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MUDANÇAS NA EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS INDUZIDAS POR ESTRESSES 
ISOLADOS E COMBINADOS DE SECA E TEMPERATURA ELEVADA EM 
FOLHAS DE CAJUEIRO 
 

Autora: Cristina Silva de Lima 
 

Orientador: Prof. Dr. Joaquim Albenisio Gomes da Silveira 
 

RESUMO 
 

Um importante mecanismo de sobrevivência celular, realizada pelas espécies 
vegetais em resposta a situações adversas ou estressantes, é o acúmulo de 
proteínas, principalmente as solúveis, além de aminoácidos e outros compostos 
nitrogenados. Nesse estudo, foi determinada distribuição de compostos 
nitrogenados durante o estresse térmico nas diversas partes da planta. Pode-se 
observar que com o aumento da temperatura de 25 °C para 45 °C, houve maior 
acumulo da fração solúvel em folhas (40%), enquanto que o aumento na fração 
insolúvel foi de aproximadamente 20% ao passo que o acúmulo de prolina foi de 
cerca de cinco vezes nas folhas de cajueiro enquanto que nas raízes este 
aumento foi de apenas uma vez. A concentração de aminoácidos livres totais foi 
elevada tanto nas folhas (5%) como nas raízes (9%). O conteúdo de amônio 
sofreu acréscimo tanto nas raízes (30%) como nas folhas (60%) com a elevação 
da temperatura de 25 °C para 45 °C. O aumento do conteúdo de proteínas de 
folhas de cajueiro, induzido pelo calor está relacionado com a mobilização de 
reservas nitrogenadas a partir de raízes e caules e/ou com síntese protéica no 
tecido foliar. Baseado nessas observações, além da deposição protéica durante o 
estresse térmico, nós identificamos padrões específicos de expressão protéica do 
cajueiro frente aos estresses abióticos isolados e combinados. O padrão protéico 
de folhas de cajueiro foi comparada por eletroforese bi-dimensional (2D) após os 
tratamentos: condição controle, irrigadas com solução Hoagland & Arnon  diluída 
a ¼, ou submetidas à seca por suspensão da rega por 20 dias, e posteriormente 
tanto as plântulas controle como as pré-expostas à seca foram submetidas a 25 
°C ou 45 °C. As mudanças na expressão de proteínas foram observadas em 80 
proteínas de folhas de cajueiro. Na condição de calor, 7 proteínas aumentaram 
sua expressão e 3 foram aparentemente sintetizadas de novo. Na condição de 
seca, 10 proteínas aumentaram sua expressão e 2 proteínas foram identificadas 
como plastocianina e ferredoxina. A análise também mostrou que 17 proteínas 
foram modificadas pelo efeito da combinação dos estresses e assim como no 
estresse térmico, 14 proteínas aumentaram sua expressão e 2 foram encontradas 
somente na combinação dos estresses. Assim, nossos resultados sugerem que a 
combinação dos estresses deve ser considerada como um novo estado de 
estresse abiótico em plantas, e não simplesmente uma combinação de fatores 
abióticos. 
 
Palavras-chaves: Anacardium occidentale, estresse hídrico, estresse térmico e 
padrões protéicos. 
  
 
 



 xvi

PROTEIN EXPRESSION CHANGES AS INDUCED BY SPECIFIC AND 
COMBINED HEAT AND DROUGHT STRESSESS IN CASHEW LEAVES   
 

Author: Cristina Silva de Lima 
 

Adviser: Prof. Dr. Joaquim Albenisio Gomes da Silveira 
 

 
ABSTRACT 

 

An important mechanism for survival cell, carried out by the plant species 
response to adverse or stressful situations, is the accumulation of proteins, 
especially the soluble proteins as well as amino acids and other nitrogen 
compounds. In this study, was determined distribution of nitrogen compounds 
during heat stress in different parts of the plant. It can be observed that with 
increasing temperature of 25 °C to 45 °C, there was greater accumulation of 
soluble fraction in leaves (40%), while the increase in the insoluble fraction was 
approximately 20% while the accumulation of proline was about five times in the 
leaves of cashew while this increase in the roots was only once. The concentration 
of total free amino acids was high both in leaves (5%) and roots (9%). The content 
of ammonium has increased both in roots (30%) and leaves (60%) with increasing 
temperature of 25 °C to 45 °C. Increasing the protein content in the cashew 
leaves, induced by heat is related to the mobilization of nitrogen reserves from 
roots and stems and/or protein synthesis in leaf tissue. Based on these 
observations, in addition to protein deposition during heat stress, we identified 
specific patterns of protein expression of cashew against specific and combined to 
abiotic stresses. The protein pattern in cashew leaves was compared by two-
dimensional electrophoresis (2D) after to the treatments: control conditions, 
irrigated with Hoagland & Arnon solution diluted to ¼, or subjected to drought by 
suspension of irrigation for 20 days, and then both the control seedlings as the 
pre-exposed to drought were subjected to 25 °C or 45 °C. The protein expression  
changes were in 80 proteins leaves of cashew. In the condition of heat, 7 protein 
increased the expression and 3 proteins were apparently synthesized de novo. In 
dry condition, 10 proteins increased their expression and 2 proteins were identified 
as plastocyanin and ferredoxin. The analysis also showed that 17 proteins were 
altered by the effect of the stress combination and as well as heat stress, 14 
increased expression and 2 were found only in the stress combination. Thus, our 
results suggest that the stresses combination should be considered as a new state 
of abiotic stress in plants, and not only as a combination of abiotic factors. 
 

Keywords: Anacardium occidentale, drought  stress,  heat stress  and  proteins 
patterns 
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1 - INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1- Estresses abióticos 
 

Durante a exposição a estresses ambientais as plantas exibem uma grande 

variedade de respostas nos níveis molecular e celular, alterando vários aspectos 

fisiológicos e metabólicos (HASEGAWA et al., 2000; ZHU, 2002). Mudanças 

morfofisiológicas e bioquímicas relacionadas ao desenvolvimento da planta 

(mudanças no ciclo de vida e na relação parte aérea/raiz), com a homeostase 

iônica (partição, extrusão e seqüestro de íons) e com o metabolismo primário 

(síntese de osmosolutos e expressão de proteínas), são respostas comumente 

observadas em plantas submetidas a estresses (XIONG e  ZHU, 2002). 

Algumas dessas respostas são desencadeadas pela sinalização primária e 

secundária do estresse abiótico. Dessas, algumas mudanças são adaptativas, 

enquanto que outras são simplesmente conseqüências da injúria causada pelo 

estresse (XIONG et al., 2002; ZHU, 2002). As respostas ao estresse podem ser 

consideradas como desvios da norma metabólica, onde a norma é um estado 

metabólico expresso sob a condição não estressante. Nem todas as mudanças 

metabólicas são prejudiciais, e um grande desafio para o bioquímico é distinguir 

as repostas que representam sintomas injuriosos atribuídos a condição 

estressante, daquelas que levam a uma condição de aclimação, que favorece o 

crescimento (LIMA, 2007). 

 O estudo do estresse abiótico em plantas tem avançado intensamente nos 

últimos anos. Entretanto, a maior parte das pesquisas, que avaliam as mudanças 

ocorridas no metabolismo vegetal frente a fatores adversos, focam nos estresses 

quando aplicados isoladamente (BRAY, 2000; MITTLER, 2006). No campo, as 

diferentes espécies vegetais estão constantemente submetidas a combinações 

variadas de tipos e intensidades de diferentes estresses abióticos, incluindo 

irradiância elevada, baixa disponibilidade de água, extremos de temperatura e 

salinidade elevada (CUSHMAN; BOHNERT, 2000; MITTLER et al., 2001; ZHU, 

2002). 

Em áreas atingidas pela seca, por exemplo, as plantas estão expostas à 

combinação de seca e outros estresses abióticos, tais como calor ou salinidade 
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(MOFFAT, 2002; HEYNE e BRUNSON, 1940). Estresses como o déficit hídrico, 

temperaturas extremas e salinidade elevada nos solos, causam vários efeitos 

deletérios no metabolismo das plantas, incluindo redução no potencial hídrico, 

inibição de divisão e expansão celular, redução de fluidez da membrana e 

toxicidade iônica, alterando o equilíbrio metabólico celular (ZHU, 2001; TESTER e 

DAVENPORT, 2003). Assim, vários estresses abióticos são a causa primária de 

perda da produtividade agrícola em diversas regiões do mundo, por causar 

limitações severas no crescimento das plantas (BRAY, 2000).  

A intensidade com que esses estresses afetam o desempenho das plantas 

está relacionada com a capacidade de resposta das diferentes espécies aos 

fatores abióticos. Essas respostas são complexas e envolvem a ativação de uma 

variedade de mecanismos celulares, incluindo a produção de osmosolutos 

(XIONG e ZHU, 2002), síntese de proteínas do tipo chaperonas, que atuam na 

proteção de proteínas e membranas (IBA, 2002; BRAY, 2002), proteínas 

transportadoras associadas com a homeostase hídrica e iônica da célula (APSE e 

BLUMWALD, 2007; ZHAO et al., 2008) e proteínas envolvidas com o equilíbrio 

redox celular (MITTLER, 2002; FOYER e  NOCTOR, 2003). 

Apesar do conhecimento atual acerca de mecanismos moleculares 

relacionados com a aclimatação de plantas a estresse abiótico, ainda existem 

diversas lacunas sobre a ação da maioria dos genes/proteínas envolvidos na 

tolerância a estresses (MITTLER, 2006). Os mecanismos exatos, responsáveis 

pelas vias de percepção, transdução e síntese de moléculas efetoras, que 

catalisam a série de reações aclimatativas das plantas as condições adversas, 

são ainda bastante desconhecidos (CHAGAS, 2004). Apesar disso, estudos sobre 

estresses, que avaliam a expressão de genes/proteínas, têm contribuído 

consideravelmente para identificação de diversas moléculas ligadas aos 

mecanismos de aclimatação das espécies a diferentes fatores abióticos.  

Diversos estudos têm demonstrado que várias mudanças induzidas por 

calor afetam diferentes aspectos do metabolismo vegetal. Em plantas de arroz 

expostas a temperatura excessiva ocorre síntese de proteínas tipo chaperonas, 

que são responsáveis pela estabilização de outras proteínas, além de diversas 

enzimas relacionadas com a proteção oxidativa (LEE et al., 2007). Em plantas de 

Populus euphratica ocorreu intenso acúmulo de proteínas em folhas após 

exposição a 42 °C por 72 h, incluindo proteínas relacionadas com o transporte 
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nuclear, com síntese de lipídios e aminoácidos hidrofóbicos, além de proteínas 

estruturais (FERREIRA et al., 2006). 

 O estresse hídrico é outro fator abiótico que compromete diversos aspectos 

metabólicos da planta, incluindo redução do potencial hídrico, causado pelo 

acúmulo de osmosolutos como glicose, sacarose, inositol, manitol e galactose 

(CHEHAB et al. 2009), além de distúrbios fotossintéticos que podem levar a 

indução de danos oxidativos (PERDOMO et al., 1996; JAGTAP et al., 1998; 

JIANG; HUANG, 2001). As alterações metabólicas induzidas pela seca em 

plantas são complexas, acarretando alterações deletérias e/ou adaptativas, e sob 

condições de campo estas respostas podem ser antagônicas ou sinergísticas, 

podendo ser intensificadas pela sobreposição de outros fatores (CHAVES et al., 

2002). 

