 50% C.P. +
BUVB, do total de DEPs anotados, 22% foram identificados na parede celular
vegetal e/ ou potencialmente envolvidas em estruturas extracelulares, sendo que,
100% dessas proteinas localizadas na parede celular foram identificadas quando
sob alta incidéncia de radiacdo UVB. A seguir, foram descritas essas proteinas
localizadas na parede celular e/ou potencialmente relacionadas com respostas
aos estresses impostos.

A Proteina associada a flavonodides (spot 47) foi identificada como mais
abundante no tratamento submetido a alta incidéncia de UVB. Essa proteina esta
envolvida na via de biossintese de flavondides, que faz parte da biossintese de
metabolitos secundarios e é relacionada em respostas adaptativas das plantas e
de protecdo aos estresses ambientais (Walia et al., 2007). A expressao dessa
proteina provoca a acumulacao de flavondides e fitoalexinas isoflavondides e esta
envolvida na via de defesa a acido salicilico. Os flavonoides representam uma
classe de metabdlitos secundarios que é difundido no reino vegetal e pode servir
como funcdes especificas na pigmentacdo das flores, protecdo contra UVB e

defesa das plantas contra patogenos (Dixon e Paiva, 1995). Ha um estudo em


http://www.grenoble.prabi.fr/obiwarehouse/unipathway?upid=UPA00154&entryac=Q8H0F6
http://www.grenoble.prabi.fr/obiwarehouse/unipathway?upid=UPA00464&entryac=Q8H0F6
http://www.grenoble.prabi.fr/obiwarehouse/unipathway?upid=UPA00464&entryac=Q8H0F6
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bagas de uva, mostrando que essa enzima foi localizada no reticulo
endoplasmatico rugoso e citoplasma das células, enquanto que algumas foram
encontradas na parede celular (Tian et al., 2008).

Ainda sob elevada radiacao ultravioleta B, a Proteina associada a Lignina
(spot 45) foi encontrada de forma exclusiva nesse tratamento e, é constituinte da
parede celular, desempenhando um papel importante na biossintese de lignina e
flavondides (Grimmig et al., 1997). A lignina € o componente estrutural principal
da parede celular secundéaria de plantas e, depois da celulose, € o polimero
organico mais abundante na crosta terrestre (Moerschbacher et al., 1990). O
conteudo e a composicao da lignina diferem entre os diferentes tipos de células
dentro de um Unico tecido. Mesmo dentro de uma Unica parede celular, a
estrutura e/ou composicdo da lignina podem mostrar uma consideravel variacao.
Além disso, a heterogeneidade da lignina é influenciada por estresses ambientais
(Joseleau e Ruel, 1997). Dessa forma, acredita-se que a regulacao positiva dessa
enzima nas plantas de cana-de-acucar (variedade RB867515) pode desempenhar
um papel importante na defesa contra os fotodanos provocados pela alta UVB por
meio do fortalecimento da parede celular através do aumento da biossintese de
lignina e também com o aumento da sintese de flavonodides.

A proteina de choque térmico (spot 36) também foi induzida
exclusivamente no tratamento sob elevada UVB. As proteinas de choque térmico
(HSPs) servem como chaperonas moleculares e desempenham papéis criticos na
protecdo de células e dobramento de proteinas em quase todos 0s organismos.
Essa proteina € ativada por choque térmico, mas ha relatos que também é

induzida por uma variedade de fatores de estresses, tais como a infeccdo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2859372/#B43
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC59049/#B42
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microbiana, estresse osmotico, radiacao ultravioleta (UVB) e metais pesados. Ela

funciona para proteger organismos contra danos (Pockley, 2003).

5.5 CONCLUSOES

Os estresses simultineos seca moderada e UVB alteraram
significativamente o proteoma foliar enriquecido de parede celular de cana-de-
acucar.

A exposicdo das duas variedades de cana-de-acucar (RB867515 e
RB92579) a alta UVB associada ao estresse hidrico moderado desencadou
processo lipoperoxidativo nas membranas de células foliares.

Proteinas identificadas como constituintes da parede celular vegetal e/ ou
potencialmente envolvidas em estruturas extracelulares, envolvidas diretamente
na biossintese de lignina e flavondides foram mais abundantes quando sob alta
incidéncia de radiacdo UVB, indicando um papel importante na defesa contra os

fotodanos provocados pela UVB.
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6. Capitulo I

Fisiologia e Protedmica enriquecida de parede celular em cana-de-acglcar

(Saccharum spp.) sob estresses por radiacao ultravioleta B e déficit hidrico severo
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Resumo

A cana-de-aclUcar € uma das culturas agricolas mais importantes no ambito
social, econdmico e ambiental para o Brasil. A demanda crescente do bioetanol
pelo aumento da frota bicombustivel vem fazendo surgir diversos estudos nessa
cultura, de forma a elevar a producdo desse combustivel produzido a partir da
conversdo de outros componentes do material vegetal, como polissacarideos da
parede celular de folhas e colmo. Assim como as demais culturas, a cana-de-
acucar € dependente das condicbes climaticas para seu desenvolvimento,
severamente afetado por alguns fatores de estresse ambientais, como o déficit
hidrico e a elevacdo da radiacdo ultravioleta B. Nesse contexto, as analises
fisiologicas, enzimaticas e de proteinas da fracado enriquecida de parede celular
envolvidas nos mecanismos de respostas a associagcdo desses estresses
abidticos na cana-de-acucar é essencial para o desenvolvimento de futuras
estratégias de melhoramento genético desta cultura. Para tanto, foi realizado
estudo simulando seca severa e aumento da UVB, e analisado o proteoma, o
comportamento fisiolégico e antioxidante em folhas de cana-de-aclcar. O déficit
hidrico aplicado juntamente com a UVB promoveu efeitos significativos na
interacdo dos trés fatores (irrigacdo, UVB e variedade). A partir das variaveis
fisiolégicas e enziméticas analisadas, verificou-se que as plantas mostraram
danos mais graves quando submetidas a seca, do que quando esta foi aplicada
em conjunto com alta UVB, sugerindo efeito protetor de um fator de estresse
sobre o outro na planta. A elevada UVB promoveu maior acimulo de proteinas
envolvidas em diferentes categorias funcionais, como fotossintese, defesa,
metabolismo de proteinas, metabolismo secundéario, entre outras. A alta
incidéncia de UVB também proporcionou regulacéo positiva de proteinas preditas
de parede celular e associadas a biossintese e modificacdo de lignina e
flavondides, podendo conferir & cana-de-acucar maior flexibilidade e/ou rigidez na
parede celular, bem como protecdo contra danos causados pela radiagdo. Dessa
forma, esses resultados comecam a apontar mecanismos moleculares e
fisioldgicos na dindmica do proteoma enriquecido em parede celular da cana-de-
acucar em resposta ao estresse por seca e UVB.

Palavras-chave: Protedmica subcelular; UVB, estresse hidrico, celulose, lignina,
flavondides; espectrometria de massa.
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Abstratct

Sugarcane is one of the most important crops in social, economic and
environmental context in Brazil. The growing demand of bioethanol by increased
flexfuel fleet is giving rise to many studies on this crop, in order to increase
production of this fuel from the conversion of other plant materialcomponents such
as polysaccharides of the sugarcane cell wall. As well as other crops, sugarcane is
dependent on the weather for their development, which is severely affected by
some environmental stress factors such as drought and increased ultraviolet
Bradiation. In this context, the physiological,enzyme and cell wall-enriched protein
fraction analyses associated tosugarcanemechanismsin response to abiotic
stresses is essential for the development of future breeding strategies of this crop.
To this aim, a study was conducted simulating drought and increased UVB
radiation and with analysis of the proteome, the physiology and antioxidant
metabolism in sugarcane leaves. Water stress applied along with UVB promoted
significant effect on the interaction of three factors (irrigation, UVB and variety). It
was found that in some physiological and enzymatic variables, the plants showed
more severe damage when subjected to drought than when exposed to in
conjunction with high UVB, suggesting a protective effect of a stress factor over
the other. The high UVB promoted greater accumulation of some proteins involved
in different groups of functional categories, such as photosynthesis, defense,
metabolism of proteins, secondary metabolism, among others. The high incidence
of UVB also provided upregulation of predicted cell wall proteins associated with
the of lignin and flavonoids biosynthesis and modification, which may provide more
flexibility and/or rigidity to sugarcane cell wall as well as protection against
damage caused by radiation. Thus, these results begin to point molecular and
physiological mechanisms, and cell wall-enriched proteome fraction dynamics of
sugarcane in response to drought stress and UVB.

Keywords: subcellular proteomics; UVB; water stress; cellulose; lignin; flavonoids;
mass spectrometry.
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6.1 INTRODUCAO

A agricultura no Brasil contribui de forma importante para o fornecimento
de energia no pais. A energia renovavel da agricultura esta composta por
biomassa de cana de acucar (42%), energia hidraulica (28%), lenha (20%) e
outras fontes (10%). Essas respondem por quase metade do total de
fornecimento de energia (MME/EPE, 2013).

Em virtude das mudancas climaticas globais e da necessidade de
consumo de energias renovaveis com menor impacto sobre o clima mundial, a
producdo de energias renovaveis tem sido estimulada, sobretudo a partir culturas
de interesse agroindustrial, como a cana-de-aclucar. Além do etanol, utilizado
como combustivel, a cana-de-acucar pode ser fonte de biomassa, além da sua
grande importancia no cultivo para a producdo do acucar (Waclawosky et al.,
2010). Umas das problematicas atuais enfretadas pela humanidade se refere ao
aumento da demanda energética. A cana-de-acucar vem se mostrando uma 6tima
alternativa para exploracdo da sua biomassa vegetal transformada em etanol no
Brasil, no entanto, essa biomassa ainda néo é utilizada.

A producado de energia renovavel a partir da biomassa vegetal também
atende a varios requisitos de sustentabilidade, destacando a reducdo nas
emissdes dos gases do efeito estufa, sendo uma alternativa potencial para
substituir parcialmente os combustiveis fésseis. Além disso, o0 material da parede
celular vegetal € também de grande importancia para nutricio humana e de
animais, e como fonte de fibras naturais para as industrias téxteis e de papel e
celulose. Por estas razbes, o estudo da parede celular vegetal é de grande
interesse tanto do ponto de vista da ciéncia basica, como da ciéncia aplicada

(Farinas, 2011).
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O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar com producao de
634,767 milhdes ton de colmo (safra 2014/2015) e producédo de acucar de 35,560
milhdes ton de acucar. O Estado de Pernambuco é o segundo maior produtor de
cana-de-acucar da Regido Nordeste, com uma éarea plantada atualmente de 260
mil ha na safra 2014/2015 (CONAB, 2015).

Fatores como o clima e a disponibilidade hidrica influenciam
decisivamente no desenvolvimento da planta e, consequentemente, na producao
de sacarose pela cana-de-acucar. A cana-de-acUcar é uma planta muito presente
nas regides tropicais e subtropicais, sendo que, entre os diversos estresses
abidticos, a deficiéncia hidrica é considerada como o principal limitador ambiental
a producédo de cana-de-acucar (Inman-Bamber e Smit, 2005).

O estresse hidrico acarreta prejuizos a planta de diversas formas,
afetando varias funcdes fisioldgicas, por exemplo, a condutancia estomatica,
transpiracdo, fotossintese liquida e a eficiéncia no uso da 4gua (Gongalves et al.,
2010).

Os estresses geralmente sédo estudados e caracterizados em estudos de
um dnico estresse, porém em condicbes de campo muitas vezes ocorre a
interacdo entre mais de um tipo de estresse. Tal situacdo maximiza os efeitos
deletérios causados por cada estresse individualmente, o que leva a respostas
fisiol6gicas mais severas, e a alteracdes especificas na expressao génica (Silva et
al., 2012).

Além dos fatores ambientais atuando adversamente no desempenho das
plantas, atualmente as plantas estdo sujeitas aos efeitos das mudancas

ambientais globais causadas pelas atividades antrépicas tais como o0 aumento da
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incidéncia da radiacdo UVB em consequéncia da destruicdo da camada de 0z6nio
causada pelo uso de clorofluorcarbonetos (CFCs) (Molina e Rowland, 1974).

A destruicdo da camada de ozobnio esta intimamente relacionada a um
aumento da radiacdo UVB sobre a superficie da Terra (Kerr e McElroy, 1993). A
radiacdo UVB corresponde a uma pequena fracdo do espectro solar (280-320nm),
mas € potencialmente prejudicial, uma vez que, estes comprimentos de onda
curtos sdo capazes de causar diversos efeitos fotobiologicos e provocar danos
deletérios nas células. As plantas sao vulneraveis ao aumento da radiacdo UVB
porque muitos componentes celulares, tais como acidos nucleicos, proteinas e
lipidios podem absorver a radiacdo UVB diretamente (Jordan, 1996). Segundo
Schultz et al. (1998), possiveis efeitos do aumento da intensidade da radiacao
UVB na terra seriam a ativacdo de genes na rota dos fitopropanéides culminando
numa maior acumulacéo de flavonéides e antocianinas, menores concentracées
de clorofila e carotendides, inativacdo (dano) do fotossistema Il e das enzimas
fotossintéticas, diminuicdo da fotossintese, foto-oxidacdo do &cido indolacético
(AIA, auxina), alteracdo dos compostos aromaticos, alteracdes da concentracao
de xantofila, efeitos sobre o metabolismo de nitrogénio, bem como, o
espessamento de folhas e composicdo das ceras, podendo com isso, conferir
maior resisténcia as doencas.

A sensibilidade das plantas a radiacao UVB pode ser alterada por fatores
abidticos, tais como a disponibilidade de &gua. Mittler (2006) salientou a
importancia de se estudar a tolerancia das plantas a uma combinacdo de
diferentes condicbes de estresse, porque no campo, as plantas sao
rotineiramente submetidas a uma combinacéo de diferentes estresses abioticos e

também porque nesta situacdo o dano pode ser letal para as plantas.
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Os efeitos deletérios da radiacdo UVB sobre o crescimento, produtividade
e fotossintese em plantas superiores tém sido extensivamente estudados (Rybus-
Zajgc e Kubis, 2010; Skérska, 2011). No entanto, pouco se sabe sobre os
mecanismos moleculares subjacentes a aclimatacdo de plantas para uma
combinacéo de estresses simultdneos de UVB e seca.

Esses estresses ambientais podem gerar o estresse oxidativo, que pode
ser definido como uma perda de equilibrio na relagdo antioxidantes/oxidantes. A
elevada producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) estimulado por
diferentes tipos de estresses abidticos pode afetar a homeostase celular, pois
essas moléculas podem reagir com diversos metabdlitos, enzimas e &cidos
nucléicos (Cassells e Cury, 2001), agravando os danos nos vegetais que se
refletem, seja na reducdo do crescimento, seja na produtividade. Enzimas
antioxidantes, como a superéxido dismutase (SOD), peroxidase de ascorbato
(APX) e catalase (CAT) desempenham um papel importante e proteger contra
estresse oxidativo (Apel e Hirt, 2004).

As plantas respondem aos estresses, em parte, através da modulacao
sua expressao geneética, 0 que resulta no restabelecimento da homeostase
celular, desintoxicacéo de toxinas e de recuperacédo de crescimento (Xiong e Zhu,
2002). O sistema antioxidativo é constituido por enzimas e metabdlitos
antioxidantes (Dewir et al., 2006).

O entendimento desses processos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares
nas plantas sob estresses simultaneos € de suma importancia para que seja
possivel o desenvolvimento de novas variedades de cana-de-acucar tolerantes a

esses estresses ambientais.
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Assim, sob essas perspectivas de mudancas climaticas, com previsdes de
aumento na escassez hidrica e na incidéncia de radiacdo ultravioleta B, a
produtividade da cana-de-acucar, pode vim a ser afetada negativamente. Os
possiveis efeitos prejudiciais promovidos pela interacdo desses estresses
ambientais, juntamente com a crescente preocupacdo mundial com o
esgotamento de energias renovaveis, vem impulsionando os estudos na area de
energias limpas e renovaveis.

Nesse contexto, a biotecnologia tem se revelado como uma ferramenta de
grande importancia no melhoramento vegetal com destaque, nos ultimos anos,
para a genbmica funcional. Como as proteinas séo efetores diretos da resposta
ao estresse e por estarem mais proximas da resposta fenotipica, é justificada a
importancia do estudo protedmico de plantas submetidas aos estresses por déficit
hidrico e UVB. A protedmica € uma ferramenta para a separacédo de um complexo
de proteinas e se torna parte importante da estratégia da genbémica funcional,
permitindo a identificacdo de proteinas e peptideos candidatos ao
desenvolvimento de marcadores moleculares funcionais (proteédmicos) em cana-
de-acucar, que poderdo auxiliar o melhoramento genético no desenvolvimento de
novas variedades tolerantes aos estresses ambientais.

O presente trabalho objetivou identificar o conjunto de proteinas da fracédo
enriquecida de parede celular durante o estresse simultaneo de seca severa e
radiacdo ultravioleta B. Assim, a identificacdo de peptideos produzidos
diferencialmente em plantas de cana-de-agucar sob estresse hidrico e UVB pode

auxiliar o entendimento das vias metabolicas ativadas na parede celular da planta.
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Material vegetal e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), localizada na cidade do Recife, no
periodo de agosto de 2014 até novembro de 2014.

As plantas utilizadas foram propagadas através de fragmentos de seccao
transversal do colmo, contendo uma gema lateral. Foram plantados dois rebolos
por vasos contendo 18 Kg de solo adubado com niveis adequados de macro e
micronutrientes, sob condi¢cdes fotoperiédicas naturais durante o periodo
experimental. A temperatura maxima e minima foi de 44,2°C e 30,4°C,
respectivamente, e umidade relativa do ar maxima e minima foi de 57% e 39%,
respectivamente.

Do plantio até 90 dias apds o plantio (DAP) todos os vasos receberam
agua na mesma quantidade (até a drenagem da rega) a fim de proporcionar bom
desenvolvimento a todas as plantas. Aos 90 DAP iniciaram-se a aplicacdo dos
tratamentos hidricos associados aos tratamentos de UVB (Figura 1).

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com 4
repeticdes, em esquema fatorial 2 x 2 x 2 (tratamentos de estresse hidrico x
tratamentos de radiagcdo x variedades), totalizando trinta e duas unidades
experimentais). Foram utilizadas duas variedades de cana-de-agucar (RB92579 e
RB867515), consideradas tolerantes a seca, que foram gentilmente cedidas pela
RIDESA (Rede Interuniversitaria para o0 Desenvolvimento do Setor

Sucroalcooleiro).
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Figura 1. Plantas com 90 dias apés o plantio recebendo aplicagdo dos tratamentos hidricos e de
radiacéo ultravioleta B (UVB).
6.2.2 Tratamentos

As plantas foram submetidas a quatro tratamentos de diferentes niveis de
irrigacao e de radiagéo ultravioleta B: A) S.R. + BUVB: suspensdao total de rega
com baixa intensidade de radiacao ultravioleta B; B) 100% C.P. + BUVB: 100% da
capacidade de pote com baixa intensidade de radiacéo ultravioleta B; C) S.R. +
AUVB: suspensao total de rega com alta intensidade de radiacdo ultravioleta B; D)
100% C.P. + AUVB: 100% da capacidade de pote com alta intensidade de

radiacao ultravioleta B (Tabela 1).
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Tabela 1. Diferentes tratamentos de Irrigacéo e UVB plicados em plantas de cana-de-acucar.

ID Irrigacéo uvB Tratamentos
A Suspenséo total da rega Baixa S.R. + BUVB
B Irrigado Baixa 100% C.P. + BUVB
C Suspenséo total da rega Alta S.R. + AUVB
D Irrigado Alta 100% C.P. + AUVB

6.2.3 Estresse hidrico

A capacidade de pote foi adotada como o conteudo de agua retida pelo
substrato apos sofrer saturacdo e consequente acdo da gravidade, até o
cessamento da drenagem, segundo Souza et al. (2000). A reposicdo da agua no
substrato foi realizada em funcdo da evapotranspiracdo diaria, verificada por

pesagem.

6.2.4 Estresse de Radiacédo Ultravioleta B (UVB)

Como fonte de radiacao ultravioleta B (UVB) foram utilizadas dezesseis
lampadas fluorescentes de 40 W (TL 40W/12 RS SLV da Philips) fixadas em uma
estrutura de aluminio, com sistema de roldanas para regular a distancia entre as
lampadas e o topo das plantas, dispostas acima dos vasos que sdo separados
com uma cortina de poliéster para impedir a passagem lateral de UVB para outros
tratamentos (Figura 2). As lampadas que irradiaram as plantas com baixa
intensidade de UVB foram envoltas com filtro de poliéster (0,125 mm de
espessura; Metalgamica Produtos Graficos Ltda.) para bloquear comprimentos de
onda (A) menores que 320 nm, enquanto aquelas sobre os vasos contendo as
plantas submetidas a maior incidéncia de UVB foram envoltas com acetato de

celulose (0,10 mm de espessura; Grafix Plastics) para bloquear a radiacdo UVC
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(A < 280 nm). Para medir a radiacdo incidente sobre as plantas foi utilizado um
Luximetro digital para medicdo de luz ultravioleta UVB. A distancia entre as
lampadas e o topo das plantas foi mantida constante a 40 cm do topo das plantas
através do sistema de roldanas.

A radiacdo meédia de UVB incidindo no topo das plantas foi de
aproximadamente 9,3 W m? e 1,7 W m™ para plantas tratadas com alta incidéncia
e com baixa incidéncia, respectivamente. As plantas foram irradiadas com UVB
por 7 h dia™ centralizadas ao redor do meio dia. As coletas foram realizadas aos

sete dias apo0s o inicio da exposicdo a UVB e seca.
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Figura 2. Esquema da transmisséo e bloqueio das radia¢cdes UVA, UVB e UVC através dos filtros
de poliéster e acetato de celulose.
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6.2.5 Andlises fisioldgicas

6.2.5.1 Clorofila A, Clorofila B, Carotendides e Teor relativo de agua (TRA)

A quantificacdo das clorofilas (A e B) e carotendides foi realizada a partir
de folhas cortadas em pequenos pedacos em acetona a 80% (v/v), de cada
tratamento, conforme o método proposto por Lichtenthaler (1987). O teor de
clorofilas e carotendides foi determinado com base em leituras de absorbancia de
663 nm para a clorofila a, 645 nm para a clorofila b, e a 480 nm para os
carotendides, realizado no espectrofotbmetro. Os teores de clorofilas e

carotenoides (g kg™*) foram calculados pelas seguintes formulas:

14
Chla = (12,25 X Abs663) — (2,79 X Abs645)| x [—1000 X MF]

14
Chlb = (21,5 x Abs645) — (5,1 X Abs663)] x [1000—><MF]

Chl total = Chla + Chlb

[(1000 x Abs480) — (1,82 x Chla) — (85,02 x Chlb)] y [ 4 ]
198 1000 x MF

Car =

O Teor relativo de agua (TRA) foi determinado seguindo a metodologia de
Cairo (1995). Em cada repeticdo foram retiradas seis amostras da regido central
da folha, acondicionadas em gelo e rapidamente transferidas para o laboratoério. A
determinacdo da massa fresca (MF) foi realizada em balanca analitica em um
periodo de até duas horas apos a excisdo. Essas amostras foram entdo mantidas
em agua deionizada durante 24 h e apds remocdo do excesso de agua em papel

filtro, foi obtida a massa turgida (MT). Apds isso, as amostras foram secas a 70 °C
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por 48 h (MS) para determinacdo da massa seca do tecido. Os valores do TRA

foram determinados pela equacéo: (MF-MS)/(MT-MS) x 100.

