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RESUMO: Stylosanthes scabra é uma planta pertencente a familia das leguminosas
com importancia econdmica devido ao uso na agropecudria como forragem animal. No
atual cenario de mudancas climaticas globais, a ocorréncia de secas duradouras
compromete a produtividade das plantas cultivadas. Dessa forma, as andlises das
proteinas envolvidas na resposta ao déficit hidrico podem auxiliar no entendimento dos
mecanismos de defesa da S. scabra quando exposta a esta condicdo. Plantas de S.
scabra foram submetidas ao déficit hidrico pelo periodo de 6 e 24 h apés supressao de
rega, e para cada tempo dois tratamentos foram utilizados: o irrigado e sob déficit
hidrico. Foi realizada a extracao de proteinas soliveis das raizes, em triplicata utilizando
método fendlico. Apés quantificagdo, as amostras foram submetidas a focalizagdo
isoelétrica (fitas dry-strip de 13 cm, pH 3-10, Sistema IPGphor III) seguida de
eletroforese bidimensional em SDS-PAGE 12,5%. Os géis foram digitalizados e as
imagens analisadas (Image Master 2D Platinum v.7.05; GE Life Sciences) para a
selecdo dos spots diferenciais (ANOVA < 0,05; ratio > 1,5). Apés digestdo com tripsina,
os peptideos foram analisados via espectrometria de massas (MALDI-ToF/ToF) e as
proteinas correlatas foram presumivelmente identificadas por meio do programa Mascot
contra base de dados Swissprot. Foram observadas 195 proteinas diferencialmente
acumuladas, das quais 92 ja foram identificadas. As proteinas identificadas como
envolvidas na resposta a seca sdo promissoras para o desenvolvimento de
biomarcadores moleculares funcionais visando auxiliar a selecio de acessos mais
tolerantes ao déficit hidrico.

PALAVRAS-CHAVE.: Estresse abiotico; SDS-PAGE; Eletroforese bidimensional.

INTRODUGCAO: Stylosanthes scabra Vogel (Fabaceae) é uma leguminosa de habito
herbaceo, nativa do semiarido brasileiro, sendo amplamente cultivada em ambientes
tropicais e subtropicais (WILLIAMS et al., 1984; CAMERON et al., 1996, COSTA,
2015). Apresenta alta plasticidade frente aos fatores abidticos, ocorrendo desde o
agreste até o semiarido do Nordeste do Brasil (FAO, 2017). Destaca-se como uma das
espécies de importancia econdomica, principalmente devido a sua capacidade de
restaurar a fertilidade e melhorar as propriedades fisicas do solo, além de fornecer
cobertura vegetal permanente, por apresentar tolerancia a seca (NAGAICH et al., 2013),
tornando-se alternativa para a melhoria da fertilidade em pastagens consorciadas com
gramineas. Por outro lado, espécies do género Stylosanthes destacam-se pela sua
relevancia na atividade agropecudria, principalmente devido seu alto potencial
forrageiro, tanto para a alimentacdo de gado de corte, como para produgao leiteira nas
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sides tropicais e subtropicais, além de ser bastante produtiva, cmﬁ" i
I 5|Npm1c1ona1 significativa, tendo 10% de proteina bruta. Muitas espécies ainda apresentam