 

 

1.2 - Respostas vegetais ao estresse por temperatura elevada 
 

O estresse térmico, causado pelo aumento da temperatura, é um problema 

agrícola mundial. Altas temperaturas causam transitoriamente ou de forma 

permanente mudanças morfo-anatômicas, fisiológicas e bioquímicas na planta, 

que afetam o crescimento e o desenvolvimento, podendo levar a uma drástica 

redução no rendimento econômico (WAHID e CLOSE, 2007). O estresse térmico 

afeta o crescimento vegetal em toda a sua ontogênese, embora o limiar de 

temperatura varie consideravelmente em diferentes fases de desenvolvimento.  

Durante a germinação de sementes temperaturas elevadas podem 

ocasionar desde a redução da velocidade até a completa inibição do processo 

germinativo, dependendo da espécie vegetal e da intensidade do estresse 

imposto (GALLIE et al., 1998). Além disso, em etapas posteriores do 

desenvolvimento vegetal, o excesso de calor pode afetar diferentes processos 

metabólicos, incluindo fotossíntese, respiração, relações hídricas, fluidez e 

estabilidade dos sistemas de membranas, além de modular os níveis de 

hormônios e de metabólicos primário e secundário (WAHID et al., 2007). 

Por outro lado, as plantas apresentam um vasto número de respostas 

interativas frente ao excesso de calor. Por exemplo, enquanto a germinação de 

sementes de alface é fortemente inibida pelo aumento de somente 1°C, de 32 °C 
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para 33°C (ARGYRIS et al., 2005), a exposição de certas plantas ao calor, por 

curto período de tempo (15 min), pode levar a uma resposta complexa, resultando 

em aclimatação e aquisição de termo-tolerância (CLARKE et al., 2004; KAPLAN 

et al., 2004). No geral, as plantas exibem diferentes respostas morfofisiológicas 

em função da temperatura ambiental em que se encontram. Algumas dessas 

respostas são rápidas, enquanto que outras ocorrem em resposta a estímulos 

cumulativos da temperatura, variando desde dias até semanas, como quebra de 

dormência de sementes e a vernalização. 

 Apesar do conhecimento atual de diferentes mecanismos celulares 

relacionados com resistência ao calor, os estudos voltados à compreensão das 

bases moleculares de aclimatação a esse estresse são escassos. Nesse sentido, 

estudos envolvendo a interação genômica/proteômica são essenciais para um 

melhor entendimento das respostas moleculares de plantas ao calor. Esse 

entendimento será importante para obtenção de plantas transformadas, com 

resistência ao calor, e poderão servir de base para produção de cultivares 

agrícolas que apresentem produções economicamente viáveis sob condições de 

temperaturas elevadas (WAHID et al., 2007). 

Para lidar com o excesso de calor, as plantas ativam várias vias 

metabólicas envolvidas com a percepção, a transdução de sinal e a síntese de 

proteínas responsivas ao estresse (CHEPING e HUANG, 2008). As proteínas 

quinase ativadas por mitogênicos (MAPK), as quinase dependentes de cálcio 

(CDPK) e as proteínas de choque térmico (HSPs), estão entre as principais 

proteínas sintetizadas sob condições de estresses (WANG et al., 2003). Dessas, 

as HSPs são proteínas responsivas ao calor que atuam na proteção de outras 

proteínas durante os processos de síntese, sinalização e maturação num grande 

número de eventos celulares (VIERLING, 1991). 

Sob condições de estresse térmico as HSPs atuam na estabilização de 

proteínas, auxiliando do redobramento e evitando desnaturação, e do sistema de 

membranas (VIERLING, 1991; TOROK et al., 2001). Além disso, as HSPs podem 

modular vários processos responsáveis pela ativação transcricional e de 

sinalização celular, sob condições metabólicas normais ou de estresses (WAHID 

et al., 2007). No entanto, apesar de vários estudos demonstrarem o papel dessas 

proteínas na proteção metabólica de plantas expostas a diferentes estresses 
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abióticos, estudos demonstrando seu papel na proteção celular sob condições 

simultâneas de dois ou mais fatores abióticos são escassos. 

 

 

1.3 - Respostas vegetais ao estresse por déficit hídrico 
 

O estresse hídrico é um dos mais importantes fatores ambientais que 

regula o crescimento e o desenvolvimento vegetal (MUNNS, 2002). A redução da 

absorção de água e nutrientes, associada à intensa restrição fotossintética, são 

alguns dos impactos negativos da seca no metabolismo vegetal, resultando em 

perda de produtividade agrícola de várias espécies economicamente importantes 

(CATTIVELLI et al., 2008). O déficit hídrico limita o crescimento e a distribuição da 

vegetação e o desempenho das plantas cultivadas mais do que quaisquer outros 

fatores ambientais (SHAO, 2008). 

O déficit hídrico causa várias mudanças na planta, dando início a um 

grande número de respostas complexas, que começam com a percepção do 

estresse, desencadeia uma cascata de eventos moleculares, e finaliza com as 

respostas metabólicas e de desenvolvimento (BRAY, 1993). Sob condições 

moderadas de seca ocorre diminuição da fotossíntese principalmente devido ao 

fechamento estomático, e com progressão do estresse essa redução passa a 

ocorrer por alterações bioquímicas que podem comprometer diretamente a 

eficiência fotossintética (BRAY, 2000).  

Para lidar com o estresse hídrico, as plantas exibem alguns mecanismos 

morfofisiológicos que permitem o escape à seca (ex: ciclo de vida rápido), resistir 

à seca (ex: aprofundar raízes, impermeabilizar folhas e fechamento dos 

estômatos) e tolerar a seca (ex: ajustamento osmótico, fechamento estomático e 

indução de antioxidantes) (LEVITT, 1980; BRAY, 2000). Desses, os mecanismos 

que permitem a convivência com a seca provocam fechamento estomático e 

limitação fotossintética, aumentando a relação NADPH/NADP+ e podendo levar a 

produção excessiva de espécies reativas de oxigênio, pela foto-redução do 

oxigênio, causando danos oxidativos (FOYER e NOCTOR, 2000).  

A proteção contra os danos oxidativos induzidos pelo estresse hídrico em 

plantas está relacionada com a indução do sistema antioxidante enzimático. Em 
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plantas de Vigna unguiculata submetidas ao estresse hídrico foi verificado 

aumento significativo da atividade das enzimas SOD, CAT e APX, em raízes, 

caule e folhas, demonstrando o papel dessas proteínas na proteção oxidativa dos 

diferentes tecidos na espécie sob condições de seca (MANIVANNAN et al., 2007). 

Em arroz (Oryza sativa L) a resistência à seca está associada com a indução do 

sistema SOD, CAT e APX, levando ao menor acúmulo de peróxido de hidrogênio 

e redução dos danos oxidativos (GUO et al., 2006). 

Outro grupo de proteínas envolvidas com a resistência à seca são as 

proteínas abundantes no final da embriogênese (LEA). Embora o papel 

metabólico das LEA não esteja totalmente elucidado, elas são induzidas numa 

ampla variedade de espécie vegetais como resultado da dissecação, frio e 

estresse osmótico, indicando o papel dessas proteínas na proteção contra os 

efeitos adversos desses fatores (CLOSE, 1996; INGRAM e BARTELS, 1996; 

THOMASHOW, 1998). Uma característica comum das proteínas tipo LEA é a 

hidrofobicidade e a relativa estabilidade sob temperaturas elevadas (HOUDE et 

al., 1995; TOMASHOW, 1998 e 1999). 

As deidrinas (DHN) são proteínas pertencentes ao grupo D-II dentro da 

classificação das proteínas LEA (CLOSE et al., 1989). As DHN são proteínas 

caracterizadas pela presença de uma região altamente conservada e repetitiva, 

rica em resíduos de lisina e em aminoácidos polar e carregado, solúvel na 

presença de temperaturas relativamente elevadas (CAMPBELL e CLOSE, 1997). 

A manutenção da hidratação celular, a proteção direta de outras proteínas e de 

lipídios de membranas, além da recuperação de proteínas desnaturadas, são 

alguns dos mecanismos protetores atribuídos as LEAs (WANG et al., 2003). 

Estudos utilizando técnicas de imunolocalização e de fracionamento 

celular, demonstram a presença de deidrinas no núcleo, no citoplasma e na 

membrana plasmática de células vegetais (DANYLUK et al., 1998; SARHAN et 

al., 1997). BOROVSKII et al., (2000) observaram forte indução da expressão de 

duas deidrinas de mitocôndrias em plantas de triticum aestivum, Secale cereale e 

Zea mays quando expostas ao estresse de frio. Em plantas de Quercus ilex 

submetidas ao estresse hídrico durante oito semanas, foi observado aumento 

significativo da expressão de deidrinas em folhas, associado com forte redução do 

potencial hídrico das plantas (TURCO et al., 2004).    
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1.4 - Estresses combinados e respostas vegetais 
  

 Estresses abióticos como seca, salinidade e temperaturas elevadas são 

estresses ambientais responsáveis por perdas significativas da produtividade 

agrícola em diversas partes de mundo (MUNNS, 2002). Isoladamente, esses 

estresses afetam importantes aspectos morfológicos, bioquímicos e fisiológicos 

da maioria das espécies vegetais, particularmente das culturas agrícolas, e por 

esta razão são intensamente estudados (WAHID et al., 2007; CATTIVELLI et al., 

2008; MUNNS e TESTER, 2008). A maioria desses estudos utiliza abordagens 

experimentais que avaliam os efeitos isolados desses fatores no metabolismo 

vegetal, sem considerar os diferentes aspectos interativos entre os próprios 

estresses, nem destes com o ambiente (MITLLER, 2006). 

Apesar da grande contribuição desses trabalhos para a compreensão atual 

dos distúrbios metabólicos induzidos pelos estresses abióticos, esses estudos 

são, ainda, relativamente limitados e não explicam, completamente, os diferentes 

tipos de interações desses estresses sobre o metabolismo vegetal. No campo, as 

plantas estão expostas a uma combinação variada de diversos fatores abióticos, 

os quais interagem fortemente, resultando numa combinação múltipla de fatores 

adversos que afetam a produtividade (MUNNS, 2002; MITTLER, 2002). 

Recentemente, estudos têm demonstrado que as respostas metabólicas 

atribuídas aos efeitos combinados dos estresses de seca e de temperatura 

elevada, por exemplo, são únicas, e não podem ser obtidas com base nas 

respostas associadas aos seus efeitos isolados (RIZHSKY et al., 2004; MITTLER, 

2006). 

A combinação de seca com calor é um exemplo de condição ambiental que 

comumente ocorre nas áreas agrícolas, particularmente nas regiões áridas e 

semi-áridas. Essa combinação é um caso típico de interação ambiental onde um 

fator abiótico possui interação antagônica sobre o outro. Por exemplo, em plantas 

submetidas à temperatura elevada ocorre aumento da condutância estomática, 

resposta que está associada à dissipação de calor para redução da temperatura 

foliar (WAHID et al., 2007; RIZHSKY et al., 2002). No entanto, sob condições de 

estresse hídrico, o aumento da condutância será limitado pela restrição de água 

do solo, e nessas condições o efeito do estresse térmico no metabolismo celular 

será potencializado (RIZHSKY et al., 2004). 
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 A caracterização dos distúrbios fisiológicos, ocorridos em plantas de 

Nicotiana tabacum submetidas aos efeitos isolados e combinados de seca e de 

alta temperatura, revelou que as alterações induzidas pela combinação desses 

estresses possuem aspectos distintos daquelas atribuídas aos efeitos isolados 

dos respectivos estresses. Temperatura elevada aumentou a respiração, a 

condutância estomática e a temperatura foliar das plantas, enquanto que a seca 

levou a redução da respiração, da fotossíntese e da condutância. Por outro lado, 

a combinação da seca com calor intensificou a respiração e a temperatura foliar, 

comparado ao calor isolado, e reduziu ainda mais a taxa fotossintética, 

comparado à seca isolada (RIZHSKY et al., 2002). 