6.2.5.2 Potencial hidrico foliar
Para a determinacdo do Potencial hidrico foliar foram realizadas através

do uso de camara de pressao (Scholander et al., 1965), com protocolo padréo.

6.2.5.3 Fotossintese (A), transpiracdo (E), condutancia estomética (gs) e
eficiéncia do uso da agua (EUA)

As medicdes de fotossintese liquida (A), transpiracdo (E) e condutancia
estomatica (gs) foram realizadas com o analisador portatil de CO; a infravermelho

(IRGA).

6.2.6 Andlises Bioquimicas e Enzimaticas

6.2.6.1 Quantificacdo de peréxido de hidrogénio (H,0,)

O peroéxido foi quantificado segundo protocolo de Alexieva et al. (2001).
As amostras frescas foram maceradas com acido tricloroacético (TCA) 0,1% na
relacdo de 1 g/10 mL (w:v). As amostras foram centrifugadas a 10.000g por 15
min, a 4 °C. Do sobrenadante, foram retirado 200 yL ao qual foram adicionado
200 yL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 800 pL de solugdo 1 M
de iodeto de potassio. As amostras permaneceram em gelo e no escuro durante
uma hora. Apoés este periodo, as amostras foram retiradas do gelo e mantidas em
temperatura ambiente para estabilizacdo da reacdo, e em seguida foi realizada a

leitura em espectrofotdmetro a 390 nm.
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6.2.6.2 Quantificacdo de malondialdeido (MDA)

A peroxidacao lipidica foi determinada de acordo com Health e Packer
(1968), com modificacdes. A reacdo foi determinada através da producédo de
MDA, um metabdlito reativo ao acido 2-tiobarbitarico (TBA). Amostras bioldgicas
foram maceradas em TCA 0,1% na propor¢cdo de 0,2 g/2mL de tampéo,
juntamente com 20% de PVPP (polivinilpolipirrolidona). Apés homogeneizacao, a
amostra foi centrifugada a 10.000g durante 5 min. Foi retirado do sobrenadante
0,25 mL e transferido para outro tubo juntamente com 1,0 mL de solucdo
contendo 20% de TCA e 0,5% de TBA. A mistura foi mantida em banho-maria a
95 °C durante 30 min e, em seguida, passou por rapido resfriamento por 10 min.
Antes da leitura em espectrofotbmetro a 535 e 600 nm, as amostras foram

centrifugadas por mais 10 min a 10.000g.

6.2.6.3 Atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada pelo método descrito por Havir e
Mchale (1987) com modificacbes conforme Azevedo et al. (1998). Em solucao
contendo 1 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 25 uL de
peréxido de hidrogénio (H.O,) a 1 mM. A reacéo foi iniciada pela adicdo de 25 pL
do extrato proteico e a atividade determinada seguindo-se a decomposi¢cao do
H,O, por 60 segundos, através das alteracbes a 240 nm, sob temperatura de 25

°C, em espectrofotdbmetro.

6.2.6.4 Ascorbato peroxidase (APX)
A atividade da APX foi determinada conforme descrito por Nakano e

Asada (1981). O meio de reagdo composto por 650 uL de tampao fosfato de



145

potassio 80 mM, pH 7,5, 100 uyL de ascorbato 5 mM, 100 uL de EDTA 1 M, 100 pL
de H,O, 1 mM e 50 pL do extrato protéico. A atividade da APX foi determinada
pelo monitoramento da taxa de oxidacédo do ascorbato a 290 nm, a 30 °C, durante

60 segundos, em espectrofotbmetro.

6.2.6.5 Atividade de superoxido dismutase (SOD)

O protocolo foi padronizado de acordo com Giannopolitis e Ries (1977).
Por esse método, é determinada a inibicdo da reducdo do NBT (nitro blue
tetrazolium) pelo extrato enzimatico, evitando assim a formacédo do cromadforo. A
solucéo de reacédo (3 mL) foi constituida de 85 mM de tampao fosfato (pH 7,8), 75
MM de NBT, 5 pM riboflavina, 13 mM de metionina, 0,1 mM EDTA e 50 ul de
extrato enziméatico. A solucéo foi adicionada em tubos de vidro e irradiada com luz
branca (lampada fluorescente de 15 W) por 5 min. Apds esse periodo de

exposicao, a solucéo foi analisada por espectrofotometro a 560 nm.

6.2.7 Analise estatistica

Os dados fisiolégicos e enzimaticos obtidos nesse experimento foram
submetidos a analise de variancia fatorial e as médias comparadas entre si pelo
teste de Tukey a 5% probabilidade através do software Statistica 8.0. Foram
testados os efeitos individuais do estresse hidrico, da variedade e da radiacao

ultravioleta B, assim como da interacdo entre eles.
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6.2.8 Anédlise protebmica

6.2.8.1 Obtencado do material vegetal para a anéalise protebmica

Depois de sete dias ap0s a imposicao dos estresses simultaneos de seca
e UVB, foram coletadas folhas +1 [folha mais jovem que apresenta bainha visivel,
conforme nomenclatura de van Dillewijn e Waltham, (1952)]. Para as demais
analises fisiologicas e enzimaticas, foram coletadas as folhas +2 das duas
variedades de cana-de-acucar. As amostras coletadas foram cortadas em fracdes
menores que 1 cm, colocadas em tubos conicos de 50 mL (Falcon),
imediatamente imersas em nitrogénio liqguido e armazenadas em gelo seco, até

estocagem a -80°C.

6.2.8.2 Extracdo de proteinas

As proteinas da fracdo enriquecida da parede celular foram extraidas de
acordo com a metodologia sugerida por Sultana et al. (2014) com algumas
modificacdes, que por sua vez, € uma variacdo do protocolo de Feiz et al. (2006).
Cerca de 1 g de folha de amostra foliar foi triturada em nitrogénio liquido e
extraido com 5 ml de tampé&o [acetato de potassio 5 mM (pH 4,6), sacarose 0,5 M,
1 mM de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), 1 mM de PMSF e 0,4% (v/v) de
B-mercaptoetanol]. O homogeneizado foi centrifugado a 7.000 rcf durante 10 min
a 4°C. O sobrenadante contendo proteinas soluveis foi descartado e o pellet foi
lavado e centrifugado (7.000 rcf durante 20 min) seis vezes com 5 mL de tampéao
de acetato de potassio 5 mM (pH 4,6) para remover a sacarose e inibidores da
protease. O sobrenadante foi descartado e as proteinas da fracado enriquecida de

parede celular foram extraidas com duas extracfes sequenciais com 2,5 mL de
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tampdao acetato de potassio contendo 0,2 M de CaCl,, seguido de duas extracdes

com 2,5 mL de tamp&o acetato de potassio contendo de 2 M de LiCl.

6.2.8.3 Quantificacao e integridade das proteinas

A concentracdo das proteinas foi determinada com o uso do 2-D Quant kit
da GE Healthcare. O principio do kit € a ligacdo especifica de ions cobre as
proteinas, e o cobre ndo ligado as proteinas € medido com um agente
colorimétrico. A intensidade da cor € inversamente proporcional a concentracao
das proteinas.

As leituras da absorbancia foram obtidas por leitura em espectrofotdmetro
a 480 nm. As leituras foram feita em triplicatas, e a estimativa da concentracao
das proteinas foi feita por comparacdo com curva padrdo de albumina de soro
bovino (BSA), proteina padrdo do Kkit.

As proteinas da fracdo enriquecida de parede celular das amostras foram
submetidas a eletroforese em gel unidimensional de poliacrilamida a 12,5% (v:v)

(20 mA, por 2-3h). O gel resultante foi corado por Coomassie Brilhant Blue.

6.2.8.4 Eletroforese bidimensional

Focalizacdo isoelétrica (IEF)

A focalizacao isoelétrica (IEF) foi realizada no sistema Ettan IPGphor 3
(GE Life Sciences) utilizando fitas IPG de 11 cm e pH 3-10 linear (GE Life
Sciences) para 150 pg de proteinas de fracdo enriquecida de parede celular das
amostras de folhas. As tiras foram hidratadas por 18 horas em IPG-Box (GE Life

Sciences) a temperatura ambiente, contendo tampé&o de reidratacdo, DTT, IPG



148

buffer pH 3-10 e a amostra, completando 200ul. Logo apds o periodo de
reidratacdo, a IEF foi realizada durante quatro etapas nas seguintes condi¢cdes: i)
500 V, 1 h; ii) 800 V, 1 h;iii) 7.000 V; 1 h (gradiente); e iv) 2.200 V (constante).
Durante toda a focalizacao, foram mantidas condicbes constantes de corrente (2
mA), 5 W de poténcia e temperatura de 10°C. Apos a focalizacdo isoelétrica, as

fitas foram armazenadas a -80°C até a realizacdo da segunda dimensao.

Eletroforese (2D-PAGE)

Para a segunda dimensédo (eletroforese), as fitas focalizadas
anteriormente foram equilibradas em dois processos consecutivos. Inicialmente foi
realizada a reducéo e, em seguida, a alquilacéo das fitas. Estas foram submetidas
a reducdo através da imersdo em tampao de equilibrio contendo 2% DTT
(ditiotreitol) e tracos de corante bromofenol por 20 min. Posteriormente, as fitas
foram transferidas e imersas em nova solucdo de equilibrio contendo 4% de IAA
(lodoacetamida) e tracos do corante bromofenol por mais 20 minutos.

A segunda dimenséo, ou eletroforese, foi realizada no sistema Omniphor
MV 20 (Biosystems) em SDS-PAGE 12.5%, utilizando uma fita de IEF por gel,
constando das seguintes etapas: 40 mA por 15 min, 80 mA por 30 min, 100 mA
por 2,5 h; voltagem fixa de 300 V. Foram obtidos géis em triplicata para cada
tratamento analisado. Os géis foram mantidos por 30 min em solucéo fixadora
(etanol 40%, acido acético 10%) e, posteriormente, imersos na solucado de
coloragéo [metanol 20%, acido aceético 5% e agua deionizada, solugdo de azul de
coomassie (Phastgel Blue R, GE Life Sciences) 50%] durante 24 h. Em seguida,

os géis foram submetidos a imersdo em solucédo descorante (etanol 20%, acido
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acético 5%) por 15 min, 45 min e duas vezes por 2 h. Apdés a descoloracéo, os

géis foram armazenados em solucéo de preservacao (acido acético 5%).

6.2.8.5 Digitalizac&o e analise de imagens

Os géis foram digitalizados utilizando no ImageScanner Ill (GE Life
Sciences). Os seguintes parametros foram utilizados para a calibracdo do
scanner: modo de transparéncia, resolucdo de 150 dpi e filtro vermelho, ideal para
coloracdo de géis com azul de Coomassie blue. O scanner foi previamente
calibrado com uma fita de calibracdo Kodak 3, que apresenta valores de
densidade otica ou difusa definidos, conforme procedimentos recomendados pelo
fabricante. As imagens dos géis foram analisadas no software de andlise
ImageMaster 2D Platinum v.7.05 (GE Life Sciences) o qual fornece informacdes
dos spots como sua localizagcéo no gel, o ponto isoelétrico (pl), a massa molecular
(MM) e porcentagem (%) de volume, além de informar as comparacgdes e
inferéncias estatisticas, como a razdo da % de volume (Ratio), referente a razédo
entre dois spots correspondentes em um match, e o valor da ANOVA.

Todas as triplicatas de géis de cada tratamento foram submetidas aos
mesmos parametros de andlise comparativa para deteccédo e selecdo de spots,
com verificacdo visual para eliminacdo de interferentes como bolhas e artefatos
da coloracdo. Foram realizadas quatro comparacdes binarias entre os diferentes
tratamentos (Tabela 2). Nas comparacdes das triplicatas entre os tratamentos,
foram selecionados como spots diferenciais aqueles que apresentaram razdo de
variacdo no parametro normalizado porcentagem de volume (%vol) = 1,5 e
ANOVA < 0,05. Estes spots selecionados foram denominados DEPs (proteinas

diferencialmente expressas).
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Tabela 2. Comparacdes binarias realizadas com os quatro diferentes tratamentos.

Cédigo do tratamento Tratamentos Comparacdes Binarias
A S.R. + BUVB CxA
B 100% C.P. + BUVB DxB
C S.R. + AUVB CxD
D 100% C.P. + AUVB AxB

6.2.8.6 Tripsinizacdo dos spots

Os spots selecionados com variagao significativa entre os tratamentos
foram excisados manualmente dos géis e incubados em uma solucdo de
descoloracéo contendo 50% de metanol e 2,5% de acido acético durante 18 h, em
temperatura ambiente, seguido de desidratacdo com solucdo de acetonitrila
(100%). Em seguida, as proteinas foram reduzidas com solucdo de 10 mM de
DTT (Ditiotreitol) em 50 mM de bicarbonato de aménio e incubados por 30 min a
60°C. Em seguida, o excesso de liquido foi retirado e foi adicionado 30 uL de
solucéo 10 mM IAA em 50 mM de bicarbonato de aménio para serem alquiladas,
também por 30 minutos, no escuro a temperatura ambiente. Posteriormente, o
liquido excedente foi removido e os fragmentos dos spots foram lavados com
bicarbonato de aménio a 100 mM e novamente desidratados com acetonitrila
(100%) por trés vezes. Finalizadas estas etapas, foi adicionada cerca de 30 a 50
ML a solucao contendo tripsina na concentracao de 20 ng.uL-1 e incubado a 37 °C
em banho seco, overnight (16h), garantindo a maxima tripsinizagdo da proteina.
Em seguida, ap6s um spin, o excesso de tripsina foi removido e transferido para
um novo tubo. Ao spot foi adicionada a solucdo de extragdo (5% de acido

trifluoroacético (TFA) em solugdo com 50% de acetonitrila) e apds 40 minutos em
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banho de gelo, em seguida a solucdo foi retirada e adicionada a solugéo
remanescente de tripsina. Este procedimento foi realizado duas vezes, totalizando
duas extracdes. Por fim, as amostras foram totalmente evaporadas, utilizando
evaporadores centrifugos tipo Speed-Vac (Eppendorf) e armazenadas a -20 °C

até a realizacdo das analises por espectrometria de massas.

6.2.8.7 Espectrometria de massas

Os spectros MS e MS/MS foram obtidos em espectrometro AutoFlex Il
ToF/ToF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), baseado na ionizagdo por
dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI/ToF), localizado no CETENE
(Centro de Tecnologia de Nordeste). Para tanto, os peptideos concentrados e
secos foram eluidos em Solucdo de Matriz (1% &cido a-ciano-4-hidrocinamico).
Os espectros MS foram obtidos de acordo com os parametros do método reflexivo
(RP_Proteomics), excluindo-se da andlise ions com m/z menor que 700 Da. Os

espectros obtidos foram analisados no programa Flex Analysis (BRUKER).

6.2.8.8 Anélise de Bioinformatica

Identificacdo das proteinas

Os espectros de massa (MS) dos peptideos foram submetidos a
identificagédo presumivel pelo programa online MASCOT (Matrix Inc.) pelo método
de PMF contra os bancos de dados de: i) cana-de-agucar (Saccharum spp) e ii)
Viridiplante, utilizando como parametros, base de dados: SWISSPROT
(http://www.uniprot.org/); organismo: Saccharum ou Viridiplantae; modificagbes

pos-traducionais: carbamidometil (C); modificacdo variavel: oxidacdo (M); e
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tolerancia 200 ppm. Para a analise de dados MS/MS, realizado para as amostras
nao identificaveis via PMF, os espectros foram identificados através da analise
dos respectivos arquivos peaklist.xml pelo método de busca de ions (ion search)
contra os mesmos bancos de dados e parametros citados anteriormente, exceto:
tolerancia MS/MS 0,6 Da; e valor especifico de massa/carga (m/z) de cada
respectivo ion precursor. Foram consideradas significativas as identificacdes com
score maior que o valor limite (cut-off). O score equivale a -10.log(P), sendo P a
probabilidade de a similaridade encontrada ser ao acaso. Valores de score acima

do valor limite tém significancia estatistica (p<0,05).

Ontologia génica (GO)

As sequéncias em formato FASTA das proteinas anotadas foram
recuperadas do UniProt através da ferramenta Retrieve ID e submetidas a analise
de distribuicdo de ontologia génica (GO) por processo biolégico, e mapeadas
comparativamente na espécie modelo Arabidopsis thaliana com o programa
MapMan-Mercator (Lohse et al., 2013;
http://mapman.gabipd.org/web/guest/mercator) ajustado para base de dados de
Arabidopsis thaliana (TAIR proteins release 10) e Blast_cutoff 80%. A distribuicéo
de termos GO, ou categorias funcionais, do conjunto de DEPs de cada tratamento

foi utilizada em todas as comparacoes.
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6.3 RESULTADOS

6.3.1 Umidade do Solo

Na Tabela 3, nota-se que, a 0 DAT ndo houve efeitos significativos
(p<0,05) para nenhuma fonte de variacdo. ApOs sete dias de imposicdo dos
estresses (7 DAT), verifica-se que, o efeito foi altamente significativo (P<0,001)
promovido pelo fator Irrigacdo na variavel Umidade do solo.
Tabela 3 - Resumo da andlise de variancia para o parametro Umidade do Solo analisado nos

solos dos vasos contendo as duas variedades de cana-de-agUcar (RB867515 e RB92579),
submetidas a diferentes regimes hidricos e niveis de UVB, aos 0 e 7 DAT.

Valores de F

1
Fonte de Variacao US
0 DAT 7 DAT

0,8503™ 0,1675"°
Variedade (V)
Irrigacao (1) 0,3525 \° 61,0311 ***
UVB (U) 1,3812"° 1,0242"°
Variedade x Irrigacédo 4,1991"N° 0,3457°
Variedade x UVB 0,3577"° 1,2306"°
Irrigacéo x UVB 0,8563"° 2,2378 °
VXIXU 0,2810"° 0,3912"°

'US- Umidade do Solo (% Vol.); 0 DAT- 0 dias ap6s o inicio dos tratamentos; 7 DAT- 7 dias apds o inicio dos
tratamentos; NS - N&o significativo pelo teste F; *** - Significativo (p<0,001) pelo teste F; ** - Significativo
(p<0,01) pelo teste F; *- Significativo (p<0,05) pelo teste F.

Na Figura 3, estdo contidos os dados de umidade do solo, analisados no
inicio (O DAT) e ao final da aplicacdo estresse hidrico e UVB (7 DAT). De acordo
com a Figura 14A, observa-se que os percentuais de umidade de solo, a 0 DAT,

foram semelhantes entre as variedades e nao variou significativamente entre os
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tratamentos. A umidade do solo manteve praticamente constante nos vasos das
plantas antes do inicio da aplicacdo dos estresses, com valores entre 16 a 21%.
Entretanto, observou-se que, aos 7 DAT, o solo nos vasos das plantas
submetidas a suspensédo de rega, o manejo hidrico afetou significativamente a
umidade do solo. Ja o solo nos vasos das plantas submetidas a irrigacéo plena,
no entanto, ndo houve significancia entre as variedades e nem na interacéo entre
os fatores. Os valores de umidade do solo, aos 7 DAT, variaram entre 2 e 18%

entre os tratamentos (Figura 3B).

B 100% C.P. + AUVB (RB867515) 0] 100% C.P. + AUVB (RB92579) I 100% C.P. + BUVB (RB867515) Il 100% C.P. + BUVB (RB92579)
7 S.R. + AUVB (RB867515) 57X S.R. + AUVB (RB92579) Y S.R. + BUVB (RB867515) C— S.R. + BUVB (RB92579)
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Figura 3. Teor de Umidade do Solo (% vol.) nos solos contendo as plantas de cana-de-aglcar
submetidas a seca e UVB, simultaneamente. 0 DAT - 0 dias apés o inicio dos tratamentos; 7 DAT-
7 dias ap6s o inicio dos tratamentos; NS - N&o significativo pelo teste F; (Letras minUsculas iguais
entre os diferentes tratamentos ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade).
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6.3.2 Anédlises Fisioldgicas

6.3.2.1 Clorofila A, Clorofila B, Carotendides e Teor relativo de agua

Conforme nota-se na ANOVA, para os parametros contetudo de Clorofila
A, Clorofila B e Carotenoides, houve efeito significativo promovido por
praticamente todos os fatores isolados, bem como, pelas interacbes entre 0s
fatores. Na Tabela 4 verifica-se que houve efeito altamente significativo (p<0,001)
no conteudo de Clorofila A promovido pela Irrigacdo e significativo (p<0,05) nas
interacOes Variedade x Irrigacédo e Variedade x Irrigacdo x UVB (p<0,05).

Na variavel Clorofila B, no entanto, foi observado que o estresse hidrico e
UVB sofrido pelas duas cultivares de cana-de-acUcar (RB867515 e RB92579),
provocou diferencas estatisticamente significativas em quase todos os fatores
isolados: irrigacdo e UVB, bem como, em todas as interacfes entre os fatores -
Variedade x lIrrigacdo, Variedade x UVB, lrrigacdo x UVB - e, altamente
significativo (p<0,001) na interacéo dos trés fatores Variedade x Irrigacédo x UVB.

O conteudo de Carotendides apresentou efeitos significativos em todos os
fatores isolados - Variedade, Irrigacdo e UVB - e, altamente significativo (p<0,001)
para todas as interacfes entre os fatores - Variedade x Irrigacdo, Variedade x
UVB, Irrigagéo x UVB e Variedade x Irrigagéo x UVB (Tabela 4).

De acordo com os resultados da andlise de variancia, os efeitos
significativos no teor relativo da agua (TRA) foram promovidos pelos fatores
isolados Irrigacéo e Variedade, bem como, pela interacdo Variedade x Irrigacao X

UVB (Tabela 4).
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Tabela 4 - Resumo da analise de variancia para os parametros Clorofila A, Clorofila B e
Carotendides analisados nas folhas das duas variedades de cana-de-agucar (RB867515 e
RB92579), submetidas a seca e UVB, simultaneamente, aos 7 dias apds o inicio dos tratamentos.

