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RESUMO

A demanda por fibras de algoddo colorido tem crescido em nivel internacional,
motivada especialmente pelo apelo ecologico que o manejo proporciona, além da
geracao de emprego e renda. No entanto, o aumento na incidéncia de radiacao
ultravioleta-B  (UVB) promove diversas respostas mediadas por processos
fotomorfogenéticos nas plantas. Contudo, as plantas respondem a radiacdao UVB por
meio de adaptacbes morfologicas e fisiolégicas, mas os mecanismos celulares e
moleculares que controlam essas adaptacoes sao pouco conhecidos. Objetivou-se com
este trabalho identificar proteinas produzidas diferencialmente em folhas de duas
cultivares de algodao colorido submetidas a radiagao UVB. Plantas com 60 dias apos a
germinacao foram submetidas aos seguintes tratamentos: I- BRS Rubi com UV
ambiente; II- BRS Rubi com UV ambiente + UVB adicional; III- BRS Verde com UV
ambiente; IV- BRS Verde com UV ambiente + UVB adicional. Apés seis dias, folhas
foram coletadas e maceradas em N, liquido. A extracdo de proteinas totais foi realizada
utilizando o método com TCA 10% e fenol modificado. As amostras foram
quantificadas pelo método de Bradford e separadas em gel SDS-PAGE (12%). As
bandas foram excisadas, submetidas a digestdo com tripsina e em seguida analisadas em
espectrometro de massas. Foram identificadas proteinas envolvidas no metabolismo de
carboidratos e de proteinas, fotossintese, relacionadas com o crescimento, defesa e
protecdo contra fatores de estresse oxidativo. Os resultados obtidos poderdo ser tteis
como biomarcadores funcionais auxiliares na selecio de variedades com maior
tolerancia a radiacdo UVB, contribuindo com o programa de melhoramento genético do
algodoeiro.

PALAVRAS-CHAVE: Malvaceae; Gossypium hirsutum; UVB; SDS-PAGE; Estresse
abiotico.

INTRODUCAO
O algodao planta dicotiledonea, pertencente a familia Malvaceae e género Gossy-
pium é a cultura de fibra téxtil mais importante do mundo e fornece a maior parte da fi-
bra usada na industria téxtil (NIU et al., 2018). O algodao naturalmente colorido possui
fibra natural, dispensando o processo de tingimento quimico e reduzindo os custos e 0s
problemas ambientais acarretados pela deposicdao de residuos téxicos, sendo assim,
agrega valor aos produtos da industria téxtil por atender a uma demanda do mercado
agroecologico (CARVALHO et al., 2011; CARVALHO et al., 2014).
No entanto, as plantas estdao expostas a varios estresses ambientais que afetam de
maneira negativa seu crescimento, metabolismo e produtividade. Seca, salinidade,
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itk e o ka2 012).

As plantas submetidas a estresses ambientais desencadeiam varios mecanismos
fisiol6gicos e bioquimicos, a fim de minimizar ou evitar os danos celulares (TAIZ et al.,
2017). As plantas respondem a radiagdo UVB por meio de adaptagdes morfologicas e
fisiologicas, mas os mecanismos celulares e moleculares que controlam essas
adaptacoes sao pouco conhecidos (RODRIGUES et al., 2016).

Entretanto, pouco se conhece sobre as proteinas de algoddao naturalmente
colorido diferencialmente acumuladas em condicdes de estresse bi6tico ou abiotico, que
podem ser identificadas por anélise prote6mica. Sendo assim, objetivou-se com este
trabalho identificar proteinas produzidas diferencialmente em folhas de duas cultivares
de algodao colorido submetidas a radiacao UVB.

METODOLOGIA

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Algodao,
Campina Grande, PB, no periodo de junho a setembro de 2017. Sementes das cultivares
BRS Rubi e BRS Verde foram semeadas em bandejas e 15 dias apds a germinacdo, as
plantulas foram transplantadas para vasos contendo solo adubado com niveis adequados
de macro e micronutrientes, sob condicoes de fotoperiodo natural.

Plantas com 60 dias ap6s a germinacao foram submetidas aos seguintes
tratamentos: I- BRS Rubi com UV ambiente (controle); II- BRS Rubi com UV ambiente
+ UVB adicional (estresse); III- BRS Verde com UV ambiente (controle); IV- BRS
Verde com UV ambiente + UVB adicional (estresse).

Como fonte de radiacdo UVB foram utilizadas oito lampadas fluorescentes de 40
W (TL 40W/12 RS SLV; Philips) fixadas em estrutura metdlica com sistema de roldanas
para regular a distancia entre as lampadas e o topo das plantas. As lampadas foram
dispostas 40 cm acima dos vasos e estes foram separados com uma cortina de poliéster
para impedir a passagem lateral de UVB para os tratamentos controles (Figura 1). As
lampadas UVB foram envoltas com acetato de celulose (0,10 mm de espessura; Grafix
Plastics) para bloquear a radiagdo UVC (A < 280 nm) (Figura 1).
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Apbs seis dias, folhas foram coletadas e maceradas em N liquido. A extracdo de
proteinas totais foi realizada utilizando o método com TCA 10% e fenol modificado,
conforme Hurkman e Tanaka (1986). Os extratos proteicos foram quantificados pelo
método de Bradford e separadas em gel SDS-PAGE (12%).