Uma das respostas bem documentadas em plantas sob estresses abióticos 

é acúmulo de osmoprotetores de baixo peso molecular, como prolina, 

glicinabetaina e açúcares (BRAY et al., 2000). Plantas de fumo transformadas, 

exibindo conteúdo de prolina 10-18 vezes maior, foram mais resistência à 

salinidade (KISHOR et al. 1995). Em plantas sob condições de seca moderada 

ocorre acúmulo de prolina e glicinabetaina, enquanto sob condições de seca 

severa ocorre acúmulo preferencial de sacarose (HOEKSTRA e BUITINK, 2001). 

Plantas de fumo expostas à seca foi apresentaram intenso acúmulo de prolina, 

enquanto naquelas expostas a combinação de seca e temperatura elevada 

ocorreu acúmulo de sacarose, indicando que na combinação desses estresses a 

celular utiliza sacarose como principal osmoprotetor (RIZHSKY et al., 2004). 

 Em plantas de Arabidopsi expostas aos efeitos isolados e combinados de 

seca e alta temperatura, foi observado que o padrão de expressão gênica na 

combinação dos estresses não reflete estritamente seus efeitos isolados 

(RIZHSKY et al., 2004). Na seca ocorreu aumento da expressão de 1075 

transcritos, dos quais 596 foram aumentados exclusivamente pelo estresse 

hídrico e 450 foram igualmente induzidos pela combinação de seca e calor. No 

estresse de calor ocorreu aumento da expressão de 262 transcritos, dos quais 

108 foram induzidos somente pelo calor e 124 foram igualmente induzidos pela 

combinação de seca e calor. As plantas expostas a combinação dos estresses 

apresentaram aumento de 1057 transcritos, dos quais 450 e 124 foram comuns 

aos efeitos da seca e calor, respectivamente.  

Atualmente, apesar do número relativamente reduzido de estudos focados 

na compreensão das mudanças metabólicas induzidas pela presença simultânea 
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de dois ou mais estresses em plantas, os resultados preliminares são 

contundentes e demonstram que o metabolismo é afetado diferentemente pelos 

efeitos isolados e combinados dos estresses. Os resultados demonstram, ainda, 

que os mecanismos de proteção ou defesa para uma combinação de estresses 

podem ser distintos daqueles atribuídos aos fatores isolados, podendo responder, 

exclusivamente, a combinação (RIZHSKY et al., 2002). Por fim, os estudos 

envolvendo os diferentes aspectos metabólicos em plantas, indicam, cada vez 

mais, que a combinação de estresses deve ser considerada como um novo 

estado do estresse abiótico, e não apenas uma combinação de estresses 

(MITTLER, 2006). 

 

1.5 - Estudo proteômico em plantas 
 

 A proteômica oferece uma poderosa abordagem para identificar proteínas e 

vias metabólicas essenciais a respostas e resistência de plantas a estresses. Nos 

últimos anos, a abordagem proteômica tem sido aplicada com sucesso para o 

estudo sistemático da respostas vegetais a uma ampla gama de estresses 

abióticos, incluindo calor (FERREIRA et al., 2006, LEE et al., 2007), seca 

(PINHEIRO et al., 2005), frio (YAN et al., 2006), estresse oxidativo (WANG et al., 

2004), anóxia (CHANG et al., 2000), salinidade (YAN et al., 2005), radiação 

ultravioleta-B (XU et al., 2008) e substâncias tóxicas (LABRA et al., 2006). Apesar 

disso, a pesquisa proteômica em plantas ainda esta na fase inicial se comparada 

aos estudos proteômicos realizados com animais e levedura (ZIVY; VIENNE, 

2000; VAN WIJK, 2001, KERSTEN et al., 2002). 

 Os estudos proteômicos em plantas foram iniciados com milho (TOUZET et 

al., 1996) e Arabidopsis thaliana (SHANOUN et al., 2000). Pelos trabalhos iniciais, 

a análise proteômica em plantas foi dividida em duas categorias: 1) estudo do 

proteoma específico de determinados órgãos ou tecidos, com conseqüente 

elaboração de mapas proteômicos de referência e; 2) análise proteômica 

comparativa (ROSE et al., 2004). Este último ainda pode ser dividido em: 1) 

avaliação entre diferentes genótipos; 2) avaliação da influência da aplicação de 

estímulos no metabolismo e; 3) comparação entre diferentes tecidos e/ou estádios 

de desenvolvimento vegetal. 
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 O avanço dos estudos proteômicos em plantas tem sido baseado numa 

abordagem que utiliza mapas de géis bidimensionais (2-DE). Porém, como a 

resolução de spots de proteína em geis 2D é limitado por fatores intrínsecos da 

técnica com a abundância, o tamanho dos spots além de outras propriedades 

eletroforéticas, o proteoma foi fracionado em sub-proteomas, como de 

compartimentos sub-celulares, organelas e de complexos protéicos, visando 

melhorar a sensibilidade, resolução e a confiabilidade dos resultados (JUNG et 

al., 2000). Nessa linha, vários estudados do proteoma subcelular em plantas, 

como proteínas da plasmalema, dos cloroplastos, das mitocôndrias e núcleos têm 

sido realizados (ROUQUIÉ et al., 1997; PELTIER et al., 2000; PRIME et al., 2000; 

PELTIER et al., 2001; KRUFT et al., 2001, MILLAR et al., 2001; BAE et al., 2003).

 Diversos artigos publicados recentemente relatam estudos proteômicos 

relacionados com as respostas de plantas aos estresses abióticos de seca, calor 

e combinação desses dois estresses (Tabela 1). A maior parte dos estudos utiliza 

os modelos Arabidopsis, arroz, Medicago e trigo, e a estratégia de proteômica 

diferencial para identificar mudanças do proteoma induzidas pela aplicação dos 

estresses. No geral, as análises são baseadas no uso de genótipos selvagens e 

mutantes, apresentando diferentes níveis de tolerância e susceptibilidade aos 

estresses. Em vários casos, a proteômica tem permitido inclusive a identificação 

de genes desconhecidos e a caracterização de suas funções em diferentes 

aspectos metabólicos, incluindo mecanismos de regulação (VICENT; ZIVY, 2007). 

A pesquisa proteômica revelou diferenças no proteoma de genótipos de 

beterraba apresentando resistência diferenciada a seca. Durante a exposição ao 

estresse hídrico, o genótipo mais resistente apresentou maior expressão de 

proteínas envolvidas com mecanismos de percepção e de sinalização do 

estresse, de proteínas associadas com a proteção de danos oxidativos e síntese 

e degradação de proteínas, além de proteínas do choque térmico (HSP17). No 

genótipo sensível, foi verificada redução da expressão dessas proteínas, 

sugerindo a associação destas com a resistência à seca na espécie 

(HAJHEIDARI et al., 2005).  

Ao lado da análise metabólica em plantas utilizando abordagens por 

transcriptomas, Western blot ou técnicas de bioquímica clássica, a proteômica 

tem fornecido um crescente número de informações. Conforme JORRIN et al. 

(2007) a análise proteômica permite uma visão mais dinâmica do metabolismo, 
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capaz de permitir uma identificação acurada de mecanismos e vias metabólicas 

responsáveis pela percepção de estímulos internos e externos. Dessa foram, o 

conhecimento da dinâmica do proteoma vegetal pode permite uma maior 

aproximação dos reais processos que ocorrem nas células, sob condições 

normais ou de estresses (FEY e LARSEN, 2001).  

  
 



Tabela 1 – Análise proteômica de plantas relacionada a estresse abiótico, publicadas em 2006 

Estresse 
Espécie 
vegetal 

Objeto de estudo Referência Principais características 

Seca M. 
truncatula 

Plantas 
Ali  e 

Komatsu; 
2006 

Em resposta às condições de seca 10 proteínas 
aumentaram abundantemente e o nível de 2 proteínas 
diminuíram. Um fator de despolimerização da actina é o 
único das proteínas alvo induzidas pelo estresse hídrico, 
acumulação de proteínas foram analisadas sob varias 
condições diferentes de estresse. 
 

Dissecação tolerante ou não 
tolerante no estagio de semente 

Boudet et al., 
2006 

Em frações de radículas estáveis no calor, a abundancia de 
15 polipeptídios foram ligados com DT, dos quais 11 foram 
identificados como proteínas abundantes da embriogênese 
de grupos diferentes. 

Calor 

Populus 
euphratica 

Folhas de plantas jovens Ferreira et 
al., 2006 

 
Acúmulo de proteína de folhas de plantas jovens 
submetidos a 42/37º C por 3 d em um fitotron foram 
determinadas através de 2D-PAGE, e um total de 45% 
de proteínas  super/pouco reguladas foram detectadas. 
Análise MALDI-TOF / TOF, combinada com pesquisas 
em diferentes bases de dados, permitiu a identificação 
de 82% dos spots escolhidos. 
 

Tomate 
(Lycopersi

cum 
esculentu

m) 

Plantas trangênicas com fator 
de transcrição HsfA1alterado 

Mishra et al., 
2002 

Plantas trangênicas se tornaram extremamente 
sensíveis às temperaturas elevadas. 

Trigo(T. 
aestivum) 

Cultivares de trigo 
tolerantes/sensíveis ao calor 

Skylas et al., 
2002 

48 spots proteína exibiram expressão diferencial entre 
o controle e tratamento de choque térmico. 
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Tabela 1 – continuação 

Estresse Espécie 
vegetal Objeto de estudo Referência Principais características 

Seca/calor 

Arabidopsis 
thaliana 

Plantas 
Rizhsky et al., 

2004 
454 transcritos são especificamente expressos em 
plantas durante uma combinação de seca e calor 

Tabaco 
(Nicotiana 
tabacum) 

Plantas 
Rizhsky et al., 

2002 

transcritos induzido durante a seca, por exemplo, os 
que codificam deidrinas, catalase e glicolato oxidase, 
bem como os induzidos durante estresse por 
temperatura:tioredoxina peroxidase, e ascorbato 
peroxidase, foram reprimidas durante a combinação 
de seca e de calor. 
 

Grão-de-
bico (Cicer 
arietinum 

L.) 

Genótipos 
tolerantes/resistentes a 
combinação do estresse 

seca e calor 

Canci ; Toker, 
2009 

Dois genótipos de grão-de-bico, ACC 316 e ACC 317, 
foram selecionados com base na resistência a seca e 
ao calor (> 40º C) em condições de campo. 
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2- JUSTIFICATIVA 
 

 O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma espécie encontrada 

praticamente em todos os estados brasileiros. Contudo, conforme BARROS et al., 

(2000), adapta-se melhor às condições ecológicas do litoral do Nordeste, onde se 

encontram extensas áreas cultivadas, principalmente nos Estados do Ceará (356 

mil ha), Piauí (147 mil ha), Rio Grande do Norte (116 mil ha) e Maranhão (12 mil 

ha).  Por ser amplamente cultivado no semi-árido nordestino, o cajueiro está 

exposto aos efeitos simultâneos de diferentes estresses abióticos característicos 

da região, como o déficit hídrico, salinidade dos solos e da água, temperaturas 

elevadas, além dos altos índices de radiação. 

Por ser amplamente cultivado no semi-árido nordestino, o cajueiro está 

exposto aos efeitos simultâneos desses estresses. Esses fatores atuam de forma 

isolada e/ou simultânea sobre a cultura no campo, e podem explica em parte o 

baixo rendimento de 220 kg/ha/ano atual da cultura (BARROS et al., 2000). 