Valores de F

Fonte de Variacéo

Clor A ’Clor B 3Carot ‘“TRA
Variedade (V) 0,405 ™° 0,018™ 9,779** 12,3*
Irrigagao (1) 77,590%** 549,190%*** 1107,146%*  136,9%**
UVB (U) 3,317"° 202,647+ 15,692%** 0,2"°
Variedade x Irrigacédo 6,024* 8,446% 161,881 **+ 0,2
Variedade x UVB 0,959 "° 8,112% 234,937%*+ 2,8™°
Irrigacéo x UVB 2,481 42,810%** 572,793%*+ 0,4
VXIXU 4,730% 27,259%** 175,390%* 4,8*

Clor A - Clorofila A (g.Kg™ MF); “Clor B - Clorofila B (3.Kg™ MF);’Carotendides (g.Kg™ MF); *TRA - Teor
relativo de agua (%); NS - N&o significativo pelo teste F; *** - Significativo (p<0,001) pelo teste F; ** -
Significativo (p<0,01) pelo teste F; *- Significativo (p<0,05) pelo teste F.

As concentracdes de clorofila A e de clorofila B nas folhas das plantas
submetidas a associacao da seca e radiacdo UVB apresentaram menores valores
médios, quando comparadas com as folhas das plantas bem hidratadas com alta
ou baixa UVB, em ambas as variedades de cana-de-acucar (Figura 4A e 4B).

Entretanto, observa-se que nas plantas estressadas sob seca, embora
nao significativamente, os tratamentos que receberam dose elevada de UVB
propiciaram menores concentracdes de clorofila A e de clorofila B nas duas
variedades estudadas.

Em condicbes de plantas bem irrigadas sob baixa UVB, a variedade
RB867515 foi significativamente superior as plantas do mesmo regime hidrico sob

alta UVB em relacao aos conteudos das clorilas A e B.
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A RB867515 apresentou um maior conteudo de Carotenodides comparado
a variedade RB92579, na maioria dos tratamentos, com excecdo das plantas nas
condicbes bem hidratadas sob baixa UVB. Essa mesma variedade também
promoveu um maior acumulo de carotendides quando submetida a alta UVB nas
plantas com irrigacdo plena. Em geral, as plantas submetidas ao estresse
simultaneo de déficit hidrico associada a alta ou baixa UVB apresentaram
menores médias no conteudo de Carotendides, comparadas as plantas nao
submetidas a seca (Figura 4C).

O teor relativo de agua (TRA) nas plantas de cana-de-acUcar cultivadas
em casa-de-vegetacao variou de 65,2% a 92,4% aos sete dias ap0s o inicio dos
tratamentos (Figura 4D). O estresse hidrico proporcionou uma reducdo nas
médias do TRA em todos os tratamentos quando comparada as plantas dos
tratamentos bem irrigadas, independente do nivel de UVB, ficando em
aproximadamente 68% nas plantas submetidas a seca e, em torno de 85% nas
plantas irrigadas.

Nesse estudo, a variedade RB92579 apresentou um maior teor relativo
médio de agua (13%) comparado a variedade RB867515 quando as plantas
estavam submetidas as condicdes de 100% da capacidade de campo no
substrato, sob UVB elevada. Entretanto, quando as plantas estavam submetidas a
seca, ndo foram observadas diferencas significativas no TRA em relacdo as

variedades, independente do nivel dos raios UVB.
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Figura 4. Teores de clorofila A (A), clorofila B (B), carotendides (c) e Teor relativo de agua
(TRA%) em folhas de duas variedades de cana-de-aglcar submetidas a seca e UVB,
simultaneamente. NS: Nao significativo. (Letras iguais entre os diferentes tratamentos ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).
6.3.2.2 Potencial hidrico foliar

De acordo com a analise de variancia, nota-se que ndo houve efeito
significativo no paradmetro potencial hidrico foliar, ao 0 DAT, promovido por
nenhum dos fatores analisados e interagdes (Tabela 5). Entretanto, aos 7 DAT
houveram efeitos significativos promovidos pelo fator Irrigacéo (p<0,001) e pelas

interacOes entre os fatores Variedade x UVB (p<0,05) e pela interacdo dos trés

fatores Variedade x Irrigacédo x UVB (p<0,01).
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Tabela 5 - Resumo da analise de variancia para o parametro Potencial hidrico foliar analisado nas
folhas das duas variedades de cana-de-aclUcar (RB867515 e RB92579), submetidas seca e UVB,
simultaneamente, aos 0 e 7 dias ap0s o inicio dos tratamentos.

Valores de F

Potencial hidrico foliar
Fonte de Variacao

0 DAT 7 DAT
Variedade (V) 3,4612™° 1,0803™
Irrigacao (1) 0,0604 " 109,9163**+
UVB (U) 0,7457"° 2,3971 M
Variedade x Irrigagéo 0,0359"° 0,8883"°
Variedade x UVB 0,0998"° 7,2284*
Irrigacdo x UVB 0,0604 " 0,0281"M°
VXIXU 0,3731"° 10,8373**

0 DAT- 0 dias ap6s o inicio dos tratamentos; 7 DAT- 7 dias apés o inicio dos tratamentos; NS - N&do
significativo pelo teste F; *** - Significativo (p<0,001) pelo teste F; ** - Significat7 DAT ivo (p<0,01) pelo teste
F; *- Significativo (p<0,05) pelo teste F.

As plantas ndo diferiram estatisticamente quanto ao potencial hidrico foliar
no inicio do experimento (0 DAT), conforme mostrado na Figura 5A.

Aos 7 DAT, as plantas das duas variedades nas condicbes de bem
irrigadas com alta e baixa radiacdo UVB ndo apresentaram diferencas
significativas (p<0,05). O potencial hidrico foliar médio das plantas irrigadas, nas
duas variedades de cana-de-acucar, independente da radiagéo, foi de - 0,52 MPa.
J& o potencial hidrico foliar médio das plantas néao irrigadas, nas duas variedades
de cana-de-agucar, independente da radiacédo, foi de -1,64 MPa (Figura 5B).

As plantas submetidas ao regime de seca apresentaram reducoes
significativas no potencial hidrico, comparadas as plantas irrigadas. As duas
variedades submetidas ao regime de suspensao total de rega associadas a alta

radiacdo UVB nao apresentaram diferencas significativas, porém, observa-se uma
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tendéncia na reducdo do potencial hidrico na variedade RB92579 em relacdo a
variedade RB867515. Quando as mesmas variedades foram submetidas a seca
concomitante a baixa radiacdo UVB houve diferenca significativa. A variedade
RB92579 sob suspenséo total de rega e baixa UVB apresentou menor potencial

hidrico foliar comparado a variedade RB867515 no mesmo tratamento.

I 100% C.P. + AUVB (RB867515) ] 100% C.P. + AUVB (RB92579) I 100% C.P. + BUVB (RB867515) I 100% C.P. + BUVB (RB92579)
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Figura 5. Potencial hidrico Foliar (MPa) em folhas de duas variedades de cana-de-agUcar
submetidas a seca e UVB, simultaneamente. 0 DAT - 0 dias apoés o inicio dos tratamentos; 7 DAT-
7 dias apos o inicio dos tratamentos; NS - N&o significativo pelo teste F; (Letras minusculas iguais
entre os diferentes tratamentos ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade).
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6.3.2.3 Trocas gasosas: condutancia estomatica (gs), taxa de fotossintese
(A), taxa transpiratoria (E) e eficiéncia do uso da agua (EUA)

Para os parametros de trocas gasosas, verifica-se que, no inicio do
experimento (0 DAT), ndo houve efeitos significativos promovido por nenhum dos
fatores isolados, bem como, por nenhuma das interacbes entre os fatores.
Entretanto, na Tabela 6, verifica-se que aos sete dias apdés a imposicdo dos
estresses simultaneos de seca e UVB, houve efeito significativo nas trocas
gasosas promovido por todos os fatores isolados Variedade, Irrigacdo e UVB,
assim como, em todas as interacdes entre os fatores Variedade x UVB, Variedade
X Irrigacdo e Irrigacdo x UVB. A interacdo entre os trés fatores (Variedade X
Irrigacdo e UVB) também foi altamente significativa (P<0,001) em todas a

variaveis de trocas gasosas.
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Tabela 6 - Resumo da analise de variancia para os parametros Condutancia estomatica, Fotossintese liquida, Taxa de transpiragéo e Eficiéncia do Uso da
Agua analisados nas folhas das duas variedades de cana-de-agticar (RB867515 e RB92579), submetidas seca e UVB, simultaneamente, aos 0 e 7 dias ap0s
0 inicio dos tratamentos.

Valores de F

'gs A °E ‘EUA
Fonte de
Variagéo 0 DAT 7 DAT 0 DAT 7 DAT 0 DAT 7 DAT 0 DAT 7 DAT
Variedade (V) 0,8615™° 21,83%* 1,611 10,346** 1,1496 " 6196,25*** 2,8850™"° 0,894 ™
Irrigac&o (1) 2,8278"\° 2081,42%** 2,125"° 1612,718*** 3,56372"° 417 56%** 3,6335"° 151,101%**
UVB (U) 0,0154\° 24,55%** 0,059 \° 0,039 "° 0,0151"° 34,57 0,1191"° 33,638+
Variedade x 0,0203"™° 0,45"° 0,285"° 14,158%* 0,1130"™° 0,08*** 0,0932"° 0,952"°
Irrigacdo
Variedade x 0,1616"° 8,91* 0,292 "% 70,814%** 0,3351"° 609,88 "° 1,1275"° 109,565***
UVB
Irrigac&o x UVB 1,6605"° 40,62%+* 0,248"° 6,647* 1,7814"° 74,10%* 1,7038"° 30,868***
VXIXU 0,0868"° 36,86%+* 1,822"° 69,280 0,0100™° 6196,25*** 0,0334"° 55,797 %

'gs - Condutancia estomatica (mol m” s™); “A - Fotossintese liquida (upmol m” s™); °E - Taxa de transpiracdo (mmol m” s™); “EUA - Eficiéncia do Uso da Agua; 0 DAT- 0 dias
apoés o inicio dos tratamentos; 7 DAT- 7 dias ap6s o inicio dos tratamentos; NS - N&o significativo pelo teste F; *** - Significativo (p<0,001) pelo teste F; ** - Significativo
(p<0,01) pelo teste F; *- Significativo (p<0,05) pelo teste F.
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No presente estudo, verificou-se que nado houve diferenca significativa na
condutancia estomatica (gs), fotossintese (A), transpiracdo foliar (E) e na
eficiéncia do uso da agua (EUA) nas duas variedades avaliadas no inicio do
experimento (0O DAT), quando as plantas estavam sob as mesmas condi¢cdes
hidricas (Figura 6A, 6C, 6E e 6G).

Entre as avaliagbes realizadas no inicio do experimento, quando as
plantas estavam sob mesmo regime hidrico sem aplicacéo de estresse (0 DAT) e
apos sete dias,verificou-se que nas plantas hidratadas, independente da radiacdo
UVB, as taxas de gs, A e E continuaram aumentando. Reducdes acentuadas na
gs, A e EUA ocorreram nas plantas submetidas ao tratamento de estresse hidrico
combinado com alta e baixa UVB nos 7 DAT quando comparado as plantas no
inicio do experimento (0 DAT).

De maneira geral, aos 7 DAT, o estresse hidrico e a radiacdo UVB
promoveram reducdo nas variaveis de trocas gasosas [condutancia estomatica
(gs), transpiracdo (E) e fotossintese (A)], assim como na eficiéncia do uso da
agua (EUA) entre os tratamentos aplicados (Figura 6A, 6B, 6C e 6D).

Uma importante diminuicdo foi observada na condutancia estomatica (gs)
das plantas submetidas a seca com alta e baixa UVB, nas duas variedades
avaliadas aos sete dias apds o inicio dos tratamentos (7 DAT), promovida pela
interacdo dos trés fatores (variedade x irrigacdo x UVB), comparadas as plantas
irrigadas nesse mesmo periodo (Figura 6B). Em condicdes de plantas bem
hidratadas, as duas variedades apresentaram reducdo na gs, quando submetidas
a alta radiacdo UVB. No entanto, sob condi¢cdes de estresse em simultaneo (seca
e elevada UVB), a variedade RB867515 apresentou uma maior gs do que quando

sob seca e baixa UVB.
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Os efeitos da radiacdo UVB e da seca, de 0 a 7 DAT na fotossintese
(A) sdo mostrados na Figura 6E e 6F. As taxas de fotossintese se mantiveram
invariavel entre as plantas aos 0 DAT. Houve efeitos significativos (P<0,05) na
interacao dos trés fatores avaliados (irrigacdo, UVB e variedade) nas plantas apés
sete dias de aplicacdo do estresse (7 DAT). Assim como em gs, a variedade
RB867515 quando submetida a seca com alta UVB apresentou uma taxa
fotossintética significativamente maior do que quando sob seca com baixa UVB,
uma indicacao de atenuacao do efeito do estresse hidrico.

Uma mudanca quase similar as obtidas em gs e A, também foi observada
na transpiracdo foliar (E), conforme verificado nas Figuras 6E e 6F. A taxa
transpiratoria se mostrou uniforme para todas as plantas dos tratamentos no inicio
do experimento (O DAT). No entanto, apos sete dias da imposicdo dos estresses
(7 DAT), a transpiracao foliar foi significativamente menor em plantas estressadas
por déficit hidrico do que nas plantas irrigadas, independentemente do nivel de
radiacdo UVB e da variedade (Figura 6E e 6F). Na auséncia de estresse hidrico,
as plantas das duas variedades sofreram com a elevacdo da UVB, reduzindo
significativamente sua taxa de transpiracao foliar. Porém, na variedade RB867515
guando submetida ao estresse severo por seca e alta UVB, apresentou uma taxa
fotossintética significativamente supeior de quando sob baixa UVB. Dessa forma,
assim como nas outras variaveis (gs e A), a aplicacdo de alta UVB em conjunto
com a falta de agua parece ter tido um efeito protetor na variedade RB867515.

Em plantas de cana-de-acUcar, depois de sete dias de imposicdo de
estresse, o0 desempenho da eficiéncia do uso da agua (EUA) mostraram
alteracdes significativas (Figura 6H). Nos tratamentos submetidos ao déficit

hidrico, a variedade RB867515 apresentou uma taxa superior de EUA quando em
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condicbes de elevada UVB, e também significativamente superior a variedade

RB92579, quando nas mesmas condi¢cdes de tratamento.
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Figura 6. A) conduténcia estomatica aos 0 DAT, B) condutancia estomética aos 7 DAT, C) transpiracdo aos 0
DAT, D) transpiracao aos 7 DAT, E) eficiéncia do uso da agua aos 0 DAT, F) eficiéncia do uso da agua aos 7 DAT,
em folhas de duas variedades de cana-de-agUcar submetidas a seca e UVB, simultaneamente. 0 DAT - 0 dias
apos o inicio dos tratamentos; 7 DAT- 7 dias ap6s o inicio dos tratamentos; NS: N&o significativo. (Letras iguais
entre os diferentes tratamentos ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).
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6.3.3.1 Catalase (CAT), Ascorbato Peroxidase (APX), Superoxido Dismutase
(SOD), Teor de Malonaldeido (MDA) e Peroxido de Hidrogénio (H205)

Foi observada, para as enzimas antioxidantes CAT, APX e SOD, diferencas
significativas promovida por todos os fatores isolados e por todas as interacdes
entre os fatores. Para o conteudo de MDA e Peroxido de Hidrogénio, com
excecdo da interacdo Variedade x UVB, todos os fatores isolados e todas as

outras interacdes entre os fatores foram significativas (Tabela 7).

Tabela 7 - Resumo da analise de variancia para os parametros de CAT, APX, SOD, MDA e H,0,
e analisados nas folhas das duas variedades de cana-de-agclUcar (RB867515 e RB92579),
submetidas seca e UVB, simultaneamente, aos 7 dias apés o inicio dos tratamentos.

Valores de F

Fonte de Variacgéo

'CAT ZAPX *soD *MDA °H,0,
Variedade (V) 54,06% 24,385%** 258,731**  164,33**  6,171*
Irrigacéo (1) 9,04*+ 138,951%*  162,097**  519,67** 35778
UVB (U) 356,51  15211** 185,429%* 23 9Q*** 6,394*
Variedade x Irrigag&o 265,30***  110,203** 255 056%*  18,95%** 3,814*
Variedade x UVB 46,32%+* 17,333%*+ 12,851** 23,40%* 1,237"°
Irrigacdo x UVB 37,54%+ 77,854%%x 26,784%** 40,31% 4,688*
VXIXU 68,34%* 9,729* 11,782% 9,89% 6,022*

'CAT - Atividade de Catalase (umol min™ mg™ de proteina); APX - Ascorbato Peroxidase (umol min™ mg™ de
proteina); %soD - Superoxido Dismutase (U SOD mg prot,'l); “MDA- Teor de Malonaldeido (umol/lg MF); e
°H,0,- Peréxido de Hidrogénio (umol/g MF); N&o significativo pelo teste F; *** - Significativo (p<0,001) pelo
teste F; ** - Significativo (p<0,01) pelo teste F; *- Significativo (p<0,05) pelo teste F.

Em todos os tratamentos, quando as plantas foram submetidas a alta
UVB houve reducgéo na atividade de CAT. Quando em condi¢cdes de suspensédo

total de rega, a variedade RB867515 apresentou uma maior atividade de CAT,

independente do nivel de UVB (Figura 7A).
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Em condicbes de plantas bem hidratadas, as plantas que foram
submetidas a alta UVB apresentaram reducdo na atividade de APX nas duas
variedades. Entretanto, quando em condi¢cdes de suspensao total de rega, a alta
UVB parece nao ter provocado alteracdes na atividade de APX em nenuma das
duas variedades, porém, a variedade RB867515 apresentou uma menor atividade
de APX, comparada a variedade RB92579, independente do nivel de UVB (Figura
7B).

Nas plantas bem hidratadas, submetidas a alta UVB, houve reducéo
significativa na atividade de SOD nas duas variedades, porém sem diferencas
significativas entre as variedades. Quando em condicbes de supressao total de
rega, a variedade RB867515 apresentou menor atividade de SOD compara a
variedade RB92579, entretando manteve sua atividade de SOD em condi¢cBes de
alta UVB. Ja a variedade RB92579 apresentou niveis mais altos da atividade
dessa enzima e, reduziu significativamente quando submetida a niveis altos de

UVB (Figura 7C).
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I 100% C.P. + AUVB (RB867515) C] 100% C.P. + AUVB (RB92579) I 100% C.P. + BUVB (RB867515) Il 100% C.P. + BUVB (RB92579)
[ZJ8SR.+AUVB (RB867515) RZN S.R. + AUVB (RB92579) R S.R. + BUVB (RB867515) = S.R. + BUVB (RB92579)
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Figura 7. A - Atividade da CAT (umol min™ mg™ de proteina); B - Atividade de APX (umol min™*
mg'l de proteina); e C - Atividade de SOD (U SOD mg prot, ) em folhas de duas variedades de
cana-de-agucar submetidas a seca e UVB, simultaneamente.NS: N&o significativo. (Letras iguais
entre os diferentes tratamentos nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade).
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Nas condicdes de plantas bem hidratadas e com baixa UVB, ambas as
variedades nao apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) no conteudo de
lipoperéxidos quando submetida a elevada UVB. A exposicdo de plantas de
cana-de-acucar a alta UVB e seca desencadearam o processo lipoperoxidativo
nas membranas foliares significativamente superiores as plantas irrigadas, nas
duas variedades (Figura 8A).

Em ambas as variedades estudadas nesse trabalho, o estresse hidrico
resultou em uma alta acumulacdo de H,0O,, com médias significativamente
superiores aos demais tratamentos que ndo estavam submetidos a seca (Figura
8B). Quando submetidas a suspensao total da rega, com alta e baixa radiacdo
UVB, as plantas da variedade RB867515 no presente estudo, mantiveram o0s
niveis de acumulacdo de H,0,, independente da intensidade de UVB, o que
corrobora com os conteudos superiores de MDA nos mesmos tratamentos.

I 100% C.P. + AUVB (RB867515) ] 100% C.P. + AUVB (RB92579) I 100% C.P. + BUVB (RB867515) Il 100% C.P. + BUVB (RB92579)
CZJS.R. + AUVB (RB867515) RN S.R. + AUVB (RB92579) R S.R. + BUVB (RB867515) = S.R. + BUVB (RB92579)
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Figura 8. A - Peroxidacao lipidica expressa pelo teor de MDA (pmol/g MF) e pelo teor de H,0,
(umol/g MF) em folhas de duas variedades de cana-de-agUcar submetidas a seca e UVB,
simultaneamente. NS: Nao significativo. (Letras iguais entre os diferentes tratamentos ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).
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Selecdo da variedade de cana-de-acucar para analise proteémica

Diante dos resultados obtidos ness experimento, quando as plantas
estavam submetidas a um estresse considerado severo (suspensdo total da
irrigacéo) e dois niveis de radiacdo ultravioleta B, verificou-se que, as condicfes
experimentais utilizadas foram suficientes e adequadas para promover a inducao
do estresse hidrico juntamente com UVB, levando as plantas a apresentarem
efeitos significativos na interacdo dos trés fatores para a maioria dos parametros
analisados.

As duas variedades (RB867515 e RB92579) sao consideradas tolerantes
a seca e, nesse trabalho, quando submetidas ao déficit hidrico, simultaneamente
a baixa ou a alta UVB, apresentaram respostas similares para algumas variaveis
e, em outras apresentaram comportamentos distintos.

Destaca-se o desempenho da variedade RB867515 quando submetida ao
maximo estresse: seca e elevada UVB quanto ao teor de carotendides, potencial
hidrico foliar, taxa fotossintética e na eficiéncia do uso da agua. O sistema
antioxidante, com maior acumulo de Catalase nessa condicdo de estresse, seca e
alta UVB, se apresntou superior nessa cultivar e, a manutencdo em niveis basais
do conteudo de MDA e H,0,, ho maximo estresse por seca e alta UVB, sugerem
um mecanismo de maior tolerancia a esses estresse nessa variedade.

Dessa forma, a variedade RB867515 foi selecionada para as analises de
Protedmica por ter apresentado, dentro deste estudo, respostas mais associada a

tolerancia ao estresse por alta UVB associado a seca.
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6.3.4 Analise Protebmica

6.3.4.1 Extracao, quantificacdo e integridade das proteinas

A extragdo pelo Protocolo de Sultana et al. (2014) com modificagdes,
apresentou-se eficiente, dada a quantidade satisfatoria e rendimento de proteinas
obtidas em 1 g de folha em todos os tratamentos analisados para posterior
analise 2D. Foram realizadas extracdes de proteinas da fracdo enriquecida de
parede celular juntando o material vegetal de cada réplica biologica,
correspondendo a uma amostra unica de cada tratamento. Os valores médios da
concentracdo de proteinas da fracdo enriquecida de parede celular de folha de
cana-de-acucar dos quatro tratamentos variaram de 1,86 ug/uL a 3,85 pg/uL

(Tabela 8).