‘caracteristicas de adaptacdo ao semiarido brasileiro e tolerancia as condig¢Oes bidticas e
abidticas, sendo algumas ainda pouco exploradas comercialmente (AYARZA et al.,
1997; BARCELLOS et al., 2001; COSTA, 2006). Dentre os maiores desafios na
producao de rebanhos estd a deficiéncia de forrageiras produtivas e de alta qualidade
nutricional, fator esse que é agravado pelos longos periodos de seca e exploracdo
indiscriminada dos recursos forrageiros nativos (ARAUJO FILHO, 2013). Além disto, a
extensao agricola para cultivos destinados a producdao de grdos e gramineas para a
composicdo de pastagens, tem se intensificado, principalmente pelo aumento da
demanda por alimentos e matéria-prima para alimentacdo de animais. Assim, mudanga
na vegetacdo natural, por pastagens cultivadas no cerrado, por exemplo, criam
mudangas ambientais ainda mais importantes e problematicas desse ecossistema
(HORVATHY NETO et al., 2012). A busca por genes e produtos génicos com novas
caracteristicas em espécies de importancia agricola, biotecnologica e nativas podera
trazer grandes avancos no melhoramento genético desta e de outras leguminosas. E cada
vez mais necessario um melhor entendimento dos mecanismos de resposta das plantas
em nivel celular e molecular frente a tais condicdes ambientais adversas. As
observacoes de expressao génica em nivel transcricional podem fornecer informagoes
importantes sobre o pool génico que € transcrito em determinado organismo (CHEN e
HARMON, 2006). Para estudos onde a compreensao de mecanismos de resposta ao
estresse é 0 objetivo, a principal abordagem deve ser direcionada a analisar diferentes
niveis de estresse, viabilizando a identificacdo de padrdes de expressdo de genes e
proteinas codificadas como responsivas ao fator de estresse (SENGUPTA et al., 2011).
Neste contexto, a protedmica comparativa apresenta-se como uma alternativa adequada
e promissora para analises globais de expressdao génica em nivel traducional e pos-
traducional, mais proxima do fenotipo (CANOVAS et al., 2004; PACHECO et al.,
2013). Assim, objetivo deste estudo foi identificar proteinas da raiz de Stylosanthes
scabra submetida ao déficit hidrico.

METODOLOGIA: As plantas foram cultivadas em casa-de-vegetacdo. Apds quatro
meses de cultivo, as plantas foram categorizadas em dois tratamentos: controle e o
déficit hidrico. As plantas do tratamento controle receberam irrigacdo durante todo o
experimento, ao passo que as plantas do outro tratamento foram submetidas ao déficit
hidrico progressivo, por um periodo de 6 h e outro de 24 h, cada um com seu respectivo
controle. A parte aérea e radicular foram coletadas separadamente, congeladas com
nitrogénio liquido e armazenadas em -80 °C. De acordo com resultados fisiologicos e
bioquimicos prévios (Araujo et al., dados ndo publicados) os tempos de 6 h e 24 h
foram selecionados para analise protedmica. Foi observado que a assimilagao liquida de
CO, e a condutancia estomatica apresentaram reducdo significativa ja com 6 h de
supressdo de rega e os teores de carboidratos, aminoacidos, proteinas e prolina
apresentaram aumento nas raizes a partir de 24 h, assim selecionamos o tecido radicular
para extra de proteinas. O método utilizando fenol (HURKMAN e TANAKA, 1986) foi
usado para extracdo das proteinas de S. scabra, com poucas as modificacdes. A solucdo
proteica, foi quantificada pelo método Bradford (1976), e a integridade das proteinas foi
verificada em SDS-PAGE em gel a 12 %. Foi realizada a focalizacao isoelétrica
utilizando fitas de pH 3-10 linear, com 13 cm para 500 pg de proteinas. Em seguida as
proteinas foram separadas em gel 12,5 % (em placas de poliacrilamida vertical) e os
géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue G-250. Os géis 2D-PAGE foram
digitalizados e as imagens foram analisadas com o software ImageMaster 2D Platinium
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{DAPs). Os spots selecionados com variacao significativa entre os tratamentos foram
excisados e submetidos a digestdo utilizando tripsina, de acordo com protocolo
especificado por (WEBSTER e OXLEY, 2005) com algumas modificacdes. Em seguida
as amostras foram submetidas ao espectrometro de massas MALDI-ToF/ToF AutoFlex
II. A identificacdo presumivel dos espectros de massa (MS e MS/MS) obtidos na
analise dos peptideos foi realizada com uso dos programas Mascot
(http://www.matrixscience.com/search_form_select.html) e SearchGUI (VAUDEL et
al., 2011). No Mascot foram utilizados os bancos de proteinas Viridiplantae, Bacteria e
outra identificacdo complementar foi realizada, através de versao privada do programa
Mascot, disponibilizada em colaboracdo com o Centro de Protedmica Avancada da
Universidade de Washington, Seattle, EUA. Para o SearchGui foi utilizado como base o
proteoma de referéncia de Medicago truncatula, disponivel no UniProt.