Alguns estudos demonstraram que a salinidade, por exemplo, afeta as fases de 

germinação (VOIGT et al., 2008), crescimento inicial (FERREIRA-SILVA et al., 

2008), enxertia (BEZERRA et al., 2002) e prefloração (CARNEIRO et al., 2007). 

Além disso, o estresse causa distúrbios metabólicos relacionados à mobilização 

de reservas (VOIGT et al., 2009) à fotossíntese (BEZERRA et al., 2007), ao 

metabolismo do nitrogênio (VIÉGAS et al., 2004) e à homeostase iônica (VIÉGAS 

et al., 2001). 

Apesar desses estudos, ainda preliminares, os trabalhos voltados à 

compreensão das alterações induzidas por estresses abióticos no padrão de 

expressão de proteínas na espécie são inexistentes. Dessa forma, alguns 

questionamentos são extremamente pertinentes: (1) existe similaridade das 

alterações induzidas pelos estresses de seca e calor no proteoma da espécie? (2) 

qual desses fatores afeta mais o proteoma da planta? (3) o somatório das 

mudanças induzidas por seca e calor isolados, no proteoma do cajueiro, 

representa as alterações associadas à combinação dos estresses? (4) há 

mudanças na expressão protéica que são exclusivas a combinação desses 

estresses? (5) quais as principais proteínas induzidas/reprimidas em cada 

situação? 
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Essas perguntas só poderão ser respondidas utilizando abordagens 

experimentais capazes de contemplar os efeitos isolados e simultâneos dos 

fatores seca e calor. Dessa forma, o presente estudo se mostra apropriado à 

elucidação de tais questionamentos. A exposição das plantas aos efeitos isolados 

e combinados de seca e calor, associada à análise do padrão de expressão de 

proteínas por meio de mapas de eletroforese bidimensional (2D), com base na 

mudança na concentração (área e volume de spots), ponto isoelétrico e massa 

molecular, permite identificar mudanças no proteoma da espécie sob cada 

condição.  

A análise dos resultados possibilitará a identificação de mudanças no 

proteoma do cajueiro associadas aos efeitos isolados e combinados dos 

estresses de seca e de temperaturas elevadas, dois dos principais estresses que 

afetam o desempenho vegetal no semi-árido brasileiro. Alem disso, os resultados 

poderão auxiliar na identificação de vias metabólicas induzidas ou reprimidas sob 

condições dos respectivos estresses, contribuindo para o conhecimento acerca de 

possíveis mecanismos celulares relacionados com a aclimatação da espécie ao 

ambiente semi-árido. 
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4 - OBJETIVOS 
 

4.1 - Objetivo geral 
  

Caracterizar o padrão de expressão de proteínas induzidas e/ou reprimidas 

pelos estresses isolados e combinados de seca e temperatura elevada em folhas 

de cajueiro por meio de mapas de eletroforese bidimensional (2D). 

 

4.2 - Objetivos específicos 
 

1. Avaliar as mudanças das frações nitrogenadas: proteínas solúveis, 

proteínas insolúveis, aminoácidos livres totais, prolina e amônia em folhas 

de plântulas de cajueiro expostas a temperatura elevada; 

 

2. Avaliar com base nas mudanças de concentração (área e volume de 

spots), associado com ponto isoelétrico/massa molecular, a expressão de 

proteínas de folhas de plântulas de cajueiro submetidas aos estresses 

isolados e combinados de seca e temperatura elevada; 

 

3. Identificar por meio da seqüência N-terminal pelo menos duas proteínas 

importantes, em termos de alteração na expressão, envolvidas com o 

estresse de seca e temperatura elevada. 
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apapapapítulo Iítulo Iítulo Iítulo I    

 
Mudanças nas frações nitrogenadas em plantas de cajueiro expostas a Mudanças nas frações nitrogenadas em plantas de cajueiro expostas a Mudanças nas frações nitrogenadas em plantas de cajueiro expostas a Mudanças nas frações nitrogenadas em plantas de cajueiro expostas a 

temperatura elevadatemperatura elevadatemperatura elevadatemperatura elevada    
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1 - INTRODUÇÃO 
 

As reações das plantas aos estresses ambientais são complexas e 

envolvem diferentes tipos de respostas bioquímicas e fisiológicas a fim de evitar, 

superar ou neutralizar os efeitos destes estresses (ANDRADE NETO et al., 2003; 

MUNNS e TESTER, 2008). A tolerância ou sensibilidade a condições 

estressantes particulares depende da adaptação bioquímica e genética das 

espécies, e diante disso muita atenção tem sido dada ao desenvolvimento de 

espécies adaptadas ou ajustadas às várias condições estressantes (DUBEY, 

1999). 

Os vários estresses ambientais podem causar importantes modificações 

metabólicas nas plantas que podem resultar no acúmulo ou depleção de certos 

metabólitos, alterações no comportamento de muitas enzimas e mudanças na 

síntese de proteínas, particularmente, àquelas sintetizadas de novo (KIRTIKARA 

et al., 1996; ANDRADE NETO et al., 2003). A síntese de determinadas proteínas 

em resposta a estresses têm sido bem documentada em diversas condições, tais 

como salinidade (DUBEY, 1997), déficit hídrico (KE et al., 2009), estresse 

osmótico (CARUSO et al., 2002) e choque térmico (WALTERS et al., 1998).  

Numa condição de estresse salino, sugere-se que proteínas sintetizadas de 

novo, além dos aminoácidos e outros compostos nitrogenados, agem como 

componentes do mecanismo de tolerância à salinidade, atuando como solutos 

citoplasmáticos compatíveis ao ajustamento osmótico e proteção de estruturas 

celulares (RANI et al., 1988; HASEGAWA et al., 2000). Já sob estresse de 

temperatura elevada, ocorre um investimento metabólico maior na síntese de 

proteínas do choque térmico, as quais ajudam a estabilizar outras proteínas 

(COOPER et al., 1983; MUNNS, 2005). 

Outra característica geral de plantas expostas a uma condição estressante, 

é o aumento no nível de aminoácidos, além de apresentarem alterações na 

síntese de várias proteínas relacionadas com a proteção dos danos causados 

pelos respectivos estresses (PIZA et al., 2003; CAVALCANTI et al., 2004). Numa 

situação de estresse hídrico, por exemplo, o acúmulo de proteínas (especialmente 

as solúveis) está relacionado com a manutenção de um estoque de nitrogênio 

para ser reutilizado ao término do estresse, além da síntese de solutos orgânicos 
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responsáveis pelo ajustamento osmótico celular (MANSOUR et al., 2000; PIZA et 

al., 2003). 

As mudanças induzidas por estresses no balanço qualitativo/quantitativo 

das frações nitrogenadas em plantas, aparentemente depende do estresse e da 

espécie. Por exemplo, plantas de feijão expostas a salinidade apresentam intenso 

acúmulo de amônia e prolina livre (CARDOSO, 2000; SILVEIRA et al., 2001), 

enquanto em halófitas ocorre acúmulo preferencial de glicina-betaína sob 

condições de estresse (ARAÚJO et al., 2006). Em plantas jovens de cajueiro 

submetidas ao estresse salino ocorre significativo acúmulo de prolina, associado 

à forte restrição de crescimento (SILVEIRA et al., 2002; SILVEIRA et al., 2003), 

enquanto sob condições de temperaturas elevadas observa-se intenso aumento 

no conteúdo de proteínas solúveis (FERREIRA-SILVA, 2008). 

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar as 

mudanças das frações nitrogenadas: proteínas solúveis, proteínas insolúveis, 

aminoácidos livres totais, prolina e amônia em folhas de plântulas de cajueiro 

expostas a temperatura elevada; 
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2- MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 - Material vegetal e aplicação dos tratamentos  
 

Sementes de cajueiro anão precoce (Anacardium occidentale L.), clone 

CCP 06, fornecidas pela EMBRAPA-CNPAT, foram desinfetadas com hipoclorito 

de sódio comercial 5% (v/v), lavadas com água destilada, e germinadas em 

vermiculita em vasos de 0,8 L, em casa de vegetação. Após o plantio, os vasos 

foram irrigados com água destilada até as plantas atingirem o estádio fisiológico 

de oito folhas (30 DPP). Para escolha do tratamento térmico a ser adotado no 

presente estudo, as plântulas foram inicialmente transferidas para câmara de 

crescimento e expostas a 25; 30; 35; 40; 45 e 50 ºC por 12 horas, sob condições 

controladas de umidade relativa (± 75%) e luminosidade (± 80 µmol m-2 s-1) 

(Experimento I).  

A exposição das plântulas ao gradiente crescente de temperatura 

funcionou como pré-teste para escolha da temperatura a ser utilizada no ensaio. 

Como critério para escolha, foi adotado a intensidade térmica em que as plântulas 

apresentassem mudanças significativas no conteúdo de proteína solúvel foliar 

sem desencadear alterações morfológicas visíveis. Por esse critério, foram 

adotados os tratamentos térmicos de 25 ºC (controle) e de 45 ºC (estresse) no 

ensaio (Experimento II). Ao final de cada tratamento, as plântulas foram 

fotografadas, para registro de mudanças morfológicos induzidas pela temperatura, 

e em seguida separadas em raízes, caules e folhas liofilizadas, que foram 

congeladas em N2 líquido e armazenadas a -80 ºC para posterior análise. 

 

2.2 - Determinações bioquímicas realizadas 

2.2.1 - Extração de proteínas solúveis e insolúveis 
 
Cerca de 50 mg de raízes, caules e folhas foram maceradas em presença 

de N2 líquido até obtenção da farinha e em seguido foi adicionado 1 mL de 

tampão Tris-HCl 100 mM, pH 8,8, contendo DTT 30mM, glicerol 20% e PEG 3%. 

Após maceração por 5 min o extrato foi centrifugado a 10.000 x g por 30 min em 

4°C, o sobrenadante foi coletado e utilizado para determinação de proteínas 

solúveis totais e obtenção das eletroforeses. Para a determinação das proteínas 
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insolúveis totais, o precipitado (resultante da centrifugação supracitada) foi 

novamente macerado na presença de 2,0 mL de solução de Lise (Uréia 8M, 

Tiouréia 1M, CHAPS 2% e DTT 50mM) por 5 minutos e submetido a 

centrifugação a 10.000 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e 

utilizado para a determinação das proteínas insolúveis totais (Figura 1). 

 

2.2.2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS (SDS-
PAGE) 

 
Para as SDS-PAGE, alíquotas de 20µL de extrato protéico das folhas foram 

misturadas a 20µL de tampão de amostra (Tris-HCl 0,5 M pH 6,8; glicerol; SDS 

10% e azul de bromofenol) e 20µL da mistura foi aplicada em cada poço. Os géis 

apresentavam a seguinte constituição: 12,5% (main gel) e 5% (stacking gel), e as 

eletroforeses foram realizadas a 125V, 20mA e 10W, por cada gel, usando o 

tampão de corrida (Tris 25 mM pH 8,3; glicina 192 mM e SDS 10%). Após a 

eletroforese, as proteínas foram coradas com Comassie brillant blue R-250 

0,025% em ácido acético 10% e metanol 40% durante 2h e, posteriormente, os 

géis foram descorados com ácido acético 10% e metanol 40% (LAEMMELI, 

1970). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 – Esquema da extração e fracionamento protéico dos tecidos de raízes, 
caules e folhas de plantas de cajueiro. 