Tabela 8. Quantificacdo através do método 2D-Quant-Kit (GE HealthCare) de proteinas de fracdo
enriquecida de parede celular de folha da variedade de cana-de-agicar RB867515 cultivada em
casa-de-vegetacao apds 7 dias de exposi¢éo a diferentes tratamentos hidrico e de radiagdo UVB.

Concentracéo de Proteinas Rendimento de proteinas
Tratamentos
(ug/uL) (ug/9)
100% C.P. + AUVB 1,86 372
100% C.P. + BUVB 3,85 770
S.R. + AUVB 3,17 634
S.R. + BUVB 2,43 486

Quando as plantas estavam bem hidratadas sob alta radiacdo UVB foi
observada uma reducdo da quantidade de proteinas quando comparadas as
plantas bem irrigadas com baixa radiacdo UVB. O contrario foi verificado quando

as plantas estavam sob seca, onde foi visto que, as plantas ndo hidratadas sob
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radiacdo UVB elevada apresentaram uma maior concentracdo de proteinas em
relacdo as plantas sob seca com baixa radiacdo UVB. A Figura 9 mostra os
padrdes de proteinas obtidos para os quatro tratamentos ap0s separacao por 1D-
SDS-PAGE e corados com Azul Brilhante de Comassie R-250 (CBB). Os quatro
padrées de proteinas correspondentes as trés repeticbes técnicas de cada

tratamento mostram que as proteinas ndo estavam degradadas.

kDa

Figura 9. Andlise 1D-SDS-PAGE de proteinas extraidas a partir de fracdo enriquecida de parede
celular de folhas da variedade RB867515 de cana-de-agUcar submetida a diferentes tratamentos
hidrico e de radiacdo UVB. Quarenta microgramas de proteinas de cada tratamento (pocos 1, 2, 3
e 4) foram carregadas no gel. As proteinas foram coradas com CBB R250. Os marcadores de
massa molecular estdo indicados em kDa (MM). 1- S.R. + BUVB; 2- 100% C.P. + BUVB; 3- S.R. +
AUVB,; 4- 100% C.P. + AUVB.
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6.3.4.2 Digitalizacéo e analise do gel 2D PAGE

Foram obtidos trés géis 2D-PAGE (réplicas técnicas) de cada réplica
biologica de cada tratamento analisado para a variedade de cana-de-acucar
RB867515, submetidas aos estresses de UVB e hidrico. Exemplos destes géis de
cada tratamento sdo mostrados na Figura 10. Cada gel foi digitalizado em
scanner de transparéncia calibrado para densidade Otica, e os arquivos de

imagem foram utilizados para analise no programa ImageMaster Platinum v.7.05.
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Figura 10. Géis 2D (poliacrilamida 12,5%) de proteinas da fragao enriquecida de parede celular de
folha de cana-de-aglcar da variedade RB867515 cultivada em casa-de-vegetacao apds 7 dias de
exposicdo a diferentes tratamentos hidrico e de radiacdo UVB. As proteinas (150 pg) foram
separadas em fitas IPG de 11 cm com pH de 3 a 10. A) S.R. + BUVB; B) 100% C.P. + BUVB; C)
S.R. + AUVB; D) 100% C.P. + AUVB.
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6.3.4.3 Andlise de imagens
A descricao dos resultados da anélise de imagens foi separada conforme as

quatro intercomparacdes descritas anteriormente na Tabela 8.

v' Efeito de UVB sob seca (S.R. + AUVB x S.R. + BUVB)

Os arquivos de imagem digitalizados foram analisados no programa
ImageMaster Platinum v.7.05. Foi observado que as réplicas de um mesmo
tratamento apresentaram similaridade significativa e foram, portanto analisaveis,
conforme a média de coeficientes de correlacdo obtida de 0,974 no tratamento
S.R + AUVB e 0,962 no tratamento no tratamento S.R. + BUVB.

A eletroforese 2D permitiu a deteccdo de 211 spots nas amostras de
réplicas técnicas dos tratamentos, distribuidos em média a 40 spots/gel (variando
de 39 a 41) no tratamento S.R + AUVB e 30 spots/gel (variando de 23 a 34) no
tratamento S.R + BUVB (Tabela 9).

ApOs a andlise comparativa entre o0s tratamentos das imagens
digitalizadas (Figura 10), foram detectados 45 spots representativos de proteinas
distintas, dos quais 14 foram detectados apenas no tratamento S.R + AUVB e 5
foram detectados apenas no tratamento S.R + BUVB (Tabela 18). Dentre estes
spots, denominados como exclusivos por ndo terem sido detectados via 2D-PAGE
no outro tratamento, alguns ndo foram coletados por ndo apresentarem variagcao
significativa na %vol (ANOVA < 0,05) entre tratamentos.

Os demais 26 spots foram detectados em ambos o0s tratamentos
(comuns), dos quais 15 tiveram maior acumulo no tratamento S.R + AUVB e 11
apresentaram maior acumulo em plantas do tratamento S.R + BUVB. Dos 15

spots comuns com maior acumulo no tratamento com suspensao da rega e alta
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UVB, apenas 3 apresentaram variagao significativa na %vol (ANOVA < 0,05) e,
razdo de variagdo (ratio) = 1,5 . No tratamento S.R + BUVB, 5 dos 11 spots
comuns foram significativamente variaveis, e com ratio > 1,5. Deste modo, foram

excisados dos géis 23 spots considerados DEPs, para identificacdo via MS.

Tabela 9. Total de spots selecionados com a razdo de variagcdo de %vol = 1,5 para cada
tratamento S.R. + AUVB e S.R. + BUVB.

L Tratamentos
Descricao S.R. + AUVB S.R. + BUVB
Spots analisados 29 16
Média/réplica 40 30
Comuns 26 26
Maior acumulo 15 11

ANOVA £ 0,05 03 05

eratio=1,5 03 05

Exclusivos® 14 05
ANOVA £ 0,05 13 02

DEPs® 16 07

"Nao detectados no outro tratamento por 2D-PAGE.
“Proteinas diferencialmente expressas (spots comuns com ANOVA
significativa e Ratio = 1,5 + exclusivos com ANOVA significativa).

v' Efeito de UVB sob irrigacdo plena (100% C.P. + AUVB x 100% C.P. +
BUVB)

Nesta comparacdo foi observado que as réplicas de um mesmo
tratamento apresentaram similaridade significativa e foram, portanto analisaveis,
conforme a média de coeficientes de correlacdo obtida de 0,88 no tratamento
100% C.P. + AUVB e 0,87 no tratamento 100% C.P. + BUVB.

A eletroforese 2D permitiu a detecgdo de 154 spots nas amostras de
réplicas técnicas dos tratamentos, distribuidos em média a 27 spots/gel (variando
de 27 a 28) no tratamento 100% C.P. + AUVB e 24 spots/gel (variando de 23 a

24) no tratamento 100% C.P. + BUVB.
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Apés a analise comparativa entre os tratamentos das imagens
digitalizadas (Figura 10), foram detectados 29 spots representativos de proteinas
distintas, dos quais 5 foram detectados apenas no tratamento 100% C.P. + AUVB
e 3 foram detectados apenas no tratamento 100% C.P. + BUVB (Tabela 10).
Dentre estes spots, denominados como exclusivos por n&o terem sido detectados
via 2D-PAGE no outro tratamento, alguns ndo foram coletados por né&o
apresentarem variagao significativa na %vol (ANOVA < 0,05) entre tratamentos.

Os demais 21 spots foram detectados em ambos os tratamentos
(comuns), dos quais 8 tiveram maior acumulo no tratamento 100% C.P. + AUVB e
13 apresentaram maior acumulo em plantas do tratamento 100% C.P. + BUVB.
Dos 8 spots comuns com maior acumulo no tratamento irrigado e alta UVB,
apenas 2 apresentaram variagao significativa na %vol (ANOVA < 0,05) e, razao
de variacdo (ratio) = 1,5 . No tratamento 100% C.P. + BUVB, nenhum dos 13
spots comuns foram significativamente variaveis, e com ratio > 1,5. Deste modo,

foram excisados dos géis 10 spots considerados DEPs, para identificacdo via MS.

Tabela 10. Total de spots selecionados com a razédo de variagdo de %vol = 1,5 para cada
tratamento 100% C.P. + AUVB e 100% C.P. + BUVB.

o Tratamentos
Descrigao 100% C.P. + AUVB _ 100% C.P. + BUVB
Spots analisados 13 16
Média/réplica 27 24
Comuns 21 21
Maior acumulo 08 13

ANOVA < 0,05 02 0

eratio=21,5 02 0

Exclusivos® 05 03
ANOVA < 0,05 05 03

DEPs® 07 03

"Nao detectados no outro tratamento por 2D-PAGE.
“Proteinas diferencialmente expressas (spots comuns com ANOVA
significativa e Ratio = 1,5 + exclusivos com ANOVA significativa).
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v' Efeito do estresse hidrico sob elevada UVB (S.R + AUVB x 100% C.P.

+ AUVB)

Foi verificado que as réplicas de cada tratamento apresentaram
similaridade significativa e foram, portanto analisaveis, conforme a média de
coeficientes de correlacdo obtida de 0,97 no tratamento S.R. + AUVB e 0,89 no
tratamento no tratamento 100% C.P. + AUVB.

A eletroforese 2D permitiu a deteccdo de 207 spots nas amostras de
réplicas técnicas dos tratamentos, distribuidos em média a 41 spots/gel (variando
de 40 a 41) no tratamento S.R. + AUVB e 28 spots/gel (variando de 27 a 29) no
tratamento 100% C.P. + AUVB (Tabela 11).

ApOs a andlise comparativa entre 0s tratamentos das imagens
digitalizadas (Figura 10), foram detectados 47 spots representativos de proteinas
distintas, dos quais 20 foram detectados apenas no tratamento S.R. + AUVB e 9
foram detectados apenas no tratamento 100% C.P. + AUVB (Tabela 10). Dentre
estes spots, denominados como exclusivos por néo terem sido detectados via 2D-
PAGE no outro tratamento, alguns ndo foram coletados por ndo apresentarem
variagao significativa na %vol (ANOVA < 0,05) entre tratamentos.

Os demais 18 spots foram detectados em ambos os tratamentos (comuns),
dos quais 9 tiveram maior acumulo no tratamento S.R. + AUVB e 9 apresentaram
maior acumulo em plantas do tratamento 100% C.P. + AUVB. Dos 9 spots
comuns com maior acumulo no tratamento submetido a seca e alta UVB, apenas
1 apresentou variagao significativa na %vol (ANOVA < 0,05) e, razdo de variagao
(ratio) = 1,5 . No tratamento 100% C.P. + AUVB, apenas 3 spots comuns foram
significativamente variaveis, e com ratio > 1,5. Deste modo, foram excisados dos

géis 26 spots considerados DEPs, para identificacdo via MS.
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Tabela 11. Total de spots selecionados com a razao de variagcdo de %vol = 1,5 para cada
tratamento S.R. + AUVB e 100% C.P. + AUVB.

oL Tratamentos

Descri¢ao SR.+AUVB _ 100% C.P. + AUVB

Spots analisados 29 18

Média/réplica 41 28

Comuns 18 18

Maior acumulo 09 09

ANOVA < 0,05 01 03

eratio=1,5 01 03

Exclusivos® 20 09

ANOVA £ 0,05 17 05

DEPs® 18 08

"Nao detectados no outro tratamento por 2D-PAGE.
“Proteinas diferencialmente expressas (spots comuns com ANOVA
significativa e Ratio = 1,5 + exclusivos com ANOVA significativa).

v Efeito do estresse hidrico sob baixa UVB (S.R. + BUVB x 100% C.P. +
BUVB)

As réplicas de cada tratamento apresentaram similaridade significativa e
foram, portanto analisdveis, conforme a média de coeficientes de correlagdo
obtida de 0,96 no tratamento S.R. + BUVB e 0,82 no tratamento 100% C.P. +
BUVB.

A eletroforese 2D permitiu a deteccdo de 173 spots nas amostras de
réplicas técnicas dos tratamentos, distribuidos em média a 30 spots/gel (variando
de 23 a 33) no tratamento S.R. + BUVB e 28 spots/gel (variando de 26 a 29) no
tratamento 100% C.P. + BUVB.

Apés a analise comparativa entre os tratamentos das imagens
digitalizadas (Figura 10), foram detectados 37 spots representativos de proteinas
distintas, dos quais 12 foram detectados apenas no tratamento S.R. + BUVB e 4
foram detectados apenas no tratamento 100% C.P. + BUVB (Tabela 12). Dentre

estes spots, denominados como exclusivos por nao terem sido detectados via 2D-
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PAGE no outro tratamento, alguns ndo foram coletados por ndo apresentarem
variagao significativa na %vol (ANOVA < 0,05) entre tratamentos.

Os demais 21 spots foram detectados em ambos os tratamentos (comuns),
dos quais 6 tiveram maior acumulo no tratamento S.R. + BUVB e 15
apresentaram maior acumulo em plantas do tratamento 100% C.P. + BUVB. Dos
6 spots comuns com maior acumulo no tratamento submetido a seca e baixa
UVB, apenas 1 apresentou variagao significativa na %vol (ANOVA < 0,05) e,
razao de variagao (ratio) = 1,5 . No tratamento 100% C.P. + BUVB, apenas 1 spot
comum foi significativamente variavel, e com ratio > 1,5. Deste modo, foram

excisados dos géis 7 spots considerados DEPs, para identificacé@o via MS.

Tabela 12. Total de spots selecionados com a razdo de variagdo de %vol = 1,5 para cada
tratamento S.R. + BUVB e 100% C.P. + BUVB.

o Tratamentos
Descrigao SR.+BUVB _ 100% C.P. + BUVB
Spots analisados 18 19
Média/réplica 30 28
Comuns 21 21
Maior acumulo 06 15

ANOVA < 0,05 01 01

eratio=1,5 01 01

Exclusivos® 12 04
ANOVA < 0,05 04 01

DEPs® 05 02

"Nao detectados no outro tratamento por 2D-PAGE.
“Proteinas diferencialmente expressas (spots comuns com ANOVA
significativa e Ratio = 1,5 + exclusivos com ANOVA significativa).

6.3.4.4 Espectrometria de massas (PMF, MS/MS e sequenciamento de Novo)
Os DEPs selecionados a partir da analise comparativa em 2D-PAGE

foram analisados em espectrometria de massas para sua identificagdo presumivel

em banco de dados de acesso publico. Na andlise realizada em espectrometro

MALDI-ToF/ToF via PMF e busca de ions, 35 amostras do total de 66 digeridas
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com tripsina ndo resultaram em espectros de massa com qualidade necessaria
para analise no programa Mascot. A analise complementar por MS/MS e
sequenciamento de Novo dessas 35 DEPs né&o identificadas foi realizada e
proporcionou ao final, um total de 42 DEPs identificadas (aproximadamente 64%),

entre as quatro comparacoes realizadas (Tabela 13).

Tabela 13. Tabela de eficiéncia da analise em espectrometria de massas para os DEPs
selecionados para identificacao.

Total %

DEPs coletados 66 100
Analisados PMF 66 100
Identificados 31 47,01

Nao-identificados 35 53,03

Analisados MS/MS 35 53,03
Identificados 6 17,14

Nao-identificados 29 82,86

Andlisados por sequenciamento de Novo 29 82,86
Identificados 6 20,69

Nao-identificados 23 79,31

Total de DEPs identificados 42 64

6.3.4.5 Andlises de Bioinformética

Os 66 spots detectados e selecionados como significativamente variaveis
entre tratamentos (DEPs) foram submetidos a analise por espectrometria de
massas para obtencdo de espectros com perfil m/z especificos, visando
identificagcdo presumivel e anotacdo em bancos de dados, para inferéncias
funcionais. Estas proteinas diferenciais mostraram distribuicdo entre os

tratamentos e algumas proteinas foram comuns aos diferentes tratamentos,

conforme observado no diagrama de Venn (Figura 11).
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Figura 11. Diagrama de Venn representando as proteinas anotadas de DEP’s em folha de cana-
de-aclcar da variedade RB867515 nos quatro tratamentos: S.R. + AUVB; S.R. + BUVB; 100%
C.P. + AUVB e 100% C.P. + BUVB. As anota¢gfes comuns no diagrama referem-se a mesmas
anotacdes para spots diferentes (proteinas GS1A, ATPB, FRN e DUF-like).

Identificacdo presumivel e anotacao dos DEPs

Os resultados da identificacdo das proteinas através da andlise dos
arquivos peaklist.xml oriundos de PMF, MS/MS e seqienciamento de Novo no
programa Mascot e considerando apenas as associagfes significativas (p<0,05),
sdo mostrados na tabelas a seguir. As proteinas foram presumivelmente
discriminadas e classificadas nas tabelas conforme maior padrdo de expressao
(Tabela 14), por localizacdo subcelular (Tabela 15) e por fim, pelos contrastes

entre 0s quatros tratamentos as quais as plantas foram submetidas (Tabela 16).
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Tabela 14. Anotacéo presumivel das DEPs de cana-de-agUcar por padrdo de expressao, conforme maior similaridade (p<0,05) encontrada através do programa
Mascot. Ratio refere-se a razdo de variacdo entre as %vol do spot no tratamento com maior estresse e no tratamento com menor estresse. ANOVA refere-se ao
valor p calculado para significancia estatistica da diferenca na %vol do spot entre os tratamentos, sendo significativa se p<0,05. Para cada spot sdo apresentados o
ponto isoelétrico (pl) e a massa molecular (MM, em Da) calculados do acesso similar e observados na 2D-PAGE.

. Loc.
Spot ID E?IEIXOCI m ANOVA Seca? Acesso Score Proteina Organismo Uniprot/Targ Pi MM
: etP
calc obs calc. obs.
21DB  Excl. B 0,03667450 Q9C5S1 68/58 Tirosina-fosfatase quinase 1 Arabidopsis c 6,31 529 85964  67.272
ativada por mitdbgeno thaliana
. . Saccharum
23DB Excl. B 0,00078077 Q5MD11 59/51 Glutamine sintetase - C 5,51 5,23 39.183 42.684
officinarum
22DB  Excl. B 0,00001677 Q5MD11 52/51 Glutamine sintetase igccf::rt‘:: c 5,51 532  39.183  42.562
4AB 0,729 B 0,01830270 Q5N8Z0 63/58 Proteina de ligagdo ao RNA fita  Oryza sativa M 6,54 605  47.056  23.506
dupla 1 subsp. japonica
18.5 Proteina hipotética Saccharum
25AB Excl. A 0,01152520 X AOA059Q0P1 bits(36) SHCRBa_041_N14_R_40 ;ysl;r(l)d cultivar PC, P 6,05 6,05 36.176 40.413
214 Saccharum
26CA Excl. A 0,03560740 X AOA059Q0B0 o Sacarose sintase hybrid cultivar C,PC 7,85 5,58 95.619 66.157
bits(43)
R570
19AB 2,256 A 0,01899480 X Q8L751 71/58 Proteina 1C associada a Arabidopsis C,G 6,10 499 92764 34309
proteina de ligagao ao oxiesterol thaliana
. Saccharum
20CA 0,720 A 0,04464920 X Q6ENV6 199/51 ATP sintase beta officinarum P 5,31 5,81 53.964 57.267
) Arabidopsis
23CA 0,481 A 0,00987550 X FAKGY6 58/58 Proteina REVEILLE 1 thaliana C, N, MP 8,16 5,54 42.981 33.133
3CA 0,329 A 0,00180986 X KAFC67 56/51 Proteina intensificadora de Saccharum P 6,07 563 34742 33237
' ' reacao de oxigénio 1 hybrid cultivar ' ’ ) '
30AB  Excl. A 001364460 X WOF9TO 64/51 Lactoilglutationa liase / Saccharum C,M,PX,P 545 537 32011  37.249
Glioxalase | hybrid cultivar
30CA  Excl. A 0,00876390 X QBENV6 68/51 ATP sintase beta if?l‘éf::rrjn':‘ P 5,31 5,79 53.964  59.270
Subunidade reguladora B’iota da Arabidopsis
6CA 0,499 A 0,00939596 X Q93YV6 70/58 serina/treonina fosfatase 2A thaliana MP, PC 8,90 5,83 56.422 24.399
Saccharum
7CA 0,428 A 0,00008299 X AOA059Q3D9 54/51 Proteina de membrana interna hybrid cultivar MP, P 6,87 6,07 48.298 24.072

R570

A: S.R. + BUVB; B: 100% C.P. + BUVB; C: S.R. + AUVB; D: 100% C.P. + AUVB; m: mais abundante; Excl.: exclusivo; C: Citoplasma; G: Golgi; M: Mitocéndria; N: Nucleo; PC: Parede Celular; P:

Cloroplasto: PX: Peroxissomo; MP: Membrana Plasmética; RE: Reticulo Endoplasmatico.



184

Tabela 14. Anotacéo presumivel das DEPs de cana-de-acUcar por padrdo de expressao, conforme maior similaridade (p<0,05) encontrada através do programa
Mascot. Ratio refere-se a razdo de variacdo entre as %vol do spot no tratamento com maior estresse e no tratamento com menor estresse. ANOVA refere-se ao
valor p calculado para significancia estatistica da diferenca na %vol do spot entre os tratamentos, sendo significativa se p<0,05. Para cada spot sdo apresentados o
ponto isoelétrico (pl) e a massa molecular (MM, em Da) calculados do acesso similar e observados na 2D-PAGE.