Os géis foram escaneados e as bandas que apresentaram maior variagao
quantitativa na comparagdo UV ambiente x UV ambiente + UVB adicional foram
excisadas, submetidas a digestdo com tripsina e em seguida analisadas em
espectrometro de massas AutoFlex III ToF/ToF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha),
baseado na ionizagdo por dessorcao a laser assistida por matriz (MALDI/ToF).

A identificacdo das proteinas foi realizada pela andlise dos espectros através do
software Mascot (matrixscience.com) contra base de dados Swissprot e unidade
taxonomica Viridiplantae. Ap6s a identificacdo das proteinas, os acessos foram
submetidos ao banco de dados Uniprot (http://www.uniprot.org/) para definicdo de sua
funcao molecular e processo biolégico.

RESULTADOS E DISCUSSAO
No presente estudo, observou-se no gel SDS-PAGE bandas definidas em todos
os tratamentos. A andlise da intensidade de bandas entre tratamentos permitiu identificar

diferencas quali-quantitativas que podem refletir variagdes no proteoma em resposta a
radiacdao UVB (Figura 2).
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Figu
ra 2. Gel SDS-PAGE de dois genétipos (BRS Rubi e BRS Verde) de algodao
naturalmente colorido submetidos a radiagdo UVB. Marcador de proteinas de baixo
peso molecular (GE Low Marker).

A anotacdo presumivel permitiu a identificacdio de proteinas associadas a
respostas da planta a radiagdio UVB. Foram identificadas proteinas envolvidas com
diversos processos biologicos, tais como: metabolismo de carboidratos e de proteinas,
fotossintese, relacionadas com o crescimento, defesa e protecdo contra fatores de
estresse oxidativo (Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo das proteinas diferencialmente expressas em folhas de algodao
naturalmente colorido (BRS Rubi e BRS Verde) através de gel SDS-PAGE e
espectrometria de massas.

Banda* Identificacio  Score Proteina Localizacao Funcao
Subcelular
Ribulose-1,5-
RB2.9C AAL92882.1 83 bisfosfato Cloroplasto Fotorrespiragdo
carboxilase
RB43C  DF257 ARATH 32 Defensina 257 Parede Defesa
celular
Quinase ~
RB 4.24 C CDPKG_ORYSJ 52 dependente de Membrana Trans:ii:gla 0 de
calcio 16

RB7.10E H2B9 ORYSI 34 Histona H2B.9 Nucleo Ligacdo de




DNA

Ycf4 fotossistema

M RB 7,00 F YCF4_AEGTA I Cloroplasto Fotossintese = at
VD 8.2 C GRC13_ORYS) 34 Glutaredoxina- Cltoglasma e Trans'pone de
C13 ntcleo elétrons
Polifenol oxidase Processo
VD 8.6C PPO_VICFA 38 Al Cloroplasto biossintético de
pigmento
VD830C  GT643 ARATH 55 Glicosiltransferase Membrana thosﬂe}gao de
64 C3 proteinas
VD1123E  YCF4 [POPU 46 ' f(’“I’SS‘Stema Cloroplasto Fotossintese
Protease Estroma de Hidrolise de
VD 11.24E CLPP3_ARATH 43 dependente de .
cloroplasto proteinas
ATP
RB — BRS Rubi; VD — BRS Verde; C — Controle (UV ambiente); E — Estresse (UV ambiente + UVB

adicional).

Dentre as varias proteinas identificadas, destaca-se a Rubisco (Ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase), uma enzima que estd sujeita tanto ao aumento como a
diminuicdo da expressao em condicoes de estresse (ABREU et al., 2014). Essa enzima
atua na fixagdo do carbono no ciclo de Calvin-Benson. Observa-se que na condi¢ao de
estresse por radiacdo UVB, a expressao desta proteina diminuiu tanto para BRS Rubi
como para BRS Verde (Figura 2).

Segundo Qureshi e colaboradores (2007), estudos com protedmica sdo
importantes para a compreensao da expressao génica, pois a analise protedmica fornece
um quadro direto dos processos bioquimicos pela verificagdo das proteinas que
desempenham as fungdes enzimaticas, de sinalizagdo e de regulacdo codificadas pelo
genoma e transcriptoma.

As células vegetais respondem ao estresse desenvolvendo mecanismos de defesa
(TAIZ et al., 2017). Essa defesa é provocada pela alteracdo no padrdo de expressao
génica. Isso leva a modulacdo de certos caminhos metabdlicos e defensivos. Devido a
expressao genica alterada sob estresse, ocorre mudancgas qualitativas e quantitativas nas
proteinas. Estas proteinas podem desempenhar um papel na transdugao de sinal, defesa
antioxidante, corroborando com os resultados obtidos no presente estudo.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos poderdo ser uteis como biomarcadores funcionais
auxiliares na selecdo de variedades com maior tolerancia a radiagdo UVB, contribuindo
com o programa de melhoramento genético do algodoeiro.
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