Sobrenadante 
 

 

(Proteínas Insolúveis/Lowry) 
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Tampão ( Tris –HCl 100 mM 
pH 8,0; PEG 3%; Glicerol 20%; 
DTT 30 mM e PVPP 1%) 
Macerar 
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Sobrenadante 
 
 

(Proteínas Solúveis/ 
Bradford/SDS-PAGE) 

Precipitado 

2 mL de uréia 8M + 
Tiouréia 1M + 
CHAPS 2% + DTT 
50mM em agitação 
10” 

Precipitado 
 
 
 

(descartado) 

50 mg MS de raízes, caules e folhas 



 28

 

2.2.3 – Determinação das proteínas solúveis e insolúveis totais 
 
A determinação do conteúdo de proteínas solúveis totais foi realizada pelo 

método descrito por Bradford (1976). O método é baseado na mudança da 

coloração do reagente Coomassie Brilliant blue G-250 quando ligado a proteína e 

para a curva padrão utilizou-se a proteína albumina sérica bovina (BSA). Para a 

determinação, alíquotas de 10 µL do extrato protéico diluído 1/100 foram 

misturadas com 2,5 mL do reagente de Bradford, submetidas à leve agitação e 

incubados por aproximadamente 25 minutos a temperatura ambiente. Após isto, 

as amostras foram lidas a 595 nm e a concentração expressa em mg de 

proteína.g-1 MS. 

A determinação do conteúdo de proteínas insolúveis totais foi realizada 

com base no método proposto por Lowry (1951). O método se baseia numa 

seqüência de duas reações que ocorre entre as ligações peptídicas protéicas com 

o íon cu2+ e em seguida a formação de um complexo do ácido molibdato-

tungsténico (presente no reagente de Folin-Ciocalteau) com os resíduos de 

triptofano e tirosina (abundantes nas proteínas insolúveis) resultando em um 

composto colorido que pode ter sua concentração estimada em espectrofotômetro 

a 750 nm. Assim, para as determinações, alíquotas de 1 mL do extrato foram 

transferidas para tubos de ensaio, adicionou-se 5 mL do reagente Folin C 

(Carbonato de sódio anidro 2% em NaOH 0,1N + sulfato de cobre 0,5% em de 

citrato de sódio 1%) e, após 10 minutos, 0,5 mL do Folin D (reagente de fenol 1N). 

Por fim, os tubos foram incubados a 25 ºC por 30 minutos e então as leituras 

foram realizadas em espectrofotômetro a 750 nm. A concentração das proteínas 

insolúveis totais foi obtida comparando-se com a curva padrão de BSA e a 

concentração foi expressa em mg de proteína.g-1 MS. 

 

2.2.4 – Determinação dos aminoácidos livres totais (N α–amino livre) 
 
Para as determinações de aminoácidos livres totais (AALT), cerca de 50 

mg de massa fresca foram colocadas em tubos de ensaio rosqueáveis contendo 5 

mL de água destilada e, em seguida, levada ao banho-maria a 37 ºC durante 30 
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min. O sobrenadante foi recolhido e utilizado para a determinação dos AALT com 

base numa curva padrão de L-glutamina (PEOPLES et al., 1989). 

 

2.2.5 – Determinação da prolina livre 
 
A determinação da concentração de prolina livre (PRO) em raízes, caules e  

folhas de cajueiro foi realizada segundo a metodologia de Bates et al. (1973). 

Para tal, 50 mg de tecido vegetal foram colocadas em tubos de ensaio contendo 5 

mL de água deionizada, fervidas a 100ºC por 30 minutos e, então, centrifugadas a 

10.000 x g por 15 min. O sobrenadante foi coletado e a concentração de prolina 

livre foi estimada com base em curva padrão de L-prolina e expressa em µmol.g-1 

MS. 

 

2.2.6 – Determinação de amônio livre 
 
A determinação das concentrações de amônio livre (NH4

+) foi realizada 

conforme metodologia descrita por Weatherburn (1967), onde cerca de 50 mg de 

tecido vegetal foram pesadas, colocadas em tubos de ensaio contendo 5 mL de 

água deionizada e fervidas a 100°C por 30 minutos. Após a fervura, as amostras 

foram centrifugadas a 10.000 x g por 15 min e o sobrenadante foi coletado. A 

concentração de amônio livre foi estimada com base em curva padrão ajustada a 

partir de concentrações crescentes de uma solução padrão de sulfato de amônio 

e expressa em µmol.g-1 MS. 

 

2.3 – Delineamento estatístico e análise dos dados 
 
O estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. No 

experimento I as plântulas foram expostas aos tratamentos 25; 30; 35; 40; 45 e 50 

°C e no experimento II aos tratamentos 25 °C (controle) e 45 °C (estresse). Cada 

tratamento foi representado por três repetições independentes, consistindo em um 

vaso contendo uma planta. Os dados foram submetidos ao teste F a 5% de 

significância e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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3- RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
3.1 – Aspectos morfológicos e concentração de proteínas (pré-teste) 

 
As plantas de cajueiro anão precoce após serem submetidas às 

temperaturas entre 25 °C a 45 ºC por 12 horas não apresentaram alterações 

morfológicas visíveis. Entretanto, quando submetidas a 50 °C foram registrados 

perda de turgor e presença de pontos cloróticos no limbo foliar, a partir de nove 

horas de exposição (Figura 2). Segundo Rizhsky et al. (2002), como resposta ao 

aumento da temperatura, as plantas podem apresentar aumento na respiração, 

na condutância estomática e na temperatura da superfície foliar, que levaria a 

uma redução no turgor em conseqüência da alteração do potencial hídrico foliar. 

Como conseqüência do aumento da temperatura, também foi observada a 

elevação da concentração de proteínas solúveis. Quando se comparou os 

tratamentos 30 e 40 °C, com o controle, foram observados incrementos no 

conteúdo de proteínas solúveis de 28%, enquanto que em relação os tratamentos 

45 e 50°C registraram-se aumentos de 65% e 100%, respectivamente (Figura 

3A). A elevação da temperatura pode ocasionar uma solubilização das proteínas 

insolúveis, tornando-as solúveis, ou uma síntese de novo de proteínas em 

resposta ao estresse (LEE et al., 2000; CAVALCANTI et al., 2004).  
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Figura 2 – Aspecto visual das plantas de cajueiro submetidas às temperaturas de 

25; 30; 35; 40; 45 e 50 °C, durante 12 horas. O detalhe demonstra a perda de 

turgor das folhas e do segmento apical do caule ocorrido a partir das 9 horas de 

exposição das plantas ao tratamento de 50 ºC.  
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Figura 3 - Mudanças no conteúdo de proteína solúvel (A) e no perfil eletroforético 

(SDS-PAGE) de proteínas foliares (B) de plântulas de cajueiro após exposição às 

temperaturas de 25; 30; 35; 40; 45 e 50 °C durante 12 horas. Na eletroforese foi 

aplicado 20 µL de extrato protéico em cada poço. 

 

 

A análise do perfil eletroforético (SDS-PAGE) corroborou com os resultados 

obtidos na quantificação das proteínas solúveis, onde pode-se observar um 

aumento na intensidade das bandas protéicas em resposta ao aumento da 

temperatura, principalmente daquelas com massa próxima à 50kDa (Figura 3B). A 

Rubisco é um complexo protéico de 16 subunidades, sendo oito menores de 

14kDa e oito maiores de 53kDa (SPREMULLI, 2000). Esta proteína é a mais 

abundante na espécie vegetal e possui extrema importância na captação de CO2 

durante o processo fotossintético (TAIZ e ZEIGER, 2004).  

Sob temperaturas elevadas pode ocorrer uma maior solubilização do 

oxigênio nos tecidos do mesófilo e conseqüentemente favorecimento da atividade 

oxigenase da Rubisco (SHARKEY, 2005). Assim, o aumento da concentração da 

Rubisco, em resposta ao incremento da temperatura, aqui observado, pode refletir 

um mecanismo para a recuperação da capacidade fotossintética sob condições 

de calor (JENSEN, 2000). Esse aumento pode, ainda, indicar ocorrência de 

desnaturação e perda de atividade dessa enzima pelo calor, o que justificaria a 
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síntese dessa proteína para compensar perdas da eficiência fotossintética 

(FELLER et al., 2008). 

 

3.2 - Proteínas solúveis e insolúveis em resposta à temperatura elevada 
 

As proteínas são encontradas em todas as partes da célula vegetal e são 

fundamentais sob todos os aspectos estruturais e funcionais da célula (BRAY, 

2000). Assim, mudanças nos teores de proteínas registrados em plantas 

submetidas às condições de estresse, podem representar um grande dano ou um 

mecanismo de aclimatação para o crescimento e desenvolvimento vegetal 

(PARIDA ; DAS, 2005; SILVEIRA et al., 2003). Neste estudo, foram verificadas 

alterações no conteúdo de proteína solúvel e insolúvel em tecidos de raízes, 

caules e folhas das plantas de cajueiro expostas a 45 °C por 12 horas (Figura 4A 

e B).  
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Figura 4 - Proteínas solúveis (A) e insolúveis (B) em tecidos de raízes, caules e 

folhas de plantas de cajueiro submetidas a 25 ºC e 45 ºC por 12 horas. Letras 

diferentes nas colunas, entre os  órgãos, representam diferença significativa pelo 

teste de Tukey a 0,05 de probabilidade. 

 

Comparando as plantas do tratamento controle (25 °C) com àquelas 

expostas a 45 °C, o teor de proteínas solúveis decresceu 37% e 65% nas raízes e 

no caule, respectivamente, enquanto em folhas ocorreu um aumento em torno de 

40% em respostas a 45 °C (Figura 4A). A resposta exibida pelas plantas expostas 
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a 45 °C com relação aos teores de proteína solúvel nas partes estudadas 

representa uma intensa mobilização de compostos nitrogenados em resposta ao 

estresse térmico. Segundo Tester e Davenport (2003), sob condições de estresse, 

a síntese de proteínas pode ser aumentada visando à estabilização de 

membranas celulares, ou ainda, a sinalização atribuída ao estímulo do estresse.  

Por outro lado, o aumento brusco da concentração de proteínas solúveis 

em plantas expostas a estresses pode refletir um aumento da solubilização de 

inúmeras proteínas e não um aumento de síntese protéica (CAVALCANTI et al., 

2004). No geral, proteínas insolúveis estão presentes associadas aos sistemas de 

membranas, a organelas e ao núcleo, e que com o aumento da temperatura do 

ambiente passam a desnaturar e então formar complexos solúveis com outras 

proteínas (LEE et al., 2000). No presente estudo, ocorreu decréscimos na 

concentração de proteínas insolúveis nas raízes e no caule, em torno de 5% e 

25%, respectivamente, em respostas ao tratamento de 45 °C, enquanto nas 

folhas a concentração dessa fração aumentou cerca de 20% (Figura 4B). 

As folhas são os órgãos fotossintéticos e possuem extrema importância 

para o desenvolvimento vegetal (TAIZ e ZEIGER, 2004). A elevação da 

temperatura intensifica a atividade de cadeias transportadoras de elétrons. 