. Loc.
Spot ID E?IEIXOCI m ANOVA Seca? UVB? Acesso Score Proteina Organismo Uniprot/Targ Pi MM
) etP
calc obs calc. obs.
Saccharum
15DB 1,748 D 0,04153550 X J9QCY8 64/51 Ferredoxina-NADP redutase hybrid cultivar P 7,53 5,60 40.209 37.202
GT28
18CD Excl. D 0,00247077 X - 67/58 Proteina associada ao etileno Prunus persica RE, MP, PC 6,97 5,66 82.714 33.420
Saccharum
19CD Excl. D 0,00514200 X JOQCY8 52/51 Ferredoxina-NADP redutase hybrid cultivar P 7,53 5,77 40.209 37.673
GT28
20CD Excl. D 0,00043924 X Q527X4 59/58 Maturase K Banksia cuneata P 9,57 6,49 60.477 23.231
21CD  Excl. D 000451112 X Q66PX5 54/51 Proteina 3 de desacoplamento  Saccharum M 9,84 496 30021  27.160
da mitocdndria officinarum
24DB Excl. D  0,00400388 X Q2ESHS5 61/51 Proteina ribossomica L18 60S ﬁfgﬁgiﬂ&ar RE 11,33 4,65 11.651 63.930
; Saccharum
26CD Excl. D 0,00012559 X Q6ENW6 224/51 ATP sintase alpha officinarum P 5,87 6,13 55.691 66.065
. . . Eucalyptus
26DB Excl. D 0,00163997 X - 72/58 Proteina associada a lignina globulus MP, PC 5,10 4,13 27.534 26.914
27DB Excl. D  0,00014589 X P84990 61/58 Proteina 2 de ligagao a clorofila  Populus P 8,24 487  3.801 28.431
a-b euphratica
28DB  Excl. D  0,00490971 X P85194 60/58 Proteina intensificadora de Helianthus P 5,40 499 34224 38566
reacdo de oxigénio 1 annuus
3CD 0,467 D  0,02499410 X QBENV6 156/51 ATP sintase beta (?f?i?r?:rrlljnr? P 5,31 595 53987  58.631
Proteina 2 de reconhecimento Arabidopsis
7CD 0,654 D 0,01643840 X P49966 59/58 de sinal thaliana C,PC 9,16 6,17 55.263 24913
8DB 2,009 D  0,01765780 X - 60/58 Proteina responsiva a hormonio ~ O'YZa sativa C, N, PC 5,32 520  69.020 26.140

subsp. japonica

A: S.R. + BUVB; B: 100% C.P. + BUVB; C: S.R. + AUVB; D: 100% C.P. + AUVB; m: mais abundante; Excl.: exclusivo; C: Citoplasma; G: Golgi; M: Mitocondria; N: Nucleo; PC: Parede Celular; P:

Cloroplasto; PX: Peroxissomo; MP: Membrana Plasmética; RE: Reticulo Endoplasmatico.
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Tabela 14. Anotacéo presumivel das DEPs de cana-de-agUcar por padrdo de expressao, conforme maior similaridade (p<0,05) encontrada através do programa
Mascot. Ratio refere-se a razdo de variacdo entre as %vol do spot no tratamento com maior estresse e no tratamento com menor estresse. ANOVA refere-se ao
valor p calculado para significAncia estatistica da diferenca na %vol do spot entre os tratamentos, sendo significativa se p<0,05. Para cada spot sédo apresentados o
ponto isoelétrico (pl) e a massa molecular (MM, em Da) calculados do acesso similar e observados na 2D-PAGE.

. Loc.
Spot ID Ratio m ANOVA Seca? UVB? Acesso Score Proteina Organismo Uniprot/
C/Excl.
TargetP
calc obs calc. obs.
22CA 2,393 C 0,00386996 X X Q6ENV6 159/51 ATP sintase beta Saccharum officinarum P 5,31 6,65 53.964 57.819
28CD  Excl. C 000001447 X X 080488 65/51 Proteina com repeti¢ao Arabidopsis thaliana M, P 7,21 831 53962  15.847
pentatricopeptideo
34CA Excl. C 0,00344691 X X P29528 60/58 Oleosina 16.4 kDa Gossypium hirsutum MP, PC 9,30 6,13 16.398 26.702
37CA Excl. C 0,01416390 X X Q6ENV6 57/51 ATP sintase beta Saccharum officinarum P 5,31 5,28 53.964 31.547
38CA  Excl. C  0,00000004 X X J9QCY8 62/51 Ferredoxina-NADP redutase fjgigfg?zgyb”d P 7,53 6,34 40209  36.458
Proteina associada a Oryza sativa subsp.
39CA Excl. C 0,00014235 X X - 58/58 fotossintese japonica P 9,02 6,00 45.469 39.668
39CD Excl. C 0,00035269 X X Q6ENV6 62/51 ATP sintase beta Saccharum officinarum P 5,31 5,97 53.987 40.288
42CD Excl. C 0,00000030 X X Q5MD11 54/51 Glutamine sintetase Saccharum officinarum C 5,51 6,04 39.183 43.584
43CD Excl. C 0,00003611 X X Q5MD11 54/51 Glutamine sintetase Saccharum officinarum C 5,51 5,95 39.183 43.733
44CA Excl. C 0,00009419 X X Q6ENV6 62/51 ATP sintase beta Saccharum officinarum P 5,31 6,18 53.964 42.987
46CD  Excl. C 000000213 X X - 69/51 Proteina de chogue térmico Saccharum hybrid MP.C 513 538 71034  79.682
cultivar RE, PC
4CD 1,601 C 0,02713820 X X Q6ENV6 145/51 ATP sintase beta Saccharum officinarum P 5,31 5,79 53.987 59.071
20.6 Proteina hipotética Saccharum hybrid
27CD Excl. C 0,00000014 X X AOA059Q0P1 bits(41) SHCRBa_041_N14_R_40 cultivar R570 PC 6,05 6,24 36.176 32.002
18.9 Proteina hipotética Saccharum hybrid M, N,
29CD Excl. C 0,00003261 X X AOA059PZP2 bits(37) SHCRBa_008_B11 R 180 cultivar R570 PC 6,21 6,94 237.740 18.769
21.8 Proteina associada a Parede Saccharum hybrid
30CD Excl. C 0,00032429 X X A0A059Q079 bits(44) Celular cultivar R570 PC, G 8,78 8,15 79.356 19.386
18.9 . S Saccharum hybrid
4CA Excl. C 0,00031980 X X C7IvVU4 bits(37) Proteina similar a ciclina H-1 cultivar R570 N, C 5,73 6,80 29.893 19.250
22CA 2,393 C 0,00386996 X X QB6ENV6 159/51 ATP sintase beta Saccharum officinarum P 5,31 6,65 53.964 57.819
28CD  Excl. C  0,00001447 X X 080488 65/51 Proteina com repetigao Arabidopsis thaliana M, P 7,21 831 53962  15.847

pentatricopeptideo

A: S.R. + BUVB; B: 100% C.P. + BUVB; C: S.R. + AUVB; D: 100% C.P. + AUVB; m: mais abundante; Excl.: exclusivo; C: Citoplasma; G: Golgi; M: Mitocondria; N: Nucleo; PC: Parede Celular; P:

Cloroplasto; PX: Peroxissomo; MP: Membrana Plasmatica; RE: Reticulo Endoplasmatico.
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Tabela 15. Anotacdo presumivel das DEPs de cana-de-acgucar, conforme localizagdo subcelular encontrada através do programa Mascot. Ratio refere-se a razao
de variagdo entre as %vol do spot no tratamento com maior estresse e no tratamento com menor estresse. ANOVA refere-se ao valor p calculado para significancia
estatistica da diferenca na %vol do spot entre os tratamentos, sendo significativa se p<0,05.

Localizagao

Subcelular Spot ID C/Excl m ANOVA Seca? UVB? Acesso Score Proteina
Cloroplasto  27DB Excl. D 0,00014589 X P84990 61/58 Proteina 2 de ligag&o a clorofila a-b
28DB Excl. D 0,00490971 X P85194 60/58 Proteina intensificadora de reagdo de oxigénio 1
22CA 2,393 C 0,00386996 X X Q6ENV6 159/51 ATP sintase beta
37CA Excl. C 0,01416390 X X Q6ENV6 57/51 ATP sintase beta
20CA 0,720 A 0,04464920 Q6ENV6 199/51 ATP sintase beta
3CA 0,329 A 0,00180986 X K4FC67 56/51 Proteina intensificadora de reagéo de oxigénio 1
30CA Excl. A 0,00876390 X Q6ENV6 68/51 ATP sintase beta
15DB 1,748 D 0,04153550 X JO9QCY8 64/51 Ferredoxina-NADP redutase
19CD Excl. D 0,00514200 X JI9QCY8 52/51 Ferredoxina-NADP redutase
20CD Excl. D 0,00043924 X Q52ZX4 59/58 Maturase K
26CD Excl. D 0,00012559 X Q6ENW6 224/51 ATP sintase alpha
3CD 0,467 D 0,02499410 X QB6ENV6 156/51 ATP sintase beta
38CA Excl. C 0,00000004 X X JO9QCY8 62/51 Ferredoxina-NADP redutase
39CA Excl. C 0,00014235 X X Q5Z5A8 58/58 Proteina associada a Fotossintese
39CD Excl. C 0,00035269 X X Q6ENV6 62/51 ATP sintase beta
44CA Excl. C 0,00009419 X X Q6ENV6 62/51 ATP sintase beta
4CD 1,601 C 0,02713820 X X Q6ENV6 145/51 ATP sintase beta
28CD Excl. C 0,00001447 X X 080488 65/51 Proteina com repeti¢édo pentatricopeptideo

A: S.R. + BUVB; B: 100% C.P. + BUVB; C: S.R. + AUVB; D: 100% C.P. + AUVB; m: mais abundante; Excl.: exclusivo; C: Citoplasma; G: Golgi; M: Mitocondria; N: Nucleo; PC: Parede
Celular; P: Cloroplasto; PX: Peroxissomo; MP: Membrana Plasmatica; RE: Reticulo Endoplasmatico. *Proteinas com potencial de Patente
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Tabela 15. Anotacdo presumivel das DEPs de cana-de-acgucar, conforme localizagcdo subcelular encontrada através do programa Mascot. Ratio refere-se a razao
de variacdo entre as %vol do spot no tratamento com maior estresse e no tratamento com menor estresse. ANOVA refere-se ao valor p calculado para significancia
estatistica da diferenca na %vol do spot entre os tratamentos, sendo significativa se p<0,05.

gﬁgigjﬁaﬁo Spot ID  C/Excl m ANOVA Seca? UvB? Acesso Score Proteina
Citoplasma 23DB Excl. B 0,00078077 Q5MD11 59/51 Glutamine sintetase
22DB Excl. B 0,00001677 Q5MD11 52/51 Glutamine sintetase
42CD Excl. C 0,00000030 X X Q5MD11 54/51 Glutamine sintetase
43CD Excl. C 0,00003611 Q5MD11 54/51 Glutamine sintetase
21DB Excl. B 0,03667450 Q9C5S1 68/58 Tirosina-fosfatase quinase 1 ativada por mitégeno
Mitocdndria 21CD Excl. D 0,00451112 Q66PX5 54/51 Proteina 3 de desacoplamento da mitocéndria
28CD Excl. C 0,00001447 080488 65/51 Proteina com repetigdo pentatricopeptideo
Nucleo 4CA Excl. C 0,00031980 X C71vVU4 18.9 bits(37) Proteina similar a ciclina H-1
4AB 0,729 B 0,01830270 Q5N8Z0 63/58 Proteina de ligagdo ao RNA fita dupla 1
Retic. Endopl. 24DB Excl. D 0,00400388 Q2ESH5 61/51 Proteina ribossémica L18 60S
Parede Celular 27CD Excl. C 0,00000014 X AOA059Q0P1 20.6 bits(41) Proteina hipotética SHCRBa_041_N14_R_40
30CD Excl. C 0,00032429 - 21.8 bits(44) Proteina associada a parede celular
19AB 2,256 A 0,01899480 X Q8L751 71/58 Proteina 1C associada a proteina de ligagcao ao oxiesterol
+MP 26DB Excl. D 0,00163997 X - 72/58 Proteina associada a lignina
6CA 0,499 A 0,00939596 Q93YV6 70/58 Subunidade reguladora B’iota da serina/treonina fosfatase 2A
34CA Excl. C 0,00344691 X P29528 60/58 Oleosina 16.4 kDa
18CD Excl. D 0,00247077 X - 67/58 Proteina associada ao etileno
+ MP e outras 8DB 2,009 D 0,01765780 X - 60/58 Proteina responsiva a horménio
7CD 0,654 D 0,01643840 X P49966 59/58 Proteina 2 de reconhecimento de sinal
46CD Excl. C 0,00000213 X X - 69/51 Proteina de choque térmico
26CA Excl. A 0,03560740 X AOA059Q0B0O 21.4 hits(43) Sacarose sintase
25AB Excl. A 0,01152520 X X AOA059Q0P1 18.5 bits(36) Proteina hipotética SHCRBa_041_N14_R_40
29CD Excl. C 0,00003261 X AOA059PZP2 18.9 bits(37) Protefna hipotética SHCRBa_008_B11_R_180
MP / PX 23CA 0,481 A 0,00987550 X FAKGY6 58/58 Proteina REVEILLE 1
7CA 0,428 A 0,00008299 X AOA059Q3D9 54/51 Proteina de membrana interna
30AB Excl. A 0,01364460 X WOF9TO 64/51 Lactoilglutationa liase / Glioxalase |

A: S.R. + BUVB; B: 100% C.P. + BUVB; C: S.R. + AUVB; D: 100% C.P. + AUVB; m: mais abundante; Excl
Parede Celular; P: Cloroplasto; PX: Peroxissomo; MP: Membrana Plasmatica; RE: Reticulo Endoplasmatico. *Proteinas com potencial de Patente

.. exclusivo; C: Citoplasma; G: Golgi; M: Mitocdndria; N: Nicleo; PC:
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Tabela 16. Anotacao presumivel das DEPs de cana-de-agUcar, conforme os quatros contrastes entre os tratamentos. Proteinas encontradas através do programa
Mascot. Ratio refere-se a razdo de variacdo entre as %vol do spot no tratamento com maior estresse e no tratamento com menor estresse. ANOVA refere-se ao
valor p calculado para significancia estatistica da diferenca na %vol do spot entre os tratamentos, sendo significativa se p<0,05.

Contraste  Spot C/Excl. m ANOVA Seca? UVB? Acesso Score Proteina Organismo

AB L?AB 0,729 B 0,01830270 Q5N8Zz0 63/58 Proteina de ligagdo ao RNA fita dupla 1 Oryza sativa subsp. japonica
AB 25AB Excl. A 0,01152520 X AOAO059Q0P1  18.5 hits(36)  Proteina hipotética SHCRBa_041_N14 R_40 Saccharum hybrid cultivar R570
AB 19AB 2,256 A 0,01899480 X Q8L751 71/58 Proteina 1C associada a proteina de ligag&o ao oxiesterol Arabidopsis thaliana

AB 30AB Excl. A 0,01364460 X WOF9TO 64/51 Lactoilglutationa liase / Glioxalase | Saccharum hybrid cultivar

CA 26CA Excl. A 0,03560740 X AOA059Q0B0  21.4 hits(43) Sacarose sintase Saccharum hybrid cultivar R570
CA 20CA 0,720 A 0,04464920 X Q6ENV6 199/51 ATP sintase beta Saccharum officinarum

CA 23CA 0,481 A 0,00987550 X FAKGY6 58/58 Proteina REVEILLE 1 Arabidopsis thaliana

CA 3CA 0,329 A 0,00180986 X K4FC67 56/51 Proteina intensificadora de reagdo de oxigénio 1 Saccharum hybrid cultivar

CA 30CA Excl. A 0,00876390 X Q6ENV6 68/51 ATP sintase beta Saccharum officinarum

CA 6CA 0,499 A 0,00939596 X Q93YV6 70/58 Subunidade reguladora B’iota da serina/treonina fosfatase 2A Arabidopsis thaliana

CA 7CA 0,428 A 0,00008299 X AOA059Q3D9  54/51 Proteina de membrana interna Saccharum hybrid cultivar R570
CA 22CA 2,393 C 0,00386996 X X Q6ENV6 159/51 ATP sintase beta Saccharum officinarum

CA 34CA  Excl. C 0,00344691 X X P29528 60/58 Oleosina 16.4 kDa Gossypium hirsutum

CA 37CA Excl. C 0,01416390 X X Q6ENV6 57/51 ATP sintase beta Saccharum officinarum

CA 38CA  Excl. C 0,00000004 X X JOQCY8 62/51 Ferredoxina-NADP redutase Saccharum hybrid cultivar GT28
CA 39CA Excl. C 0,00014235 X X - 58/58 Proteina associada a fotossintese Oryza sativa subsp. japonica
CA 44CA Excl. C 0,00009419 X X Q6ENV6 62/51 ATP sintase beta Saccharum officinarum

CA ACA Excl. C 0,00031980 X X C7IvU4 18.9 bits(37)  Proteina similar a ciclina H-1 Saccharum hybrid cultivar R570

A: S.R. + BUVB; B: 100% C.P. + BUVB; C: S.R. + AUVB; D: 100% C.P. + AUVB; m: mais abundante; Excl.: exclusivo; C: Citoplasma; G: Golgi; M: Mitocondria; N: Nucleo; PC: Parede
Celular; P: Cloroplasto; PX: Peroxissomo; MP: Membrana Plasmatica; RE: Reticulo Endoplasmatico.
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Tabela 16. Anotacdo presumivel das DEPs de cana-de-aglcar, conforme os quatros contrastes entre os tratamentos. Proteinas encontradas através do programa
Mascot. Ratio refere-se a razdo de variacdo entre as %vol do spot no tratamento com maior estresse e no tratamento com menor estresse. ANOVA refere-se ao

valor p calculado para significancia estatistica da diferenca na %vol do spot entre os tratamentos, sendo significativa se p<0,05.

Contraste  Spot C/Excl. m ANOVA Seca? UVB? Acesso Score Proteina Organismo

CD !L%CD Excl. D  0,00247077 X - 67/58 Proteina associada ao etileno Prunus persica

CD 19CD Excl. D  0,00514200 X JOQCY8 52/51 Ferredoxina-NADP redutase Saccharum hybrid cultivar GT28
CD 20CD Excl. D  0,00043924 X Q52ZX4 59/58 Maturase K Banksia cuneata

CD 21CD Excl. D  0,00451112 X Q66PX5 54/51 Proteina 3 de desacoplamento da mitocondria Saccharum officinarum

CD 26CD  Excl. D  0,00012559 X Q6ENW6 224/51 ATP sintase alpha Saccharum officinarum

CD 3CD 0,467 D  0,02499410 X Q6ENV6 156/51 ATP sintase beta Saccharum officinarum

CD 7CD 0,654 D 0,01643840 X P49966 59/58 Proteina 2 de reconhecimento de sinal Arabidopsis thaliana

CD 28CD Excl. C 0,00001447 X X 080488 65/51 Proteina com repetigdo pentatricopeptideo Arabidopsis thaliana

CD 39CD Excl. C 0,00035269 X X Q6ENV6 62/51 ATP sintase beta Saccharum officinarum

CD 42CD  Excl. C 0,00000030 X X Q5MD11 54/51 Glutamine sintetase Saccharum officinarum

cb 43CD  Excl. C  0,00003611 X X Q5MD11 54/51 Glutamine sintetase Saccharum officinarum

CD 46CD  Excl. C 0,00000213 X X - 69/51 Proteina de Choque Térmico Saccharum hybrid cultivar

CD 4CD 1,601 C 0,02713820 X X Q6ENV6 145/51 ATP sintase beta Saccharum officinarum

CD 27CD  Excl. C 0,00000014 X X AOAO059Q0P1  20.6 bits(41) Proteina hipotética SHCRBa_041_N14_R_40 Saccharum hybrid cultivar R570
CD 29CD Excl. C 0,00003261 X X AOA059PZP2 18.9 bits(37)  Proteina hipotética SHCRBa_008 _B11 R 180 Saccharum hybrid cultivar R570
CD 30CD  Excl. C 0,00032429 X X - 21.8 bits(44)  Proteina associada a Parede Celular Saccharum hybrid cultivar R570
DB 21DB Excl. B 0,03667450 Q9C5S1 68/58 Tirosina-fosfatase quinase 1 ativada por mitégeno Arabidopsis thaliana

DB 23DB Excl. B 0,00078077 Q5MD11 59/51 Glutamine sintetase Saccharum officinarum

DB 22DB Excl. B  0,00001677 Q5MD11 52/51 Glutamine sintetase Saccharum officinarum

DB 15DB 1,748 D  0,04153550 X JOQCY8 64/51 Ferredoxina-NADP redutase Saccharum hybrid cultivar GT28
DB 24DB Excl. D  0,00400388 X Q2ESH5 61/51 Proteina ribossémica L18 60S Saccharum hybrid cultivar

DB 26DB Excl. D 0,00163997 X - 72/58 Proteina associada a lignina Eucalyptus globulus

DB 27DB Excl. D  0,00014589 X P84990 61/58 Proteina 2 de ligagdo a clorofila a-b Populus euphratica

DB 28DB Excl. D  0,00490971 X P85194 60/58 Proteina intensificadora de reagédo de oxigénio 1 Helianthus annuus

DB 8DB 2,009 D 0,01765780 X - 60/58 Proteina responsiva a Horménio Oryza sativa subsp. japonica

A: S.R. + BUVB; B: 100% C.P. + BUVB; C: S.R. + AUVB; D: 100% C.P. + AUVB; m: mais abundante; Excl.: exclusivo; C: Citoplasma; G: Golgi; M: Mitocondria; N: Nucleo; PC:
Parede Celular; P: Cloroplasto; PX: Peroxissomo; MP: Membrana Plasmética; RE: Reticulo Endoplasmaético.
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Localizacao subcelular

O resultado da localizacéo intracelular por TargetP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/), UNIPROT (http://www.uniprot.org/) e/ou
literatura para a cana-de-agucar (Saccharum spp.) é mostrado na Tabela 17. Os
resultados demonstraram que uma grande quantidade de proteinas (36,3%) foi
identificada encontrada na parede celular e/ou em compartimentos extracelulares
envolvidos em mecanismos da parede. A grande maioria das proteinas foi
identificada encontrada dentro da célula, principalmente no cloroplasto (40,9%) e

citoplasma (11,4%) e, alguns em mitocondria, nucleo e reticulo endoplasmatico.

Tabela 17. Localizacao subcelular do total de proteinas identificadas.

Localizacdo subcelular” Quantidade Porcentagem
Cloroplasto 18 40,91
Parede celular e assoc.” 16 36,36
Citoplasma 05 11,36
Mitocondria 02 4,55
Nucleo 02 4,55
Reticulo Endoplasmatico 01 2,27
Total 44 100,00

‘Conforme acessos no UniProt, analise no TargetP e/ou literatura.
2Organelas e estruturas associadas a parede celular: complexo de Golgi,
membrana plasmatica e peroxissomo.

Clusterizagédo por padréo de expressao (HeatMap, Fator)

Os dados obtidos de %volume de cada spot nas réplicas técnicas (2D) de
cada tratamento foram analisados conjuntamente em clusterizagao por padréo de
expressao conforme a plataforma online Babelomics 5.0
(http://babelomics.bioinfo.cipf.es/), o que resultou na confirmagcdo do tratamento

com seca e alta UVB simultdneos como o que mais alterou o proteoma
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enriquecido de parede celular de cana-de-acucar (Figura 12), tanto considerando

o total de spots amostrados quanto apenas as DEPs:

Geral/multivariada DEPs

aw

o a]
]

Figura 12. Clusterizagdo por padréo de expressédo dos spots e das proteinas anotadas.