RESULTADOS E DISCUSSAO: Na analise comparativa entre os tratamentos das
imagens digitalizadas para o tempo 6 h, foram detectados 110 spots com variagdo
significativa. Obteve-se 60 spots exclusivos do tratamento irrigado, 11 exclusivos do
tratamento com déficit hidrico e 39 spots comuns a ambos, destes sendo 32 mais
acumulados no tratamento com déficit hidrico e sete no irrigado. Nos géis de 24 h, 85
spots foram estatisticamente variaveis, sendo sete exclusivos do tratamento irrigado, 45
exclusivos do tratamento sob déficit hidrico e 33 spots comuns a ambos os tratamentos,
onde 22 foram mais acumulados no tratamento sob déficit hidrico e 11 no irrigado. Apds
analise por MS, das 195 proteinas diferencialmente acumuladas totais (incluindo 6 e 24
h), até o momento foram identificadas 92 DAPs, 58 para o tempo de 6 h e 34 para o
tempo de 24 h. Dentre as proteinas identificadas, destacamos a proteina de resisténcia a
doencgas, NBS, que apresenta repeticdes ricas em leucinas (LRR). Alguns estudos
relatam a regulacdo da expressao destes genes através da exposicao aos estresses
abiodticos como seca e salinidade em Nicotiana benthamiana (LI et al., 2017). Outra
proteina identificada neste trabalho foi a proteina de detoxificacao, que ja foi relatada
em Arabidopsis, apresentando funcao no transporte de alcaloides derivado de plantas,
antibidticos e compostos toxicos e metais pesados como o cadmio (LI et al., 2002). A
DEAD-box RNA helicase também identificada, é relatada em estudos sobre regulagao
de genes nas plantas frente aos estresses abioticos em Arabidopsis thaliana (KIM et al.,
2008) e estresse salino em arroz (TUTEJA et al., 2013). Outra proteina que apresenta
destaque é a proteina tipo dissulfeto isomerase, que apresenta fun¢des na via redox a
base de tiorredoxina e faz parte do sistema de defesa antioxidante. Em estudo realizado
com genatipos de soja submetidos ao estresse salino, esta proteina apresentou-se como
integrante do conjunto de proteinas responsivas ao estresse (MA et al., 2012). As plantas
utilizam vias de sinalizacdo comuns para resposta a diferentes fatores de estresse, ou
tolerancia cruzada, permitindo que a exposi¢do a um tipo de condi¢do atue na regulagdo
de genes envolvidos na resposta a outras condicOes, tanto de tolerancia a estresses
abiéticos quanto bidticos (VELAZQUEZ et al., 2011; FOYER et al., 2016). As plantas,
quando sdo submetidas as condi¢Oes de estresse, apresentam alta capacidade de
homeostase, mas essa resposta depende da intensidade do estresse, do tempo de
exposicdo e do numero de eventos de estresse (CHAVES et al., 2009). Estudos tém
demonstrado que, quando a planta sofre uma exposicdo prévia a um estresse, ela tem a
capacidade de responder mais rapido e com mais vigor a um evento de estresse
recorrente, esse fendmeno é conhecido como hardening (WALTER et al., 2011). Isso
implica que as plantas tém a capacidade de memodria (stress imprint) que é resultado de
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CONCLUSOES: Acredita-se que o fendmeno hardening faca parte do “arsenal” de S.
scabra em respostas aos estresses, ja que como foi observado, o nimero de proteinas
ligadas a eventos de estresse é considerado, em um curto periodo de supressdao de rega
(6 h). Essas proteinas identificadas, especialmente as envolvidas na resposta aos
estresses abioticos, se revelam como promissoras para o desenvolvimento de
biomarcadores moleculares funcionais para a identificacdio e selecdo de acessos
tolerantes ao déficit hidrico.
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