Nessas condições, o aumento do conteúdo de proteínas membranares 

(insolúveis), tais como aquelas constituintes da CET cloroplástica, se faz 

necessário para comportar o maior fluxo de elétrons e para auxiliar na dissipação 

de calor (JIANG e HUANG, 2001; ASHAN et al., 2008). O incremento das 

proteínas insolúveis no tecido foliar das plantas de cajueiro submetidas à 

temperatura elevada, observado no presente estudo, pode representar um reflexo 

do aumento da expressão de HSPs (“heat chock proteins”) de baixo peso 

molecular, freqüentemente relacionadas com a proteção ao estresse térmico in 

vivo, as quais são cerca de 1% das proteínas acumuladas em folhas de plantas 

expostas ao estresse térmico (CUESTA et al., 2000; BASHA et al., 2004; 

CASHIKAR et al., 2005; HASLBECK et al., 2005). 
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3.3 – Alterações nos compostos nitrogenados em resposta à alta 
temperatura 
 

Foram observadas mudanças significativas nos conteúdos das frações 

nitrogenadas em tecidos de raízes, caules e folhas das plântulas de cajueiro em 

resposta ao aumento da temperatura (Figura 5A-D). As plântulas expostas ao 

tratamento de 45 °C apresentaram aumento da concentração de aminoácidos 

livres totais de 9%, 12% e 5% em tecidos de raízes, caule e folhas, 

respectivamente, comparados aos respectivos controles (Figura 5B). O 

metabolismo de aminoácidos livres em plantas submetidas a estresses é 

intensamente afetado, podendo refletir em alguns casos o efeito dos estresses na 

síntese protéica ou, ainda, representar um aumento da atividade de proteólise 

celular (SILVEIRA et al., 2002). Em plantas de feijão caupi expostas ao excesso 

de calor ocorreu um aumento de 1,5 vezes na concentração de aminoácidos livres 

totais (RANDALL et al., 1990). 

Sob condições de estresses, particularmente altas temperaturas, as plantas 

apresentam distúrbios no metabolismo de compostos nitrogenado, principalmente 

de aminoácidos (SILVEIRA et al., 2003). O conteúdo de prolina livre em todas as 

frações vegetais estudadas foi intensamente aumentado nas plântulas 

submetidas ao estresse térmico (Figura 5C). Nas plântulas expostas a 45 °C o 

teor de prolina apresentou acréscimos de 100, 300 e 130% em tecidos de raízes, 

caules e folhas respectivamente, comparado aos respectivos controles (Figura 

5C). O acúmulo de prolina livre em resposta ao calor pode ser devido a um 

distúrbio no status hídrico do tecido foliar, visto que a desidratação induzida pelo 

estresse térmico pode levar ao acumulo de prolina livre (LACERDA et al., 2001; 

ASHRAF e FOOLAD, 2006).  
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Figura 5 - Proteínas solúveis (A), aminoácidos livres totais (B), prolina livre (C) e 

amônia (D) em tecidos de raízes, caules e folhas de plantas de cajueiro 

submetidas a 25 ºC e 45 ºC por 12 horas. Letras diferentes nas colunas, dentro de 

cada órgão, representam diferença significativa pelo teste de Tukey a 0,05 de 

probabilidade. 

 

Apesar do amplo questionamento do papel da prolina nas respostas de 

plantas a estresses, tem sido proposto que este aminoácido pode funcionar como 

de diferentes formas na proteção do metabolismo celular, incluindo a 

estabilização de macromolecular e membranas, como osmosoluto, equilíbrio do 

pH citosólico e ainda no tamponamento redox das células (VERBRUGGEN e 

HERMANS, 2008). Por outro lado, o aumento do teor de prolina em folhas de 

plântulas de cajueiro expostas a salinidade, ocorreu associado ao incremento de 

atividade proteolítica, indicando que o acúmulo desse soluto na espécie pode 

estar mais relacionado a distúrbios metabólicos induzidos pelo sal do que a 

proteção de células e tecidos (.SILVEIRA et al., 2003).  

Comparando-se as concentrações de amônia nas frações vegetais das 

plantas submetidas a 25°C e 45°C, respectivamente, foi evidente que houve um 
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incremento deste íon nas folhas em torno de 60%. No caule das plantas expostas 

a 45°C em relação às do controle, foi observada uma elevação de 

aproximadamente 30%, entretanto nas raízes, destas mesmas plantas, houve um 

decréscimo de cerca de 10% (Figura 5D). O acúmulo do íon amônia pode ser 

originado do catabolismo de aminoácidos na senescência dos tecidos, da 

degradação de proteínas em aminoácidos (MATTSSON e SCHJOERRING, 2003) 

ou ainda liberados da fotorrespiração de mitocôndrias (LEEGOOD et al., 1996). 

Num contexto geral, durante o estresse térmico a redução do íon amônia, 

das proteínas solúveis e insolúveis e ainda o aumento dos aminoácidos livres 

totais nas raízes podem representar uma mobilização dos compostos 

nitrogenados para os órgãos fotossinteticamente ativos (folhas) visando uma 

proteção do aparato fotossintético e, assim, a manutenção da fotossíntese 

(HIKOSAKA et al., 2006; MULLER et al., 2005). A redução da concentração das 

proteínas solúveis e insolúveis nos caules e raízes pode indicar a ocorrência de 

proteólise nestes órgãos (FELLER et al., 2008). Essa hipótese é reforçada pelo 

aumento da liberação de amônia observado nesses órgãos, sugerindo, ainda, a 

liberação de aminoácidos protéicos desses tecidos com retranslocação desses 

solutos para folhas, onde seriam utilizados para a síntese protéica nesse órgão. 
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4 - CONCLUSÃO 
 

Os resultados indicam que o aumento do conteúdo de proteínas em folhas 

de cajueiro, induzido pelo calor, está relacionado com a mobilização de reservas 

nitrogenadas a partir de raízes e caules e/ou com a síntese protéica no tecido 

foliar. Indicam ainda, que o caule possui maior contribuição como fonte de 

reservas nitrogenadas se comparado com a raíz.  
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1- INTRODUÇÃO 

 
A proteômica pode ser definida como o conjunto de metodologias 

analíticas, sistemáticas, empregadas para caracterizar quantitativamente e/ou 

qualitativamente um proteoma, conjunto de proteínas complementares de um 

genoma (PANDEY e MANN, 2000; ONG e MANN, 2005). Os primeiros estudos 

proteômicos em plantas, submetidas a estresses abióticos, foram publicados no 

final dos anos 80 e embora muitas proteínas ainda permanecessem anônimas, 

estes estudos já vislumbravam o impacto dos estresses sobre a síntese de novo 

de proteínas, além dos efeitos destes nas diferentes frações das membranas 

celulares vegetais (HURKMAN e TANAKA, 1987; HURKMAN et al., 1988). 

No final dos anos 90, com o uso de técnicas emergentes de identificação 

de proteínas, foi possível estabelecer a primeira lista de proteínas induzidas por 

estresses abióticos (ZIVY e VIENNE, 2000; KERSTEN et al., 2002; PARK, 2004). 

Com o aperfeiçoamento das técnicas já existentes pode-se investir em novas 

perspectivas, visando elucidar as alterações no metabolismo protéico de plantas 

em resposta a estresses (CHANG et al., 2000). Neste contexto, a criação de 

mapas quantitativos e qualitativos de proteínas expressas por plantas quando 

submetidas a uma determinada condição de estresse, é uma abordagem que 

permite a análise das modificações pós-transducionais, do turnover e ainda da 

taxa de migração protéica pelos diversos compartimentos celulares vegetais 

(WAHID et al., 2007). 

Vários estresses abióticos compartilham conseqüências semelhantes a 

nível celular e isso pode ser reflexo do fato destes não ocorrem isoladamente, e 

sim de forma simultânea (MITTLER et al., 2001; MITTLER, 2006). Um bom 

exemplo são as condições de déficit hídrico (seca) e de temperaturas elevadas 

(calor), as quais são condições ambientais que ocorrem simultaneamente no 

ambiente, especialmente em regiões de climas áridos e semi-áridos, e podem 

levar à mudanças significativas nas relações hídricas da planta (MOFFAT, 2002; 

RIZHSKY et al., 2002). 

Apesar dos estresses de seca e calor tenham sido amplamente estudados 

isoladamente (VIERLING, 1991; INGRAM; BARTELS, 1996; SHINOZAKI e 

YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1996; QUEITSCH et al., 2000), relativamente pouco 
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se sabe sobre como a combinação destes estresses afeta o metabolismo vegetal. 

Estudos com plantas de tabaco e Arabidopsis submetidas aos estresses de seca 

e calor simultaneamente, mostraram que a combinação destes estresses implica 

numa resposta distinta daquela que é registrada quando os estresses são 

aplicados isoladamente (RIZHSKY et al., 2002; RIZHSKY et al., 2004). Conforme 

RIZHSKY et al. (2002), o nível de uma série de transcritos em plantas de tabaco 

submetidas aos estresses de seca ou de calor foi elevado, no entanto, a 

combinação destes fatores levou a uma redução dos transcritos, restando apenas 

um pequeno número de transcritos que foram especificamente expressos em 

resposta a combinação dos estresses.  

No presente capítulo, foram avaliadas além das mudanças no conteúdo de 

proteínas em folhas de plântulas submetidas aos estresses de temperatura, 

também foram mensurados os conteúdos de proteínas em folhas de plântulas 

submetidas aos estresses de seca e seca + calor, bem como avaliados os perfis 

protéicos de cada um dos tratamentos, com base na concentração (área e volume 

de spots), associado ao ponto isoelétrico/massa molecular, resultando na 

identificação de duas proteínas envolvidas com a aclimatação aos respectivos 

estresses por meio da seqüência N-terminal. 

 

2 - MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1 – Material vegetal e aplicação dos tratamentos 
 

 Sementes de cajueiro anão precoce (Anacardium occidentale L.), clone 

CCP 06, fornecidas pela EMBRAPA-CNPAT, foram esterilizadas em hipoclorito de 

sódio 5% (v/v) e semeadas em vasos de 2,0 L, contendo vermiculita, sob 

condições de casa de vegetação. Durante as fases de germinação e crescimento 

inicial das plântulas a umidade do substrato foi mantida próxima da capacidade de 

campo, por irrigações freqüentes com água destilada. Após 35 dias plântulas 

homogêneas, com 8 folhas expandidas, foram utilizadas no experimento.  

Durante o ensaio as plântulas foram mantidas sob condições controle, irrigadas 

com solução nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) diluída1/4, ou submetidas à 

seca por suspensão da rega tempo suficiente para induzir restrição estomática 
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superior a 80%, por no mínimo 10 dias. Com base nesse critério, as plântulas 

foram submetidas à suspensão da rega por 20 dias, momento em que foram 

expostas aos tratamentos de temperatura. Para aplicação dos tratamentos de 

temperatura, as plântulas controle ou pré-expostas à seca foram transferidas para 

câmara B.O.D. (CIENTEC/modelo 708) e submetidas a 25 ºC ou 45 ºC em 

condições controladas de luminosidade (80 µmol m-2 s-1) e umidade relativa 

(65±5%), por um fotoperíodo de 12 h.  

 Para aplicação dos tratamentos as plântulas foram transferidas para a 

câmara no final da tarde (18:00 h), onde permaneceram por 12 h no escuro em 

temperatura ambiente. No inicio do dia seguinte (06:00 h) foram submetidas aos 

tratamentos: controle (Irrigadas + 25 ºC por 12 h); seca (20 dias de suspensão da 

rega + 25 ºC por 12 h); calor (Irrigadas + 45 ºC por 12 h) e seca + calor (20 dias 

de suspensão da rega + 45 ºC por 12 h). Ao final do fotoperíodo (18:00) as 

plântulas foram coletadas e as folhas foram destacadas, imediatamente 

congeladas em N2 líquido e armazenadas a -80ºC para posterior análises. 

 

2.2-  Determinação de proteínas solúveis 
 

A determinação do conteúdo de proteínas solúveis totais foi realizada pelo 

método descrito por Bradford (1976). O método é baseado na mudança da 

coloração do reagente Coomassie Brilliant blue G-250 quando ligado a proteína e 

para a curva padrão utilizou-se a proteína albumina sérica bovina (BSA). Para a 

determinação, alíquotas de 10 µL do extrato protéico diluído foram misturadas 

com 2,5 mL do reagente de Bradford, submetidas à leve agitação e incubados por 

aproximadamente 25 minutos a temperatura ambiente. Após isto, as amostras 

foram lidas a 595 nm e a concentração expressa em mg de proteína.g-1 MS . 