Também a analise geral de fatores, equivalente mais simples no Image
Master Platinum a analise de componente principal (PCA), indicou fortemente que
0 proteoma do tratamento com ambos os estresses simultaneos diferiu muito dos
proteomas dos demais tratamentos, conforme os diagramas a seguir, na Figura

13.
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Figura 13. Diagramas da analise de componente principal (PCA).

Ontologia génica (GO)

A distribuicdo e frequéncias obtidas de termos de GO para processo
biolégico referentes aos tratamentos sdo apresentadas nas figuras 14A, 15A e
16A, nas quais sédo destacados os setores correspondentes a cada categoria na
classificacdo utilizada em A. thaliana, modelo para organismos vegetais. Esta
distribuicdo foi também utilizada para compara¢do quantitativa (Figuras 14B, 15B,
e 16B) e identificacdo dos processos biolégicos mais variaveis nas comparacoes

entre os tratamentos, considerando os conjuntos de DEPs.
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Figura 14. A - Categorizacdo da ontologia génica das DEPs de cana-de-aglcar expressas sob
seca com baixa UVB (S.R. + BUVB) e seca com alta UVB (S.R. + AUVB). Os nimeros ligados aos
setores do grafico sdo identificadores das categorias raiz de processo biolégico, também
representados nos respectivos quadros; nestes, € indicada a frequéncia (%) de cada processo
biolégico conforme o nimero de termos de GO encontrados para cada conjunto de DEPs, de cada
tratamento; B - Distribuicdo dos DEPs de acordo com as categorias funcionais de cana-de-agucar

expressos sob seca com baixa UVB (S.R. + BUVB) e seca com alta UVB (S.R. + AUVB).
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Figura 15. A - Categoriza¢do da ontologia génica das DEPs de cana-de-acUcar expressas sob
condicdes de irrigacdo plena com baixa UVB (100%CP + BUVB) e irrigagdo plena com alta UVB
(100% CP + AUVB). Os numeros ligados aos setores do grafico séo identificadores das categorias
raiz de processo bioldgico, também representados nos respectivos quadros; nestes, é indicada a
frequéncia (%) de cada processo biolégico conforme o nimero de termos de GO encontrados para
cada conjunto de DEPs, de cada tratamento; B - Distribuicdo dos DEPs de acordo com as
categorias funcionais de cana-de-aglcar expressos sob expressas sob condicBes de irrigacédo
plena com baixa (100%CP + BUVB) e irrigacdo plena com alta UVB (100% CP + AUVB).
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Figura 16. A - Categorizacdo da ontologia génica das DEPs de cana-de-aglcar expressas sob
condicdes de irrigacdo plena com alta UVB (100%CP + AUVB) e seca com alta UVB (S.R. +
AUVB). Os numeros ligados aos setores do gréfico sdo identificadores das categorias raiz de
processo biolégico, também representados nos respectivos quadros; nestes, € indicada a
frequéncia (%) de cada processo biolégico conforme o nimero de termos de GO encontrados para
cada conjunto de DEPs, de cada tratamento; B - Distribuicho dos DEPs de acordo com as
categorias funcionais de cana-de-agucar expressos sob expressas sob condi¢bes de irrigagao

plena com alta (100%CP + AUVB) e seca com alta UVB (S.R. + AUVB).
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6.4 DISCUSSAO

Umidade do Solo

Os solos contendo as plantas sob estresse hidrico, aos sete dias apés a
imposicdo dos estresses, apresentaram uma reducdo significativa na
porcentagem de agua no solo. Dessa forma, pode-se inferir que as condicfes
experimentais utilizadas foram suficientes e adequadas para a inducdo do
estresse hidrico, como pode ser verificado nos solos contendo as plantas sem

supressdo da rega e nas plantas sob seca.

Clorofila A, Clorofila B, Carotendides e Teor relativo de agua

A menor concentracdo das clorofilas obtidas nos tratamentos com seca e
alta UVB em cana-de-acucar corroboram com os resultados obtidos em diversas
espécies, onde as concentracdes de clorofila a e de clorofila b nas folhas tratadas
com elevada radiagdo UVB apresentaram menores valores médios, quando
comparadas com as folhas ndo tratadas ou com baixa radiacdo UVB, em funcédo
da ruptura dos tilacéides e a desintegracdo de suas membranas (Kakani et al.,
2003; Michaela et al., 2000). Ja os resultados obtidos para Arabidopsis
thaliana contrariam esta tendéncia, juntamente com outros estudos que obtiveram
resultados semelhantes (Caldwell et al., 1982; Tevini et al., 1989), nesses as
folhas tratadas com alta UVB apresentaram maior concentracdo de clorofila a e
de clorofila b do que as folhas nao tratadas ou sob baixa radiagdo UVB (Boeger e
Poulson, 2006).

Os estudos que abordam a relacdo entre as concentracbes de clorofila

com radiacdo UVB ainda sédo controversos. Alguns autores sugerem que plantas
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tratadas com radiacdo UVB e que apresentam maiores concentracdes de clorofila
parecem ser mais tolerantes a radiacdo (Bornman e Vogelmann, 1991;
Greenberg et al., 1997). Outros autores sugerem que plantas de crescimento
rapido, como A. thaliana, sdo mais sensiveis a radiagdo e tendem a ter menores
concentracdes de clorofila (Barnes et al., 1990), enquanto que outros consideram
que as maiores concentracdes de clorofila, juntamente com as maiores
concentracbes de compostos fendlicos, podem ser indicadores da resposta da
planta a radiacdo, mas nao um indicador de sensibilidade (Smith et al., 2000).

Os resultados obtidos nesse estudo quanto ao aumento no contetudo de
carotendides nas plantas irrigadas sob alta UVB concordam com os obtidos por
outros autores (Mészaros et al., 2001; Balouchi et al., 2009), em que nas espécies
estudadas por eles houve aumento no conteddo de carotendides apds a
exposicao elevada a UVB juntamente com a seca.

Sob condicdes ambientais desfavoraveis, plantas podem acumular
pigmentos, tais como, compostos fendlicos (incluindo os acidos fendlicos,
flavondides e antocianinas) e carotendides, podendo assim, atenuar os efeitos da
radiacdo UVB em processos de fotoprotecdo (Solovchenko e Merzlyak, 2008). Em
alguns estudos, a suplementacdo da radiacdo UVB isoladamente aumentou o
conteudo de carotendides (Middleton e Teramura, 1993; Salama et al., 2011), em
outros - diminuiu (Januskaitiené, 2013), ou ndo apresentou efeito (Mészaros et al.,
2005).

A reducdo do teor relativo de agua (TRA) nas plantas submetidas ao
estresse hidrico parece ter sido mais em funcdo do estresse severo por seca,
indicando que a UVB nao influenciou significativamente nessa variavel. Basahi et

al. (2014), avaliando os efeitos do estresse hidrico e UVB aplicados separados e
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simultaneamante em plantas de alface, verificaram que a radiacdo UVB sozinha
nao teve nenhum efeito significativo, enquanto que ambos 0s estresse impostos
simultaneamente (seca e UVB) provocaram reducdo no teor de agua nas plantas.

Avaliando diferentes genoétipos de cana-de-acgucar Silva et al. (2007),
evidenciaram que as menores reducdes de TRA caracterizam as variedades
tolerantes ao estresse. O TRA é um dos indicadores das relacdes hidricas da
planta, que corresponde a quantidade de agua no tecido num dado instante,
comparando com a capacidade maxima de agua que ele podera reter (Cairo,
1995). Hsiao (1973) considera que reducdo menor que 10% no TRA indica que a
planta passa por estresse hidrico leve, entre 10 e 20% estresse moderado e,
acima de 20%, estresse severo. O presente trabalho aponta uma relacéo direta
entre a reducdo do TRA e paralela com a reducdo de parametros de trocas

gasosas.

Potencial hidrico foliar

No inicio do experimento (0 DAT), as plantas ndo apresentaram
alteracdes quanto ao potencial hidrico foliar, o que era esperado, uma vez que, as
duas variedades de cana-de-acUcar estavam sob mesmas condi¢cdes hidricas
antes de iniciar a aplicagéo dos tratamentos.

Todas as plantas das duas variedades apresentram reducdes no
potencial hidrico foliar quando submetidas a seca, independente do nivel de UVB,
entretanto, observa-se que a variedade RB92579 reduziu mais o seu potencial,
comparada a variedade RB867515, nos dois niveis de radiagdo UVB. Pode-se
inferir entdo que, de acordo com o parametro potencial hidrico foliar, a variedade

RB867515 foi a mais tolerante aos estresses aplicados simultaneamente,
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comparada a variedade RB92579. As plantas sdo consideradas mais tolerantes
quando apresentam potencial hidrico mais proximo de zero, pois mesmo sob
estresse essas plantas conseguem manter maior seu status hidrico para realizar
trabalho e tolerar a seca.

O potencial hidrico foliar corresponde ao estado de energia da agua nas
plantas, o qual € mensurado por uma metodologia descrita por Scholander et al.
(1965) e pode ser estimado como a tensdo de agua no xilema, ou a pressao
necessaria para que a agua possa ser retirada do mesmo. Este potencial em
plantas sob efeito da deficiéncia hidrica tende a decrescer, seja pela desidratacdo
dos tecidos ou pela hidrélise dos compostos de reserva (Cairo, 1995), e afeta
processos como a condutancia estomatica, a fotossintese e a transpiracdo, pois
estes processos dependem de um constante fluxo de entrada e saida de CO, e
O, na célula. Grande parte desse fluxo é feita pela abertura dos estématos,
controlada pela turgescéncia tanto das células guardas quanto das células
epidérmicas do mesmo.

Para avaliar o grau de deficiéncia hidrica de uma planta € comum se
utilizar variaveis que possam ser medidas em folhas, como o conteudo relativo de
agua e o potencial hidrico foliar, sendo este ultimo o mais utilizado em estudos

fisiologicos (Angelocci, 2002).

Trocas gasosas: condutancia estomatica (gs), taxa de fotossintese (A), taxa
transpiratoria (E) e eficiéncia do uso da agua (EUA)
Antes de inciar a aplicagcba dos estresses simultaneos, as plantas

apresentaram taxas similiares de gs, A, E e na EUA, comportamento este
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considerado normal, tendo em vista que, as plantas estavam sob mesmas
condicBes de regime hidrico.

As duas variedades sofreram com o estresse hidrico e UVB impostos,
porém a variedade RB867515 mostrou resultados significativamente superiores
quando esta foi submetida a seca e elevada UVB, nas taxas de gs, A, E e na
EUA. Assim, em relacdo a esses parametros avaliados, a variedade RB867515,
apresentou evidéncias de atenuacdo dos efeitos sobre essas taxas provocados
pelo estresse hidrico e UVB.

Nogués et al. (1998), ao avaliarem plantas de ervilhas sob estresses
simultdneos observaram que houve interagdo entre os tratamentos de radiagao
UVB e seca e, que UVB atrasou e reduziu a severidade do estresse da seca
através de uma redugdo nas taxas de perda de agua da planta e através de
reducdes na gs na area e foliar.

Esses resultados mostram que, com a restricdo da agua disponivel no
solo, ocorreu reducdo em gs nas duas variedades, indicando assim que, uma das
primeiras respostas das plantas pode ser o fechamento estomatico, de forma a
minimizar a perda de agua (Larcher, 2004; Taiz e Zeiger, 2009).

Chechin et al. (2008), ao avaliarem os efeitos do estresse hidrico e da
radiacdo ultravioleta B em plantas de girassol na fotossintese, observaram que
apos doze dias da imposicdo do estresse simultaneo, a taxa fotossintética em
plantas estressadas foi 70% e 12% menor sob baixa e alta radiagdo UVB,
respectivamente, um indicativo também de que possivelmente houve uma
atenuacao do efeito do estresse hidrico.

Nas duas variedades de cana-de-aclucar avaliadas nesse estudo

(RB867515 e RB92579), a sensibilidade de gs demonstrada frente as reducdes
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da disponibilidade hidrica no solo, comprovada nos tratamentos das plantas nao
irrigadas associadas a alta ou baixa UVB, indicam a regulacdo estomatica
permitindo a planta menor transpiracdo (E), controlando a perda de agua e
diminuindo os possiveis danos as plantas. A sensibilidade de gs e E frente a
reducdo da disponibilidade hidrica também foi encontrada por Chechin et al.
(2008).

Uma melhor eficiéncia do uso da &agua observado na variedade
RB867515 quando sob seca e alta UVB e superior a variedade RB92579 também
sugere, mais uma vez que, o efeito combinado de estresse hidrico e alta UVB

reduz a gravidade desses estresses ha RB867515.

Catalase (CAT), Ascorbato Peroxidase (APX), Superdxido Dismutase (SOD), Teor
de Malonaldeido (MDA) e Perdxido de Hidrogénio (H20,)

O estresse hidrico severo imposto as plantas das duas variedades parece
ter provocado reduc¢des na atividade antioxidante realizada pela CAT na maioria
dos tratamentos. Entretanto, todas as plantas submetidas a alta UVB nas duas
variedades apresentaram reducao na atividade de CAT. J4 em condi¢des de seca
e baixa UVB, a variedade RB867515 apresentou uma maior atividade dessa
enzima. A alta atividade dessa enzima na RB867515 sob seca e baixa UVB foi
acompanhada de niveis elevados de peroxidacao lipidica e teor de peroxido de
hidrogénio nesse mesmo tratamento, demonstrando assim que, o aumento da
atividade de CAT néo foi suficiente para controlar os niveis dessa ERO e evitar
danos as membranas.

A atividade de catalase tem se mostrado bastante diferente em plantas

sob estresses abioticos. Alguns estudos observaram um aumento desta enzima
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em plantas sob seca (Jiang e Zhang, 2002; Baisak et al., 1994). J4 o estresse
simultaneo de seca e metal pesado, em cana-de-agUcar, ocorreu na atividade de
CAT (Fornazier et al., 2002).

As plantas das duas variedades quando bem hidratas apresentaram
reducdes nas atividades de APX quando submetidas a alta UVB, porém, quando
submetidas a restricdo hidrica a atividade de APX nao sofreu alteracées quando
sob elevada UVB. A variedade RB92579 apresentou maior atividade dessa
enzima comparada a variedade RB867515, nas condicBes de seca com baixa ou
alta UVB, que associada ao teor mais baixo de H,O; e baixa peroxidacao lipidica,
pode evidenciar que o aumento da ativade dessa enzima pode ter contribuido
para manter o potencial redox e evitar danos as células. Alguns autores sugerem
que maiores flutuagcbes nos niveis de MDA e H,0O, em algumas plantas,
juntamente com o aumento da atividade de algumas enzimas antioxidantes
promoveram maior estresse oxidativo, um indicativo de maior sensibilidade a seca
(Sgherri et al., 2000; Simova-Stoilava et al., 2008).

Portanto, apesar de a variedade RB867515 ter apresentado niveis mais
baixos de APX e SOD, comparado a RB92579, verifica-se que a primeira manteve
inalterado seu conteudo de H,0O, e peroxidacdo lipidica quando submetida a
elevacao de UVB sob seca.

Corroborando com 0s nossos resultados, Cechin et al. (2008) avaliando o
efeito simultaneo de UVB e seca em plantas de girassol, mostrou que o estresse
hidrico provocou graves danos as membranas, avaliada como mudangas no
conteudo de MDA. No entanto, em ambas as condi¢cdes de estresse, a radiacdo
UVB pareceu provocar alguns efeitos adaptativos para reduzir os danos

experimentados nas plantas como resultado do estresse hidrico.
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Os dados obtidos também demostraram que o estresse hidrico provocou
danos mais graves as membranas do que a alta radiacdo UVB, danos esses,
avaliados como mudancas no conteudo de MDA. As plantas quando bem
hidratas parecem sofrer menos danos, evidenciados através do menor acumulo
meédio de H,O, e menor peroxidacao lipidica, independente do nivel da radiacao
UVB.

O acumulo de H,0O, contribuiu ativamente para a peroxidacéo dos lipideos
de membrana como indicado pelo aumento no nivel de MDA observado tanto nos
estresses isolados como no combinado. A analise de MDA é amplamente
utilizada como indicadora da ocorréncia de estresse oxidativo (Gratdo et al.,

2005).

Extracdo de proteinas

A visualizacdo das proteinas extraidas em gel SDS-PAGE permitiu
observar bandas bem definidas e auséncia de rastros, apontando para a
integridade e baixa concentracdo de interferentes nas amostras obtidas para
proteinas da fracdo enriquecida de parede celular. O agrupamento das amostras
visou reduzir a variacdo biologica, aumentando a capacidade de detecgcédo de
diferengas entre os tratamentos e permitindo uma analise de maior nimero de

amostras em menor tempo e consumo de material (Diz et al., 2009).

2D-PAGE e MS
A analise dos arquivos de imagem digitalizados obtidos apds eletroforese

bidimensional das amostras de cada tratamento demonstrou baixa variacao
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experimental entre as réplicas de um mesmo tratamento, o que favoreceu a
confiabilidade dos resultados.

Em geral, as quatro comparacdes analisadas apresentaram amostragem
similar no seu proteoma, como observado no nimero médio de spots por gel
[(S.R. + AUVB) x (S.R. + BUVB): 40 e 30 spots/gel, respectivamente; (100% C.P.
+ AUVB) x (100% C.P. + BUVB): 27 e 29 spots/gel, respectivamente; (S.R. +
AUVB) x (100% C.P. + AUVB): 27 e 24 spots/gel, respectivamente; e (S.R. +
BUVB) x (100% C.P. + BUVB): 30 e 28 spots/gel, respectivamente].

Do total de proteinas distintas detectadas (45) na comparacdo entre 0s
tratamentos sob seca e nivel alto e baixo de UVB (S.R. + AUVB x S.R. + BUVB),
observou-se que foram obtidas quantidades diferentes de spots exclusivos em
cada tratamento (14 e 5), e similares no numero de spots comuns
significativamente variaveis mais abundantes em cada tratamento (3 e 5). Na
segunda comparacao, quando as plantas estavam bem irrigadas sob alta ou baixa
UVB (100% C.P. + AUVB x 100% C.P. + BUVB), de um total de proteinas
distintas detectadas (29), observou-se que foram obtidas quantidades similares de
spots exclusivos em cada tratamento (5 e 3), e diversos no niumero de spots
comuns significativamente variaveis mais abundantes em cada tratamento (2 e 0).
Quando se comparou os tratamentos sob alta incidéncia de UVB, na auséncia ou
presenca de irrigacdo (S.R. + AUVB x 100% C.P. + AUVB), das 47 proteinas
distintas, constatou-se nameros bastante divergentes quanto ao niumero de spots
exclusivos em cada tratamento, 20 e 9, respectivamente. Quanto aos spots
comuns, poucos foram significativamente variaveis, com apenas 1 spot no

tratamento sob seca e alta UVB e 3 spots no tratamento irrigado sob alta UVB.
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De todas as proteinas ditas como distintas nas quatro comparacdes
realizadas, 66 spots 41,8% foram considerados DEPs e submetidos a
identificacdo via MS. Aproximadamente metade do proteoma analisado mostrou-
se diferencial entre todas as comparacdes entre os diferentes tratamentos, com
ou sem irrigacdo e alta ou baixa UVB, em metodologia 2D-PAGE que favorece
significativamente a deteccdo de proteinas e peptideos mais abundantes na
amostra bioldgica (produtos de genes mais expressos). Este quadro indica que a
condicdo de estresse hidrico e de UVB, comprovado pelos parametros fisioldgicos
e enzimaticos, alterou significativamente o proteoma foliar de cana-de-acucar,
sobretudo a fracdo enriquecida de parede celular composta por produtos de
genes com maior intensidade de expressédo. Este resultado € pioneiro pelo maior
foco nas alteracbes no proteoma da parede celular em cana-de-acucar sob
estresse simultaneo de seca e UVB.

Um total de 23 DEPs néo resultaram em espectros de massa adequados
para analise de identificacdo presumivel, e a eficiéncia de anotacdo foi 65%,
permitindo inferir possiveis aspectos funcionais e interacbes entre o proteoma

diferencial e os processos fisioldgicos e metabdlicos.

Andlises de Bioinforméatica

A busca dos espectros de massa produzidos para os DEPs nos bancos
de dados traducionais permitiu a identificacdo presumivel (in silico) para
inferéncias funcionais potencialmente relacionadas com respostas moleculares da
cana-de-agucar aos tratamentos aplicados.

Nas comparacgdes entre plantas sob seca com alta ou baixa UVB (S.R. +

AUVB) x (S.R. + BUVB) e, no contraste de plantas sob seca ou irrigadas com alta
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UVB (S.R. + AUVB) x (100%C.P. + AUVB), observou-se uma sobreposicdo de
anotacdes entre os DEPs nas diferentes comparacdes realizadas, o que néo era
esperado para um diagrama de Venn com estes tipos de dados, ou seja, com
proteinas diferencialmente acumuladas em cada um dos conjuntos comparados.
Seis spots diferentes foram anotados como a mesma proteina (Q6ENV6) nos
tratamentos S.R. + AUVB (4), S.R. + BUVB (1) e 100%C.P. + AUVB (1), com pl e
massa molecular diferentes entre e dentro dos diversos tratamentos. Da mesma
forma, a proteina anotada (Q5MD11) foi identificada em 4 spots diferentes nos
tratamentos 100%C.P. + BUVB (2) e S.R. + AUVB (2). Essas proteinas
representadas por mais de um spot no mesmo tratamento podem representar
diferentes produtos de dois genes intimamente relacionados ou modificacdes pos-

traducionais de uma proteina Unica (Casati et al., 2005).

Identificacdo presumivel e anotacao das DEPs

As andlises realizadas para identificacdo e definicho do organismo da
espécie ortéloga mais provavel das DEPs permitiu discriminar as proteinas
diferenciais de cana-de-acucar potencialmente envolvidas na interacdo entre 0s
estresses simultaneos de seca e UVB, assim como as proteinas envolvidas em
mecanismos relacionados a parede celular em reposta a esses fatores de
estresse bioticos.

Do total de DEPs que foram anotadas, cerca de 65% foram anotadas
especificamente como proteinas do complexo Saccharum, reforcando a
identificacdo apesar de o banco de dados de cana-de-acgUcar utilizado ter apenas
7.062 sequéncias de proteinas e o banco de dados Viridiplantae ter 515.203

sequéncias de proteinas. As demais DEPs de cana-de-agUcar mostraram-se
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similares a proteinas de outras espécies vegetais (35%), como proteinas da
familia das poaceaes e também anotadas como proteinas da espécie modelo

Arabidopsis thaliana e outras.