 

2.3 – Preparo das amostras para eletroforese bidimensional 
 

 Amostras de folhas congeladas (200 mg) foram maceradas na presença de 

N2 líquido por 5 minutos, seguido da adição de 3 mL de meio de extração (tampão 

Tris-HCl 100 mM pH 8,8, contendo DTT 30mM, glicerol 20%, PEG 3% e PVPP 
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1%), e maceração por mais 5 minutos. O macerado foi então centrifugado a 

14.000 x g por 30 min a 4°C e o sobrenadante recolhido (Figura 6). 

 As proteínas do sobrenadante foram submetidas a precipitação pela 

mistura desse meio com solução de precipitação (TCA 10% e β-mercaptoetanol 

0,07% em acetona) na proporção de 1/6. As proteínas foram deixadas precipitar 

por 15 h a -20°C e ao final deste período foram precipitadas por centrifugação a 

10.000 x g por 35 minutos a 4°C, lavadas com 500 mL de metanol e 500 mL 

acetona gelada e por fim secas a vácuo. Ao final, as proteínas foram solubilizadas 

em tampão de reidratação (uréia 7M, tiouréia 2M, CHAPS 0,5%, tampão IPG 

(Immobilized pH gradient) 0,5% pH 3-10 e DTT 65 mM) e quantificadas usando 

reagente de Bradford (BRADFORD, 1976). 

 

2.4 - Isoeletrofocalização 
 

 A isoeletrofocalização (IEF) das proteínas foi realizada em equipamento 

IPGphor (Amersham Biosciences) em tiras IPG de 11 cm que continham um 

gradiente imobilizado de pH, em gel de poliacrilamida fixado em plástico, variando 

numa faixa linear de 4 a 7, fornecido pela empresa Amersham Biosciences. 

 Antes do procedimento de IEF, as tiras IPG foram colocadas num suporte 

(com tamanho especifico para cada tira) e submetidas ao processo de 

reidratação, onde após a mistura das amostras com a solução de reidratação 

(uréia 8M; CHAPS 2%; tampão IPG 3-10 2%; DTT 25mM e traços de azul de 

bromofenol) até o volume total de 200 µL (GÖRG et al., 2007), estas foram então 

aplicadas nas tiras de IPG. Posteriormente, as tiras foram levadas para os 

suportes específicos do equipamento IPGphor, devidamente posicionadas, 

cobertas com óleo mineral (Dry Strip Cover Fluid) e então mantidas a 20°C por 

12h. Após este período, a IEF foi iniciada e ocorreu em quatro etapas: 100V/1h, 

500V/2h, 5000V/2:30h e 10000V/18000Vhr, totalizando 31600V/hT. Após a IEF, 

as tiras foram imediatamente equilibradas ou armazenadas em freezer -80°C para 

posterior utilização. 
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Figura 6 - Esquema da seqüência de extração de proteínas de folhas de plântulas 

de cajueiro para corrida eletroforética bidimensional sob condições desnaturantes. 

 

2.5 – Equilíbrio das tiras de gradiente de pH imobilizado 
 

 Após a IEF, as tiras foram equilibradas em duas etapas de 15 minutos cada 

em 3 mL de tampão de equilíbrio (uréia 6M, glicerol 30% e SDS 2% em tampão 

Tris-HCl 50 mM pH 8,8) e 50mL de solução de azul de bromofenol 0,25%, sendo 

que na primeira etapa, 50mg de DTT foram adicionados ao tampão de equilíbrio e 

na segunda adicionou-se 200mg de iodoacetamida ao mesmo tampão. Após os 

dois passos de equilíbrio, as tiras foram lavadas com água destilada,submersas 
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por alguns minutos em tampão de corrida (LAEMMLI, 1970) e imediatamente 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS (SDS-

PAGE). 

 

2.6 – Eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS-PAGE 
 

 A eletroforese das proteínas presentes nas tiras IPG foi feita em gel de 

poliacrilamida na presença de SDS-PAGE, utilizando a metodologia descrita por 

Laemmli (1970). Foi preparado gel de separação na concentração de 15% de 

poliacrilamida. A eletroforese foi realizada em géis de 18 x 16 cm em cuba tipo 

HoeferSE 600 Ruby (Amersham Biosciences). 

 Após serem mergulhadas por alguns minutos no tampão de corrida, as tiras 

foram posicionadas horizontalmente no topo do gel, tomando-se o cuidado para 

que estas permanecessem em pleno contato, cobertas com 2mL de solução de 

agarose morna (Agarose 0,5%, SDS 1% e traços de azul de bromofenol) até que 

solidificassem. A corrida foi feita limitando-se a corrente a 20 mA/gel a uma 

temperatura de 18°C (mantida por refrigeração) e permaneceu até que o azul de 

bromofenol atingisse o limite inferior do gel. 

 

2.7 – Visualização dos géis bidimensionais (2D) 
 

 Os géis 2D foram visualizados por meio de coloração com Coomassie 

Blue-Silver, após serem primeiramente fixados em solução aquosa de etanol 30% 

e ácido fosfórico 2% (30 min; três vezes) e posterior lavagem com ácido fosfórico 

2% (v/v) (20 min; três vezes). Ao final das lavagens, os géis foram mergulhados 

em 500 mL de solução contendo ácido fosfórico 2%, etanol 18% e sulfato de 

amônio 15% em água (30 minutos), e posteriormente 5mL de solução 

concentrada do corante foram acrescidos e os géis mantidos sob agitação 

constante por 24 a 72 horas. 
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2.8 – Captura e análise dos géis 2D 
 

 Após a obtenção dos géis 2D, estes foram digitalizados em escâner 

ImageMaster e as imagens analisadas através de software específico 

(ImageMaster 2D Platinum). Com a análise das imagens foi possível obter do 

peso molecular (PM) e do ponto isoelétrico (pI) dos peptídeos e/ou proteínas 

(spots) contidos nos géis. O algoritmo utilizado para identificação in silico dos 

spots dos géis 2D foi o TagIdent (WILKINS et al., 1996; 1998), uma ferramenta on 

line disponível no portal ExPASY (GASTEIGER et al., 2005).  

 Os géis 2D representativos de cada condição foram comparados a fim de 

se verificar diferenças de expressão e assim foram adotados os seguintes 

critérios: (1) a proteína foi considerada induzida ou reprimida, quando apareceu 

ou desapareceu do gel 2D, respectivamente, tomando como base o gel do 

tratamento controle (25°C) e (2) considerou-se como havendo diferença 

quantitativa de expressão, quando a proteína apresentou aumento ou diminuição 

de pelo menos duas vezes o volume normalizado. A intensidade dos spots foi 

definida como sendo a densidade óptica média e a quantificação dos spots 

(abundância) foi expressa pela percentagem do volume total dos spots sobre os 

géis 2D. 

 

2.9 - Transferência das proteínas dos géis 2D para PVDF 
 

 Após separação por 2D algumas proteínas foram transferidas para 

membrana de PVDF (difluoreto de polivinilideno) e submetidas ao 

seqüenciamento protéico pelo método de Edman em seqüenciador de proteínas 

Shimadzu (modelo PPSQ-23A). A seqüência de aminoácidos obtida foi 

comparada com as proteínas conhecidas nos programas de busca Swiss-prot, 

PIR, Genpept no banco de dados do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) e Protein Data Bank (PDB) disponíveis na internet. 
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3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

3.1 – Concentração de proteínas 
 

 O conteúdo de proteína solúvel nas plântulas foram diferentemente 

afetados pelos efeitos isolados e combinados dos estresses hídrico e térmico 

(Figura 7). Nas plântulas submetidas ao estresse hídrico ou combinação dos 

estresses, o conteúdo de proteína solúvel foi reduzido em 22%, enquanto que nas 

plântulas expostas a 45 ºC o conteúdo de proteína foi 27% maior. 
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Figura 07 – Mudanças no conteúdo de proteínas solúveis em folhas de plântulas 

de cajueiro submetidas aos tratamentos (A) controle (Irrigadas + 25 ºC por 12 h); 

(B) calor (Irrigadas + 45 ºC por 12 h); (C) seca (20 dias de suspensão da rega + 

25 ºC por 12 h); e (D) seca + calor (20 dias de suspensão da rega + 45 ºC por 12 

h).  

  

Uma importante estratégia de sobrevivência celular, realizada pelas 

espécies vegetais frente a situações adversas ou estressantes, é o acúmulo de 

proteínas (WANG et al. 2003), principalmente as solúveis, além de aminoácidos e 

outros compostos nitrogenados. Além do aumento quantitativo de proteínas 

observado na concentração de proteínas para as plântulas expostas ao 

tratamento de calor, também foi observado uma elevação nos géis de 2D neste 
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mesmo tratamento, comparado ao controle (Figura 8). A assimilação de carbono e 

nitrogênio em plantas são eventos fisiologicamente interligados, e a limitação da 

fotossíntese e do crescimento, ocasionada pelos estresses isolados ou 

combinados, tais como a seca e o calor, podem levar a alterações no nível e 

disponibilidade do nitrogênio e, conseqüentemente, nos seus derivados (XU e 

ZHOU, 2006). 

 

3.2 – Expressão quantitativa das proteínas em gel bidimensional (2D) 
 
A análise dos géis bidimensionais das proteínas de folhas de plântulas de 

cajueiro, expostas ao estresses isolados e combinados de seca e calor, revelou a 

predominância de modulação positiva e negativa dos estresses de temperatura e 

seca, respectivamente, na expressão das proteínas, como revelado pela presença 

e concentração dos spots (Figura 8). Na condição controle, plântulas irrigadas que 

não foram expostas ao estresse térmico, foram registrados 289 spots, enquanto 

nas plântulas expostas somente a seca foram observados 109 spots, indicando a  

repressão de 180 proteínas (spots) induzida pelo estresse hídrico (Figuras 8A e 

8C). 

Nas plântulas submetidas somente ao estresse de temperatura elevada 

foram registrados 300 spots e naquelas expostas a combinação dos estresses de 

seca e temperatura elevada foram verificados 152 spots (Figuras 8B e 8D). Com 

relação às plântulas controle, o estresse térmico isolado levou a indução de 11 

proteínas no tecido foliar, enquanto a combinação dos estresses de seca e 

temperatura elevada resultou na repressão 137 proteínas (spots). No geral, os 

resultados demonstram que os tratamentos de calor e seca estão associados com 

a indução e repressão de proteínas nas folhas do cajueiro, respectivamente.   