DEPs conforme localizagao subcelular e estresses por seca e UVB

Do total de DEPs anotados, dezesseis proteinas (37%) foram
identificadas na parede celular vegetal e/ ou potencialmente envolvidas em
estruturas extracelulares, sendo que, 9 dessas proteinas (56%) localizadas na
parede celular foram identificadas quando sob alta incidéncia de radiacdo UVB.
Das 16, cerca de 75% das proteinas (12) foram identificadas em plantas sob
estresse hidrico. Entretanto, do total de DEPs localizados na parede celular sob
seca (12), 7 (58%) foram encontradas nas plantas nas condi¢cdes de seca e baixa
UVB, simultaneamente e, 5 proteinas (42%) foram identificadas quando as
plantas foram submetidas a seca e alta UVB, concomitante.

Esses resultados corroboram com alguns dos dados obtidos por Wu et al.
(2011) que ao analisarem o proteoma de duas cultivares de arroz sob elevada
radiacdo UVB, obtiveram uma classificacdo similar quanto a localizacéo
subcelular das proteinas (47,8% das proteinas foram identificadas localizadas
dentro da célula, principalmente no cloroplasto, mitocondrias e no citoplasma, e
outras localizadas na parede celular e em estruturas de membrana, incluindo

reticulo endoplasmatico, membrana de Golgi, e tonoplasto).

DEPs conforme padrao de expresséo de proteinas
Quarenta e trés proteinas foram reguladas positivamente ou

negativamente em consequéncia dos tratamentos de estresses impostos as
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plantas de cana-de-acucar na variedade RB867515. Entre elas, 29 (67%)
aumentaram ou diminuiram mais do que 1,5 vezes na sua abundancia quando
sob alta radiacdo UVB. A distribuicdo das anotacOes obtidas por padrdo de
expressdo de proteinas (Tabela 21) demonstrou que mais da metade (55,2%)
dessas proteinas foram expressas no tratamento S.R. + AUVB. Dessa forma,
neste estudo, mais spots de proteinas responderam em cana-de-aglucar ao
tratamento com os dois estresses aplicados simultaneamente, seca e alta UVB,
indicando que mais reac¢des positivas podem ter ocorrido no processo de
deteccdo, prevencdo e/ou reparo aos danos causados pelos estresses. Estudo
em diferentes cultivares de arroz mostrou que 39 proteinas tiverem regulacao
positiva ou negativa em decorréncia da alta UVB e 30 dessas proteinas
aumentaram ou diminuiram mais do que 1,5 x na sua abundancia (Wu et al.,
2011).

Quando sob baixa radiacdo UVB, o proteoma da cana-de-acucar revelou
a expressao diferencial de 14 proteinas (33%) e, dessas houve uma expressao
diferencial de apenas 4 (9%) proteinas quando as plantas estavam bem
hidratadas e com baixa incidéncia de UVB sobre as folhas e, 10 (71%)
apresentaram expressao diferencial quando submetidas ao tratamento sob seca e
baixa radiacéo ultravioleta B, simultaneamente.

Esses resultados obtidos sugerem que os fatores de estresse aplicados
alteraram significativamente o proteoma da cana-de-aclUcar e, sobremaneira a
alta UVB e a seca promoveram alteracOes superiores na quantidade de proteinas
induzidas e, potencialmente envolvidas em mecanismos de respostas a esses

estresses abiobticos.
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DEPs conforme os contrates

Em geral, nos quatro contrastes realizados entre os diferentes
tratamentos, verifica-se que a maior parte das proteinas (70%) foram identificadas
como exclusivas de um determinado tratamento e, apenas uma pequena
quantidade (30%) das proteinas foram comuns aos dois tratamentos. Para facilitar
a analise e compreensao dos resultados, a discussdo a seguir sobre as proteinas
identificadas que tiverem expresséo diferencial sdo separadas de acordo com

cada comparacao realizada entre os tratamentos.

v Efeito do Estresse Hidrico sob elevada UVB: C (S.R. + AUVB) x D
(100%C.P. + AUVB)

Do total de proteinas encontradas em todos os contrastes, 16 (37%)
foram identificadas na comparacdo entre os tratamentos (S.R. + AUVB) x
(100%C.P. + AUVB). Destas, 13 (81%) foram exclusivamente expressas em um
dos dois tratamentos e uma pequena parte (19%) foi comum aos dois
tratamentos. Grande parte dessas proteinas (61,5%) classificadas como
exclusivas, foram identificadas apenas no tratamento das plantas submetidas ao
maximo estresse de UVB e seca e, 5 (38,5%) foram exclusivas na condicdo de
plantas irrigadas sob alta UVB. Esses resultados reforcam mais uma vez a
indicacao de que o estresse por alta UVB pode ocasionar mudancas perceptiveis
no padrao de expresséao de proteinas das folhas de cana-de-acgucar.

Das proteinas exclusivas no tratamento C, seca sob elevada UVB,
aproximadamente 37,5% foram proteinas localizadas na parede celular e
especialmente envolvidas em defesa celular, reposta a estresse abibtico,

transducéo de sinais entre outros.
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Em defesa celular, a glutamina sintetase (spot 42CD e 43CD),
desempenha um papel central na assimilacdo de nitrogénio nas plantas, um
processo intimamente ligado a disponibilidade de agua no solo. Essa enzima foi
mais abundante sob elevada UVB e seca, o qual também pode impelir o
metabolismo de nitrogénio propicio para a sintese de flavondides, compostos
estes, protetores de UVB (Wu et al., 2011), assim como pode inferir mecanismos
de tolerédncia a seca. Srivastava et al. (2002), sugerem que o0 aumento da
abundéancia de glutamina sintetase indica uma operacdo de uma via alternativa
para a assimilagcdo de nitrogénio e carbono sob estresse UVB. Bray et al. (2000),
comenta que algumas plantas podem ativar vias ndo enzimaticas de protecdo aos
danos oxidativos, como 0 acumulo da enzima glutamina sintetase, essencial para
a sintese de prolina, que pode atuar como protetora de danos oxidativos gerados
por outros estresses abioticos. Existem duas isoformas da glutamina sintetase
nas plantas superiores. Uma corresponde a GS1 e surge no citosol das células
gue compdem os 6rgaos da planta; a outra € a GS2, que surge no estroma dos
cloroplastos das células fotossintéticas e dos plastidios das células dos tecidos
nao fotossintéticos. Apenas a isorfoma GS2 foi encontrada nesse tratamento sob
alta UVB sem irrigacéo.

A proteina ATP sintase beta (spots 27CD e 39CD) e a proteina ATP
sintase alpha (spot 26CD) foram identificadas nos dois tratamentos, sob seca com
alta UVB e nas plantas irrigadas, também com elevada UVB, inferindo a
possibilidade de elas estarem envoldidas nos mecanismos de respostas a UVB.
Em folhas de soja expostas a excessiva luz UVB, Lee et al. (2014), também
observaram um aumento dessa proteina ATP sintase beta quando sob alta

incidéncia de radiagdo. As ATP sintases estdo envolvidas com a sintese de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shrivastava%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25997677

211

moléculas de ATP a partir de ADP em diferentes processos metabdlicos,
principalmente na fotossintese durante a assimilacdo de carbono no ciclo de
Calvin. Participam de processos de fosforilacao oxidativa e fotofosforilacao. O
estresse oxidativo causa graves danos nas subunidades alfa e beta da enzima
ATP sintase, com diminuicdo na abundancia destas em mitocondrias de plantas, o
que prejudicar as reacdes quimicas que utilizam energia de moléculas de ATP
provenientes principalmente desta enzima (Zhang et al., 2009; Sweetlove et al.,
2002). Entretanto, da mesma forma que esse trabalho encontrou aumento da
abundéancia dessa proteina em condicdes de estresse por seca e alta UVB, Jiang
et al. (2008), também observaram aumento na expressdo destas subunidades
beta e alfa em trigo (Triticum aestivum L.) mas em condi¢bes de estresse por
necrose em suas folhas.

A proteina Maturase K, encontrada de forma mais abundate no
tratamento D (irrigado com alta UVB), é componente dos cloroplastos e esta
envolvida no processo biolégico do splicing de RNA e no processamento do
MRNA e do tRNA. Segundo Jiang et al. (2008), a maturase K esta envolvida na
modificacdo de DNAs e RNAs, e funciona como chaperona em plantas, também
envolvida na defesa.

Ainda dentro das proteinas mais abundantes no tratamento das plantas
submetidas a alta UVB com irrigacao plena, a Proteina 3 de desacoplamento da
mitocondria esta envolvida diretamento com transporte de membranas e
termogene em plantas (Borecky et al.,, 2001). Essa proteina ja foi relatada em
resposta ao estresse por frio em tubérculo de batata (Calegario et al., 2003).

A Proteina com repeticdo pentatricopeptideo (spot 38CD) foi identificada

mais abundante no tratamento sob seca e alta incidéncia de UVB. As proteinas de
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repeticdo do pentatricopeptideo (PPR) constituem uma familia génica que possui
motivos de 35 aminoacidos degenerados organizados in tandem, sendo
encontrados predominantemente em mitocondrias e cloroplastos, estando
relacionadas ao metabolismo do RNA. Segundo Yu et al. (2009), a maioria das
PPRs séo proteinas preditas para a mitocondria ou cloroplasto e, muitos estudos
tém demonstrado que os genes PPR influenciar numerosos processos biologicos,
incluindo o splicing e a traducdo de RNA, edicdo de RNA e estabilidade de
RNA. Além disso, as proteinas PPRs estdo envolvidos na embriogénese.

A Proteina associada a Parede Celular (spot 30 CD) foi exclusiva da
condicdo de estresse por seca e AUVB simultaneamente. Essa proteina possui
diversos papeis na diferenciacdo celular e no desenvolvimento, servindo como
polimero hemiceluldsico que confere flexibilidade a parede celular (Madson et al.,
2003). Xiloglucanos sédo os principais glicanos que entrelacam microfibrilas de
celulose (cross-linking) na maioria das plantas com flores. Nas monocotiledéneas
tais como a cana-de-acucar, além da celulose, essa espécie contém glucanos de
ligacdo mista, glucuronoarabinoxilanos e quantidades menores de xiloglucanos
como as principais hemiceluloses. Sua principal funcdo nas paredes celulares é
orientar as microfibrilas de celulose e consequentemente os xiloglucanos tém
papel fundamental na forma e desenvolvimento celulares (Yang et al., 2006).
Portanto, sendo regulada positivamente, sugere um papel dessa proteina na
manutencdo do desenvolvimento da célula e/ou na alteragdo da estrutura e
flexibilidade da parede celular, em resposta ao estresse hidrico e alta UVB.

Proteina de defesa a estresse abidtico (Proteina de choque térmico - spot
46CD) foi encontrada de forma exclusiva no tratamento por seca e alto nivel de

radiacdo UVB. Estas proteinas de choque térmico atuam como chaperonas
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moleculares e, assim, evitam a agregacdo das proteinas desnaturadas, bem
como facilitam o re-enrolamento de proteinas (Lee et al., 2009 ). Em folhas e
colmos de plantas de cana-de-acucar ja foram identificadas varias proteinas
associadas a mecanismos de resposta ao estresse hidrico (Ribeiro, 2010), entre
elas, varias proteinas do choque térmico. HSPs séo tipicamente induzidas quando
as células sdo expostas a varios tipos de estresses ambientais, como a seca,
calor, frio, e privacdo de oxigénio (Kregel, 2002). HSP também foi aumentada por
seca em beterraba sacarina (Hajheidari et al., 2005), trigo (Demirevska et
al., 2008), melancia selvagem (Yoshimura et al., 2000), e cana-de-agucar
(Jangpromma et al., 2010). A regulacdo positiva de quatro proteinas relacionadas
com HSP também foi encontrada em estudo com folhas de arroz submetida a alta
UVB (Du et al, 2011), onde os autores indicaram a possibilidade dessas
proteinas da familia HSP estarem ligadas a tolerancia a UVB. Outros estudos
também indicam que as proteinas relacionadas com a HSP desempenham um
papel na resposta a radiacdo UVB em algumas espécies, incluindo o arroz, milho
e soja (Murakami et al., 2004; Casati et al.,, 2005; Xu et al., 2008). Esses
resultados obtidos nesse experimento sugerem que 0 aumento da expressao de
uma HSP sob seca e alta UVB pode estar relacionada com uma producdo maior
de energia por meio de hidrélise de ATP e a degradacdo ou a reativacdo de
proteinas danificadas, podendo evitar o enrolamento incorreto da proteina,
resultando em uma maior ou manutencao do crescimento das plantas sob esses
estresses abioticos.

A irrigacdo plena juntamente com a alta radiacdo UVB propiciou uma

maior abundancia de proteinas localizadas no cloroplasto (57%) e na parede
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celular (29%) e potencialmente relacionadas ao metabolismo hormonal,
metabolismo de energia, entre outros.

A proteina associada ao Etileno (spot 18CD) foi localizada apenas no
tratamento irrigado sob alta UVB. Sinalizacdo de etileno desempenha um papel
importante em varios aspectos do crescimento e desenvolvimento da planta (Cao
et al., 2007). O gas de etileno € horménio vegetal que regula uma série de
processos fisiolégicos durante o crescimento e desenvolvimento da planta. A
producdo de etileno no tecido vegetal em condicbes normais € relativamente
baixa, mas €é muito estimulada anteriormente a varios processos de
desenvolvimento, como a germinag¢ao das sementes, amadurecimento dos frutos,
queda das folhas e senescéncia (Abeles et al., 1992). Este hormbnio também é
sintetizado em resposta a um diversificado leque de fatores externos, como a
seca, frio, estresse salino (Morgan e Drew (1997); Predieri et al.,, 1995) e em
exposicdo a UVB (Mehlhorn et al.,, 1991). Estresses ambientais e sinais
hormonais estimulam a producdo de etileno por expressdo genética e sintese
aumentada dessas enzimas, levando, posteriormente a producdo desse
horménio. Além disso, dependendo da espécie de planta, o etileno pode também
induzir ou estimular as enzimas da via de biossintese dos flavonoides necessérias
para a producdo de fitoalexinas isoflavondides e lignificacdo da parede celular
(Ecker, 1995). Estudos recentes revelaram que, um certo niumero de vias de
sinalizacdo de UVB, desempenham um papel central nas EROS como um
segundo mensageiro, com aumentos nestes radicais, precedentes de aumentos
de outros compostos. O aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio, em
seguida, parece conduzir a sintese de alguns hormdnios, como o etileno para

mediacao dessas EROS. Os nossos resultados sugerem que plantas sob elevada



215

UVB podem induzir o aumento da sintese da proteina Receptora de Etileno,
mediado pelo aumento da producdo de ROS, produzidos em virtude dos altos
niveis de UVB.

O spot 19CD, identificado como uma proteina denominada Ferredoxina-
NADP redutase, foi exclusiva do tratamento D, irrigado sob elevada radiacao
UVB. Ferredoxina-NADP" oxidorredutase € uma enzima ubiqua, que foi
identificada em varios organismos, incluindo bactérias heterotroficas e fototréficas,
em mitocondrias e plastos de plantas superiores e algas. Principal funcéo
fisiolégica da ferredoxina no cloroplasto € o de catalisar o passo final de
transporte de elétrons fotossintéticos, ou seja, a transferéncia de elétrons a partir
da ferredoxina, reduzida pelo Fotossistema |, para NADP+ (Shin e Arnon, 1965).
Esta reacdo proporciona o NADPH necessario para a assimilacdo de CO,; em
plantas. Ferredoxinas também participam de outros processos metabdlicos de
transferéncia de elétrons como a fixacdo de nitrogénio, biossintese de
isoprendides, metabolismo de esterdides, resposta a estresse oxidativo entre
outros processos (Carrillo e Ceccarelli, 2003; Ceccarelli et al., 2004; Medina e
Gomez- Moreno, 2004); Rohrich et al., 2005; Seeber et al., 2005). Estudos com A.
thaliana concluiram que a expressao de ferredoxina em cloroplastos pode conferir
tolerdncia ao estresse térmico. Os autores desse trabalho sugerem que esta
tolerancia pode ser associada com o aumento de acido ascorbico em plantas. Em
ambientes adversos, as plantas produzem espécies reativas de oxigénio, que
podem desencadear a morte celular quando sua acumulacdo ultrapassa a
capacidade antioxidante dos sistemas de eliminacdo de ERO. Esses sistemas
funcionam nos cloroplastos, principalmente através do ciclo de &gua-agua

mediada por ascorbato, em que ascorbato é fotoreduzido por ferredoxina no
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sistema fotossintético (Lin et al., 2015). Assim, a regulagdo positiva dessa
ferredoxina nas plantas irrigadas sob alta UVB nesse experimento com cana-de-
acucar, sugere que ela pode esta envolvida também em mecanismos de
tolerancia a fotodanos causados pela UVB aumentada, possivelmente através do
equilibrio redox do pool de NADP(H) também suscetivel de regular a atividade de
transferéncia de elétrons da fotossintese, a fim de equilibrar a producéo e o

consumo de equivalentes redutores, limitando assim, a producéao de ERO.

v Efeito da UVB sob seca: C (S.R. + AUVB) x A (S.R. + BUVB)

A ATP sintase beta (Q6ENV6) foi identificada nos dois tratamentos, sob
seca com alta UVB e sob seca com baixa UVB. Essa proteina é responsiva a
estresse luminico associado ou ndo a seca e a temperatura, determinante da foto-
aclimatacdo dos cloroplastos (Jiao et al., 2004), e especificamente parece ser
regulada pela radiacdo nos comprimentos de onda azul e UVA (Christopher e
Mullet, 1994).

Foi encontrada também no tratamento A (seca e baixa UVB), uma
proteina Reveille 1 (spot 23CA), envolvida em vias de sinalizagdo ativado por
auxinas, processo de biossintese de auxinas e ritmo circadiano. Sua atividade
aumenta durante a noite e diminui durante o dia, e esta sua variacdo € uma pista
valiosa de que ele esta envolvido nestes ajustes que sao necessarios nas
transicdes dia-noite. E um fator de transcricdo que integra o relégio bioldgico e as
vias de auxina. Nao age dentro do relégio central, mas regula os niveis de auxina
livre de uma maneira especifica durante o dia. Regulador negativo de tolerancia
ao congelamento e é regulada por luz, crescimento e expanséao celular (McClung,

2014).
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Também nesse mesmo tratamento A, foi identificada de forma exclusiva a
Proteina intensificadora de reacdo de oxigénio 1 (K4FC67), spot 3CA, uma
proteina de ligacdo de clorofila a-b em folhas, responsiva a seca e a salinidade
(Pacheco et al., 2013), e reprimida em resposta a alta temperatura e a UV-B em
milho (Casati et al., 2011). E uma proteina que integra o complexo de fotélise da
agua no PS I, e também ja foi descrita como mais expressa em variedade de
cana-de-acucar tolerante a seca em condicdo de campo sem irrigacdo (Ribeiro,
2010).

A proteina Subunidade reguladora B’iota da serina/treonina fosfatase 2A
(spot 6CA), da mesma forma foi mais abunda no tratamente sob seca e baixa
UVB e, esta regula a especificidade para o substrato e o direcionamento
intracelular da fosfatase 2A, que pode ser inibida por mecanismos foto-regulados
(Rakwal et al., 2001) e controlam fosforilagéo reversivel em diversos eventos de
transducdo de sinais de em plantas (Terol et al., 2002), inclusive em resposta a
seca e aos hormoénios ABA e etileno (Chen et al., 2014).

Outra mais abundante nesse tratamento, a Proteina de membrana interna
(spot 7CA), estd envolvida na inser¢cdo/ancoramento de proteinas em
membranas, com a estruturacdo de membranas mitocondriais € com menor
sensibilidade a danos causados por choque térmico, radiacdo ultravioleta e
substéancias efetoras de PCD (Pineau et al., 2013).

Entre as proteinas mais abundantes no tratamento sob seca e alta UVB
(O, foi identificada a Oleosina 16.4 kDa (spot 34CA) que ja foi descrita em outra
graminea C4, sorgo, como responsiva a desidratacéo, estresse osmaotico e ABA,
assim como outras proteinas de parede como beta-expansina (Buchanan et al.,

BN

2005), e também ja foi relatada em respostas a estresses abidticos, vias de
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sinalizacdo de hormoénios, e varios aspectos do crescimento e desenvolvimento
da planta (Chapman et al., 2012).

A proteina associada a Fotossintese (spot 39CA), exlusiva do tratamento
C (seca e alta UVB), esta envolvida em processos biossintéticos de carotendides,
compostos estes que sdo considerados protetores por apresentarem excelente
capacidade desativadora de oxigénio singleto (Di Mascio et al., 1989). Estudos
com plantas de soja sugeriram que ambos o0s carotendides e os flavonoides
podem estar envolvidos na fotoprotecdo de UVB nas plantas, mas apenas
carotendides estdo diretamente ligados a fotoprotecdo da funcdo fotossintética
(Middleton e Teramura, 1993).

Ainda no mesmo tratamento C, a Proteina similar a ciclina H-1,
identificada apenas nesse tratamento, est4 associada a replicagcdo in vivo do DNA
e a mitose (Schuppler et al., 1998). Localizada no nucleo, regula positivamente a
abertura dos estébmatos induzido por luz e sua expressao foi significativamente
regulada negativamente por desidratacdo, sugerindo que a regulacdo positiva
dessa nas plantas pode inferir fenétipo de tolerancia a seca (Zhou et al., 2013).

A proteina Sacarose sintase esta relacionada com a degradacdo de
sacarose gue seria o principal substrato para a respiracao celular e, dessa forma,
estd diretamente relacionada com o crescimento e, certamente, com a
produtividade em acUcar. Na cana-de-acUcar, essa proteina favorece a geracao
de UDPG de sacarose para a formacdo de material da parede celular e amido
(Verma et al, 2011). A Sacarose sintase (spot 26CA) foi encontrada
exclusivamente no tratamento submetido a seca com baixa incidéncia de radiacao
ultravioleta B. A repressado dessa proteina no tratamento com exposicdo a

elevada UVB, sugere que esse estressor pode ocasionar uma diminuicdo da
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degradacdo de sacarose e, portanto, a via glicolitica pode esta sendo reduzida em
folna de cana-de-aclUcar. A sacarose serve geralmente como um composto de
transporte, transportando carbono e energia entre as células de espécies
filamentosas, bem como das plantas superiores, e € um componente de sintese
da parede celular. A atividade da sacarose sintase correlaciona-se com de
importacdo de acucar (Sung et al., 1989), sintese da parede celular (Chourey et
al., 1991) e dissipador de forca (Sun et al., 1992). A via de degradacdo de
sacarose por Sacarose sintase € favorecida particularmente sob condicdes
limitantes de energia devido a menores custos de energia globais, refletida pela
regulacdo da enzima sob privacdo de oxigénio. Sacarose sintase existe
predominantemente no citoplasma, mas estd por vezes associada com a
membrana plasmatica (Amor et al., 1995). Foi também relatado que existe uma
forma de sacarose sintase ligada a membrana em associacdo com a celulose
contribuindo para a biossintese da parede celular (Subbaiah et al., 2001). Além
disso, a sacarose sintase tem sido descrita como uma proteina chave reguladora,
e um biomarcador potencial de resposta ao estresse abidtico das plantas e, seu
acumulo tem sido relacionado na literatura sob déficit hidrico e poderia estar
relacionada com as vias bioquimicas para toleréncia a seca (Jiang et al., 2012).
Essa proteina também ja foi relatada por ocorrer muitas vezes, em resposta ao
estresse salino ou estresse osmotico e é pensado que ela pode ajudar a manter a
estrutura e funcdo da membrana (Reed et al., 1986; Hagemann e Marin, 1999). O
acumulo de sacarose sintase também ocorre como uma resposta a baixa
temperatura (Strand et al., 2003) ou seca (Yang et al., 2001). Dessa forma, essa

proteina pode ser essencial para mecanismo de tolerancia ao estresse hidrico.
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A ferredoxina-NADP redutase (spot 38CA) foi mais abundante no
tratamento C (Seca e elevada UVB). Na comparacdo anterior essa proteina
também tinha sido mais abundante em condi¢cbes de alta UVB, mas, sob
condicbes de plantas irrigadas, 0 que sugere mais uma vez que a regulacao
positiva dessa proteina pode esta associada a reposta ao estresse por alta

incidéncia de UVB.

v Efeito da UVB sob irrigacao plena: D (100%C.P. + AUVB) x B (100%C.P. +
BUVB)

A proteina associada a Lignina (spot 26DB) foi mais abundante no
tratamento onde as plantas estavam bem irrigadas sob elevada incidéncia de
UVB e, esta proteina esta diretamente envolvida no reforco da parede celular das
plantas. E uma enzima envolvida na biossintese de lignina e na sintese de
flavondides (Meyermans et al., 2000). Essa proteina catalisa a conversdo de
produtos que sdo intermediarios para a lignificacdo da parede celular (Grimmig et
al.,, 1997). A baixa regulacdo desta enzima pode indicar uma reducdo na
lignificacdo da parede celular e, consequente diminuicdo no crescimento de
plantas. Um aumento na regulacdo de uma forma dessa proteina foi relatado em
arroz sob estresses abidticos de seca e estresse por sal (Salekdeh et al., 2002).
Investigando os efeitos de estresse salino em milho Sobhanian et al. (2010),
encontraram uma baixa regulacdo de uma forma dessa proteina em plantas de
soja. No nosso estudo, o aumento da expressao dessa proteina pode indicar que
a biossintese de lignina foi refor¢cada especificamente com a formacao de ligacdes
transversas da parede celular (cross-linking), podendo reduzir a elasticidade da

parede em resposta ao aumento da radiacdo ultravioleta B e, dessa forma,
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atenuar os efeitos dos danos causados pela UVB. Plantas expostas a radiacdo
UVB sao induzidas a mudancas bioquimicas, tais como a producdo de compostos
que absorvem UVB, e a sintese dessa proteina também associada a biossintese
de flavondides, que é um desses compostos protetores (Mazza et al., 2000).
Esses compostos que absorvem a radiacao UVB alteram as propriedades opticas
das folhas, atenuando a radiacdo através dos tecidos foliares, reduzindo assim
significativamente o potencial da radiacdo em danificar macromoléculas de DNA e
proteinas, que ocorre nas células do mesofilo (Day, 1993).

A proteina ferredoxina-NADP redutase encontrada no spot 15DB, a qual
realiza a reducdode NADP" & NDPH ao final do fotossistema | (PSI), teve sua
expressao aumentada no tratamento D (irrigado sob alta UVB). Este quadro indica
gque na presenca de fotons de radiacdo ultravioleta B, a cana-de-acucar
(variedade RB8657515) parece regular potivamente a expressao dessa proteina.
Sabe-se que a Ferredoxina desempenha papel central na fisiologia da célula
vegetal, distribuindo os equivalentes redutores fotossintéticos gerados durante o
transporte de elétrons para as reacdes de consumo de elétrons do cloroplasto, e
também pode funcionar na eliminacdo do excesso de poder redutor e evitar o
descontrole sobre os estados reduzidos que ocorrem no estroma sob condi¢cdes
de estresse. H4, no entanto, relatos de que a interceptacdo de elétrons no PSI,
provocado por alguns fatores de estresse abibticos, paralisa a reducdo da
ferredoxina, assim interferindo na reducdo do NADP+ a NADPH no estroma o
qual seria ultilizado no ciclo de Calvin para reduzir CO, (Taiz e Zeiger, 2009).
Como consequéncia, também ha a formacgéo de EROs, as quais causam estresse
oxidativo, o0 que provoca danos em membranas, proteinas e degradacdo da

clorofila (Oliveira Jr et al., 2011).
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J& a maior abundancia da glutamine sintetase (spots 22DB e 23DB) nas
plantas irrigadas com baixa radiacdo em relacdo as plantas irrigadas com alta
radiacdo ndo era esperada, uma vez que essa enzima ja foi reportada em estudos
onde indicam que o maior acumulo desta proteina estava relacionado a
mecanismos de protecdo contra os danos causados por UVB (Srivastava et al.,
2002; Bray et al., 2000).

Da mesma forma, também ndo era esperada uma maior regulacdo da
Proteina Tirosina-fosfatase quinase 1 no tratamento B (irrigado e baixa UVB).
Essa proteina é reportada na literatura envolvida na tolerancia de alguns
estresses ambientais, como a UVB (Kalbina e Strid, 2006). As plantas possuem
mecanismos para se defenderem contra determinados tipos de estresses, através
da transducdo de sinal, via mecanismos de fosforilacdo e desfosforilacdo de
proteinas quinases que podem ativar genes/proteinas de defesa. Alguns trabalhos
mostram a participacdo de proteinas fosfatases em mecanismos de regulacao de
vias de sinalizacéo ativadas por estresse em plantas (Luan, 2003).

Proteinas 2 de ligacdo a clorofila a-b foi detectada exclusivamente no
tratamento D (irrigado com alta UVB). Grande parte das clorofilas das células
vegetais esta envolvida com a absorcao da energia luminosa e transferéncia para
os centros de reacdo fotoquimica. Estas clorofilas antena sdo ndao-
covalentemente ligadas a proteinas especificas para formar complexos clorofila-
proteina. As proteinas de ligacdo as clorofila a-b sédo codificadas por uma grande
familia de genes nucleares, que apos serem sintetizadas pelos ribossomos séo
direcionadas para as membranas dos tilacoides (Green et al., 1991). Um dos
primeiros e mais conhecidos complexos protéicos de ligacao a clorofila é o LHCII

(Light-Harvesting complex of photosystem Il), que representa quase metade


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shrivastava%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25997677

223

desses complexos de ligacdo e € particularmente importante pelo seu
envolvimento na capacidade de adaptacédo das plantas a curtos e longos periodos
de intensidade luminosa e temperatura (Anderson e Anderson, 1988). Bassi et al.
(1997), observaram maior expressao em subunidades de LHCII, relacionando
estas proteinas a mecanismos de tolerancia a estresse. Em trabalhos com
Arabidopsis, Johnson et al. (2007) observaram que elevados niveis de zeaxantina
na fracdo oligomérica de LHCII protegeram as plantas contra danos causados por
estresse oxidativo, como peroxidacdo de lipideos e fotoinibicao de clorofilas.
LHCII pode atuar como dissipador do excesso de energia de excitacdo durante
estresse térmico e dessa forma pode representar um mecanismo de tolerancia
das plantas (Tang et al., 2007).

A Proteina intensificadora de reacao de oxigénio 1 (spot 28DB), foi mais
abundante em plantas irrigada sob alta UVB (tratamento D). Uma proteina que
integra o complexo de fotdlise da agua no PS I, e diferentemete do nosso estudo,
essa proteina foi descrita como mais expressa em variedade de cana-de-acucar
tolerante a seca em condi¢do de campo sem irrigacao (Ribeiro, 2010).

A proteina responsiva a Horménio foi mais abundante nas plantas
irrigadas sob elevada UVB (D) e € reportada como uma proteina que responde a
estimulos de luz e também uma proteina que pode catalisar a sintese de
conjugados de acido indol-3-acético (IAA), fornecendo um mecanismo para a
planta lidar com a presencga de auxina em excesso. O IAA induz a expresséo de
proteinas de expansinas, proteinas que afrouxam a parede da célula. Esse
afrouxamento da parede celular é a chave para o crescimento das plantas, mas
também pode tornar as plantas mais vulneraveis a patégenos (Ding et al., 2008).

Em um estudo com mutantes de A. thaliana, Hectors et al. (2012), verificaram que
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o fitohorménio auxina desempenha um papel na aclimatacdo de UVB, regulando a
concentracéo de flavondides, padrao de glicosilacdo de flavondides e controlando

respostas morfogénicas induzidas por UVB.

v Efeito do Estresse Hidrico sob baixa UVB: A (S.R. + BUVB) x B (100%C.P.
+ BUVB)

Na comparacdo A x B, foram identificadas quatro proteinas: trés mais
abundantes no tratamento A (seca e baixa UVB) e apenas uma proteina foi
identificada no tratamento B (irrigado com baixa UVB).

Uma proteina de ligagcdo ao RNA fita dupla 1 (spot 4AB) foi encontrada
como mais abundante no tratamento B, que estd relacionada a producdo de
MiRNA e siRNA desencadeadores de silenciamento génico e viral, e que interage
com fosfatases para regulacdo de sileciamento por metilacdo da cromatina em
resposta a estresses abidticos por choque osmdtico, frio e ABA (Jeong et al.,
2013). Essa proteina também esta envolvida em resposta de defesa contra
patégenos (Barber, 2009) e na resposta a auxina (Ueda et al., 2008).

No tratamento ainda com baixa UVB sob seca (A), foram identificadas
como DEPs uma proteina de funcédo ainda desconhecida (spot 25AB), e uma
proteina associada a proteina 1C de ligacdo ao oxiesterol (spot 19AB). Esta atua
no transporte de lipideos esterdis, com participacdo em interagcdes com virus e é
fosforilada em transducédo de sinais (Skirpan et al., 2006). Em plantas, os esterois
possuem funcdo essencial na manutencdo da composicdo e integridade da
membrana plasmatica, onde se acumulam, na biossintese de esterois e na
formacdo das estruturas da parede celular. O total de genes distintos

codificadores para proteinas de ligacdo ao oxiesterol de plantas em genomas de
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plantas conhecidos varia de seis (arroz) a doze (Arabidopsis), e cada forma é
especificamente responsiva a fatores ambientais diferentes, inclusive intensidade
luminosa e outros estresses abioticos e bidticos. A isoforma 1C é especificamente
induzida por alta intensidade luminosa, ozbnio e estresse osmotico (Umate,
2011).

A proteina Lactoilglutationa liase/Glioxalase | (spot 30AB) foi regulada
exclusivamente no tratamento sem rega sob baixa UVB. Desde a sua descoberta
ha 100 anos, varias funcdes foram atribuidas as glioxalases, mas, nas plantas, o
seu envolvimento na resposta ao estresse e tolerancia é o papel mais
amplamente aceito. As glioxalases nas plantas emergiram como familia
multigénica e esta expansao € considerada como sendo importante do ponto de
vista da manutencdo de uma maquinaria robusta de defesa nestas espécies
sésseis. Glioxalases sdo conhecidas por serem diferencialmente regulados sob
condicbes de estresse e sua expressdo regulada positivamente em plantas
confere tolerdncia a varios estresses abidticos (Kaur et al., 2014). Enzimas
dependentes de glutationa, como a glioxalase |, desempenham papel importante
na luta contra o estresse através do sistema homeostéatico e desintoxicacdo de
subprodutos toxicos produzidos em grandes quantidades, sob condi¢cdes de
diferentes estresses abioticos (Molla et al., 2014). Nossos resultados sugerem um
papel importante de (glioxalase | conferindo tolerancia para as

plantas sob condi¢des de estresse hidrico.

Ontologia génica (GO)

A categorizacdo associada a processo biologico permitiu observar que a

elevada radiacédo ultravioleta B em associacdo a seca parece promover em um
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maior investimento na fotossintese (54%), necessaria para a producéo de energia
e utilizada em diversos processos celulares (Figura 25). A taxa fotossintética de
muitas espécies de plantas pode ser reduzida por aumento da exposicdo a
radiacdo UV-B, porém ja ha casos em que as plantas aumentam ou mantém
inalterada a taxa de fotossintese sob elevada UVB (Teramura e Ziska, 1996). No
nosso estudo, esse resultado coincide com a maior taxa de fotossintese obtida
nas plantas sob seca e alta UVB em compara¢do as mesmas plantas sob baixa
UVB (Figura 17D). As proteinas relacionadas ao metabolismo de RNA e de
proteinas foram diminuidas com o aumento da UVB. J& as proteinas associadas
ao metabolismo de lipidios foram mais frequentes nessas condicfes de estresse
sob alta UVB, sugerindo que o estresse produzido por esse fator pode provocar
uma séria de alteracbes nas plantas, como o aumento da sintese de proteinas
relacionadas aos lipidios. A sintese de lipideos é uma fungéo essencial a todos os
organismos vivos, pois envolve a formacdo de depdsitos ricos em energia,
constituintes de membranas, pigmentos, cofatores, transportadores e hormdnios,
dentre outros (Singh, 2002).

Quando bem irrigadas, sob elevada UVB, as plantas apresentaram uma
reducdo na frequéncia de proteinas relacionadas ao metabolismo de nitrogénio e
de proteinas, em comparacao as plantas hidratadas sob baixa UVB. Mas nessas
mesmas condi¢cdes de alta UVB, observou-se um aumento na frequéncia de
proteinas associadas ao metobolimo de hormdnios, metabolismo secundario e a
fotossintese. Reforcando mais uma vez que, proteinas relacionadas a
fotossintese parecem ser mais frequentemente acumuladas nas plantas sob

elevada UVB (Figura 26).
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Quando ambas estavam submetidas a alta incidéncia de UVB, irrigadas
ou sob seca, as plantas apresentaram reducdo na frequéncia de proteinas
relacionadas a fotossintese, metabolismo de RNA, transporte, metabolismo de
proteinas e metabolismo de horménios em situacdo de seca e elevada UVB. E
nessa mesma situacao de déficit hidrico e elevada UVB, verificou-se um aumento
na frequencia de proteinas associados ao metabolismo de nitrogénio e de
estresse (Figura 27). As células de todos os organismos respondem a uma
variedade de condicdes estressantes através da expressdo de uma série de
proteinas (Locke et al., 1990).

Com a anadlise quantitativa (ndo-estatistica) apresentada nas Figuras 25,
26 e 27, foi possivel verificar objetivamente, conforme nomenclatura padronizada
de GO para plantas e em relacdo a condicdo de baixa UVB, que nas plantas
submetidas a seca e alta intensidade de UVB houve reducdo das ontologias
associadas ao metabolismo de reacdo a luz, transducéo de sinais, estabilizacao
do fotssistema Il e aumento das ontologias associadas a respostas a fatores
abidticos e bidticos, comparado ao tratamento das plantas sob seca e baixa UVB.
Por outro lado, nas plantas irrigadas sob alta UVB foi verificado aumento na
guantidade de ontologias associadas a respostas a fotossintese, estabilizacdo do
fotossistema I, resposta a estresses bidticos, entre outros, confirmando o efeito
da UVB em diversos processos bioldgicos favoraveis as plantas no sentido de
protecdo contra os fotodanos. Quando se comparou as plantas irrigadas sob alta
UVB e plantas sob seca e alta UVB, verificou-se um aumento de ontologias
asoociadas a respostas a estresses bioticos e abioticos, estimulo de luz, entre

outros nas plantas sob déficit hidrico e elevada UVB.
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6.5 CONCLUSOES

O proteoma de cana-de-acUcar enriquecido para parede celular mostrou-
se significativamente responsivo aos fatores de estresse abiotico, décifit hidrico

severo e radiacdo UVB, de maneira independente e também conjunta;

As proteinas diferencialmente acumuladas identificadas podem estar
associadas a mecanismos de regulacdo génica, ligadas as variacdes fisiologicas
e metabdlicas detectadas, potencialmente responsaveis pela tolerancia ao déficit

hidrico severo e a radiacao UVB;

Metabolismo antioxidante e processos de estruturacdo da parede celular
sdo fundamentais na adaptacdo da cana-de-acUcar ao estresse simultaneo por

seca e UVB;

A aplicabilidade dos marcadores moleculares funcionais identificados
nesse trabalho no contexto do melhoramento genético e biotecnoldgico de cana-

de-acucar depende da validacao experimental dos resultados obtidos.
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7. Discussao Geral

A exposicao de plantas de cana-de-acucar (RB867515 e RB92579) para o
reforco da radiacdo ultravioleta B (UVB) e seca afetou negativamente e
significativamente o processo da fotossintese, incluindo assimilacdo de CO; (A), a
condutancia estomatica (gs) e a taxa de transpiracdo (E). No entanto, a amplitude
dos efeitos de ambos os fatores de estresse era dependente das interacdes.
Ambos, seca severa e radiacdo UVB reduziram a condutancia estomatica e
alterou as limitacBes aparentes para capacidade fotossintética, transpiracdo e
eficiéncia do uso da agua, com excecdo da variedade RB867515, que nessas
condicbes de alta UVB e seca severa apresentou respostas superiores
comparadas a RB92579, inferindo a possibilidade da RB867515 possuir
mecanismos mais eficientes de tolerancia comparados a RB92579.
Mascaramento dos efeitos do estresse hidrico na presenca de radiacdo UVB pode
ser em parte devido a ajustes na anatomia (espessamento da folha) ou alteracdes
bioquimicas (acumulacdo de pigmentos) a seca que aparentemente também
protegem as plantas da radiacdo UVB. Ja o estresse hidrico moderado imposto
juntamente com a UVB, ndo proporcionou efeitos significativos sobre a
fotossintese. Na taxa de transpiracdo e condutancia estomatica os estresses
aplicados néo foram capazes de provocar alteracdes nessas variaveis e, somente
se diferenciaram quanto ao comportamento entre as cultivares avaliadas, onde a
RB867515 se mostrou superior a RB92579.

Pesquisas sobre a importancia das enzimas antioxidantes no sistema de
defesa em cana-de-acUcar sob diferentes condi¢cdes de estresses tém recebido
atencdo de varios colaboradores na busca da melhor compreensdo da atuacao

dessas enzimas no sistema de defesa contra o estresse oxidativo. Os dois
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experimentos (estresse hidrico moderado e estresse hidrico severo, juntamente
com dois niveis de UVB), apresentaram respostas divergentes para algumas
variaveis analisadas. Essa resposta diferencial pode ser devido a intensidade do
estresse aplicado, que foi distinto entre os dois estudos. Quando sob estresse
hidrico moderado, a variedade RB92579 apresentou uma peroxidacao lipidica
superior sob alta UVB comparada a variedade RB867515, diferentemente do
observado no experimento com estresse hidrico severo. No entanto, a RB867515
se mostrou mais estavel, ndo mostrando alteracdes significativas no teor de
peréxido de hidrogénio e no nivel de peroxidacéo lipidica quando se aumentou a
intensidade de UVB. No primeiro estudo (estresse hidrico moderado) verificou-se
que a alta radiacdo UVB promoveu processo lipoperoxidativo nas membranas
foliares, independente do regime hidrico. Ja no segundo estudo (estresse hidrico
severo), os dados obtidos demostraram que 0 estresse hidrico severo provocou
danos mais graves as membranas do que a alta radiacdo UVB, danos esses,
avaliados como mudancas no conteudo de MDA.

De maneira geral, os estresses impostos nos dois estudos provocaram
alteracdes significativas no proteoma da fracéo enriquecida de parede celular nas
folhas de cana-de-acucar (RB867515). No estudo com estresse hidrico
moderado, todas as proteinas identificadas como preditas da parede celular
vegetal e/ou potencialmente envolvidas em estruturas extracelulares, foram mais
abundantes sob alta incidéncia de radiacdo UVB. Destas, duas se destacaram por
terem sido expressas sob elevada UVB nos dois experimentos: a Proteina
associada a Lignina e a Proteina de Choque Térmico. A primeira é constituinte da
parede celular e desempenha um papel importante na biossintese de lignina e

flavondides, sugerindo um papel desta na protecdo e defesa contra os danos
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causados pelos altos niveis de UVB. E a segunda, proteina de Choque Térmico,
por protecdo de células e dobramento de proteinas quando expostas a niveis
elevados UVB. Outras proteinas foram expressas nas condi¢cdes de seca e alta
UVB, especialmente envolvidas em defesa celular, reposta a estresses abioticos,
transducéo de sinais, entre outros.

Na literatura sdo escassos 0s relatos de trabalhos que relacionem UVB e
estresse hidrico, assim como, trabalhos que mencionem esses fatores de
estresses potencialmente envolvidos em mecanismos de respostas na parede
celular. Em cana-de-acUcar ndo ha relatos de estudos sobre os efeitos do
aumento da radiacdo UVB concomitante a seca. Dessa forma, salienta-se a
importancia dos resultados obtidos nesse estudo tracando um perfil protéico
produzido diferencialmente em fracGes enriquecidas de parede celular de cana-
de-acucar, bem como, as respostas obtidas do sistema antioxidativo e fisioldgico,
potencialmente associados aos mecanismos de resposta por estresse de

radiacdo ultravioleta B e seca, simultaneamente.
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8. Conclusdes Gerais

A exposicdo a alta UVB e seca ocasionou estresse oxidativo em plantas
de cana-de-acUcar, porém a resposta do sistema antioxidante ao estresse hidrico
e UVB variou em fungéo das variedades e enzimas analisadas e, da intensidade
do estresse hidrico imposto;

A variedade RB867515 apresentou mecanismos de protecdo de danos
causados por elevacédo de UVB, de tal forma que, a aplicacdo da radiacédo UVB
em conjunto com a seca demonstrou efeitos protetores através da reducdo ou
manutencdo da intensidade da peroxidacdo lipidica causada, bem como na
manutencdo das taxas fotossintéticas, transpiratoria e na eficiéncia do uso da
agua;

Os estresses por seca e UVB, promoveram alteragdes significativas no
proteoma da fracdo enriquecida de parede celular;

A Proteina associada a Lignina e a Proteina de Choque Térmico, entre
outras identificadas nesse estudo se revelam como promissoras para o
desenvolvimento de biomarcadores moleculares funcionais para a identificacéo e

desenvolvimento de variedades tolerantes ao estresse hidrico e UVB.
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