Em nosso estudo, foi registrado um baixo número de spots em comparação 

com os mais de 1000 spots encontrados em géis 2D em diferentes situações de 

estresse (LEE et al., 2007; JIANG et al., 2007; WANG et al., 2008). Contudo, foi 

notável o efeito da temperatura como modulador positivo da expressão das  

proteínas observado no presente estudo. Outros trabalhos também relatam baixo 

número de spots em géis de 2D obtidos de plantas submetidas a determinadas 

situações de estresse (INGLE et al., 2007), inclusive para o cajueiro sob estresse 

salino, onde foram relatados 500 spots (ABREU et al., 2008).  
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Figura 8 – Géis bidimensionais de proteínas de folhas de plântulas de cajueiro 

submetidas aos tratamentos (A) controle (Irrigadas + 25 ºC por 12 h); (B) calor 

(Irrigadas + 45 ºC por 12 h); (C) seca (20 dias de suspensão da rega + 25 ºC por 

12 h); e (D) seca + calor (20 dias de suspensão da rega + 45 ºC por 12 h). Em 

cada gel foram aplicados 200 µg de proteína da fração ressuspensa. 
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Em relação ao controle, a análise dos géis permitiu a identificação de 50, 

52 e 57 spots que apresentaram aumento de volume superior a 0,5% em resposta 

aos tratamentos de calor, seca e seca+calor, respectivamente (Tabelas 3, 4 e 5, 

localizadas nos anexos). Grande parte destes spots foram identificados nos 

bancos de dados proteômicos, com base no pI e na massa molecular, utilizando a 

ferramenta TagIdent do ExPASY. Para o presente estudo, entre os diversos spots 

identificados, foram selecionados 20 spots representativos, relacionados aos 

tratamentos de seca, calor e seca + calor, para uma análise mais detalhada da 

modulação de expressão, que se encontram indicados por setas (Figura 8). 
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Figura 09 – Distribuição quantitativa em diferentes faixas de ponto isoelétrico (pI) 

dos spots encontrados nos géis bidimensionais de cajueiro anão precoce (Clone 

CCP 06) submetidas aos tratamentos: controle (Irrigadas  + 25 ºC por 12h); calor 

(Irrigadas + 45 ºC por 12 h);  seca (20 dias de suspensão da rega + 25 ºC por 12 

h); e seca + calor (20 dias de suspensão da rega + 45 ºC por 12 h) em câmara 

BOD sob condições controladas. Os spots escolhidos foram aqueles que 

apresentaram volume maior que 0,5% em relação ao controle. 

 
A análise dos 50 spots que apresentaram aumento de expressão (volume) 

nos géis de proteínas de folhas das plântulas expostas o tratamento de 

temperatura elevada, demonstrou que estes possuem massa molecular entre 14,4 

e 70,1 kDa (estimados pelo TagIdent do ExPASY), que se distribuíram numa faixa 
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de ponto isoelétrico (pI) entre 4,25 a 6,78. Destes, cerca de 50% apresentaram 

valor de pI compreendido entre 5,1 a 5,9 (Figura 09).  

Semelhantemente, a análise dos spots registrados com expressão 

diferencial nos tratamentos de seca (52 spots) e na combinação da seca e calor 

(57 spots), mostrou proteínas com o pI variando de 3,96 a 6,99 (para ambos 

tratamentos) e um agrupamento maior das proteínas na faixa de pI de 5,0 a 5,9. 

Apenas para estes dois últimos tratamentos foi possível registrar spots com pI 

abaixo de 4,0, tendo sido dois spots identificados para o tratamento de seca e um 

para a combinação da seca com o calor (Figura 09). 
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Figura 10 – Relação entre a massa estimada (kDa) e o ponto isoeletrico (pI) dos 

spots encontrados nos géis bidimensionais de cajueiro anão precoce (Clone CCP 

06) submetidas submetidas aos tratamentos de calor (Irrigadas + 45 ºC por 12 h)  

em câmara BOD sob condições controladas. Os spots escolhidos foram aqueles 

que apresentaram volume maior que 0,5% em relação ao controle. 

 
Quando correlacionamos a massa aparente dos spots (massa estimada 

para o spot, simbolizada por Mr) com os seus pontos isoelétricos, pode-se notar 

que para o tratamento de calor mais spots foram agregados na faixa de 40 a 60 

kDa e estes apresentaram pI numa faixa de variação de 4,5 a 5,0 (Figura 10).  
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Para os outros dois tratamentos, seca e seca combinada com calor, 

também é possível perceber um maior agregado dos spots na faixa de massa de 

40-60 kDa, no entanto, a maioria destes spots apresenta pI variando entre 5,0 e 

5,5 (figura 11A e B). Apesar dessa aparente ínfima diferença do pI (cerca de 0,5), 

fisiologicamente isto pode ser um ponto importante. Se a condição de seca estiver 

induzindo uma maior acidificação do meio citoplasmático, esta diferença na 

distribuição das proteínas pode representar uma estratégia para o enfrentamento 

do estresse. 
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Figura 11 – Relação entre a massa estimada (kDa) e o ponto isoelétrico (pI) dos 

spots encontrados nos géis bidimensionais de folhas de plântulas de cajueiro 

expostas aos tratamentos de (A) seca (20 dias de suspensão da rega + 25 ºC por 

12 h); e (B) seca + calor (20 dias de suspensão da rega + 45 ºC por 12 h). Os 

spots escolhidos foram aqueles que apresentaram volume maior que 0,5% em 

relação ao controle. 

 

 
3.3 – Expressão qualitativa das proteínas em gel bidimensional (2D) 
 

A análise global dos spots que apresentaram volume normalizado em 

relação ao controle de maior que 0,5% presentes nos diferentes tratamentos 

utilizados, permitiu classificá-los em 12 diferentes grupos (Figura 12). Houve um 

aumento nas proteínas relacionadas com o choque térmico quando as plantas 

foram submetidas ao calor, enquanto que a combinação dos fatores calor e seca 
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resultou num aumento expressivo das proteínas ligadas à fotossíntese. Na 

condição de seca, percebe-se um aumento das proteínas ligadas à dessecação 

ou desidratação, das deidrinas e, principalmente, das proteínas ligadas ao 

metabolismo do carbono (Figura 12). 

Analisando o grupo de “proteínas do choque térmico”, que foram 

expressivas nas plantas submetidas ao calor, predominaram proteínas “heat 

shock” (HSPs), sugerindo que a indução destas proteínas funciona de forma 

crucial e precisa contra o estresse térmico devido as suas propriedades biológicas 

(LEWIS et al., 1999; LEE et al., 2007). As HSPs são proteínas freqüentemente 

identificadas em trabalhos com estresse térmico e desempenham importante 

papel no metabolismo das plantas, protegendo-as dos danos causados pelo 

estresse (LEE et al., 2007; QURESHI et al., 2007). As HSPs são chaperonas 

moleculares que reparam e/ou ajudam na renaturação de proteínas danificadas 

pelo estresse, além de proteger as células dos efeitos do estresse (XU e HUANG, 

2008). Tais HSPs não são freqüentemente detectadas em condições vegetativas 

normais de crescimento, no entanto estas são induzidas por estímulos do 

ambiente e pelos estresses ambientais (SUN et al., 2002; WANG et al., 2004). 

Sugere-se que estas HSPs possam ser utilizadas como bio-marcadores do 

estresse térmico e sua alta diversidade dentro das células seja um reflexo de 

adaptações moleculares únicas das plantas em resposta aos estresses (LEWIS et 

al., 1999; WANG et al., 2004). 

Pode-se notar que a combinação da seca com o calor levou a um aumento 

na incidência de proteínas relacionadas com a fotossíntese (Figura 12). A 

temperatura é uma variavel ambiental que afeta fortemente os vegetais, sendo a 

elevação desta causadora de significativas perdas de produtividade em espécies 

agricultavéis (LEE et al., 2004; SUZUKI; MITTLER, 2006). O calor pode ser 

rapidamente sentido pelas pertubações físico-químicas de várias biomoléculas na 

membrana plasmática, citosol e organelas sub-celulares das células, as quais 

provocam sinais particulares para a resposta ao calor (LEE et al., 2007). 
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Figura 12 – Separação quantitativa dos spots encontrados nos géis 

bidimensionais de folhas de plântulas de cajueiro submetidas aos tratamentos de 

calor (Irrigadas + 45 ºC por 12 h); seca (20 dias de suspensão da rega + 25 ºC por 

12 h); e seca + calor (20 dias de suspensão da rega + 45 ºC por 12 h). Os grupos 

funcionais foram estabelecidos pelo agrupamento de cada spot isolado após a 

sua classificação pelo Talgdent (Expasy). Os spots escolhidos foram aqueles que 

apresentaram volume maior que 0,5% em relação ao controle. 

 
A fotossíntese é um processo vital do metabolismo vegetal que é 

fortemente afetado pela seca, calor e pela combinação de ambos (MITTLER, 

2006; QURESHI et al., 2007). Sob tais condições, as espécies vegetais passam a 

ajustar os componentes do aparato fotossintético responsáveis pela coleta 

(proteínas relacionadas com a clorofila) e utilização da luz (proteínas do 

transporte de elétrons) em busca de manter o balanço necessário entre estes dois 

componentes e conseqüentemente suas condições vitais (MULLER et al., 2005). 

Sob a condição de estresse hídrico, observou-se uma elevação das 

proteínas relacionadas à dessecação e/ou desidratação e ainda nas deidrinas 

(Figura 12). Durante a seca ocorre uma redução da água livre dentro do 

citoplasma celular e, conseqüentemente, um desbalanço no potencial hídrico 

celular (BRAY et al., 2001; MUNNS, 2002). Desta forma, alguns compostos são 

sintetizados para que o potencial hídrico entre o vacúolo e citoplasma seja re-

estabelecido (BRAY et al., 2001; NEPOMUCENO et al., 2001) e neste contexto as 

proteínas ligadas a dessecação e/ou desidratação desempenham importante 
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papel (SHARKEY, 2005). As deidrinas, também chamadas de proteínas LEA D11, 

são frequentemente expressas após as plantas são expostas a estresses com um 

componente desidratativo, tais como a seca, a salinidade, entre outros (LOPEZ et 

al., 2003; MUNNS, 2002). Sugere-se que as deidrinas podem ser consideradas 

proteínas indicadoras do estresse hídrico e desta forma usadas como 

biomarcadores moleculares no estudo deste estresse (CLOSE et al., 1993; 

LOPEZ et al., 2003). 

Foram selecionados 20 spots, do grupo de spots registrado com aumento 

de volume superior a 0,5% nos quatro tratamentos empregados (controle, seca, 

calor e seca+calor), para uma análise mais detalhada (Figura 13A e B). No geral, 

a comparação dos tratamentos estressantes empregados em relação ao controle 

demonstrou inumeras proteínas foram mais estimuladas que reduzidas (Figura 

13A e B).  

Das proteínas que foram reduzidas, as mais evidentes foram aquelas 

representadas pelos spots 1, 2, 6, 7 e 14 no tratamento calor (45°C), spot 13 na 

seca e spot 15 na combinação de seca e calor (Figura 13A e B); enquanto que os 

spots 1, 2, 6, 7 e 14 foram estimulados no tratamento de seca. Apresentaram 

indução os spots 16 e 17 no tratamento de seca combinado com calor e os spots 

18, 19 e 20 no tratamento de calor (45°C), enquanto que a seca reprimiu os spots 

8, 9 e 10 (Figura 13A e B).  
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Figura 13 – Mudanças na modulação da expressão de proteínas de folhas de 

plântulas de cajueiro induzidas pelos tratamentos de calor (Irrigadas + 45 ºC por 

12 h); seca (20 dias de suspensão da rega + 25 ºC por 12 h); e seca + calor (20 

dias de suspensão da rega + 45 ºC por 12 h). Os spots foram comparados com 

base no controle, representado pelo ponto zero (0), com barras positivas e 

negativas indicando indução e repressão, respectivamente. Os spots foram 

escolhidos a partir do grupo que apresentava volume maior que 0,5% em relação 

ao controle. 

 
Os spots 1 e 2, estimulados pela seca e reduzidos pelo calor, foram 

registrados pelo TagIdent como sendo uma NAD(P)H-quinona oxidorredutase 

cadeia 3 cloroplástica e uma NAD(P)H-quinona oxidorredutase sub-6 

cloroplástica, respectivamente, e a análise do N-terminal, através do método de 

Edman, permitiu identificá-las como uma plastocianina e uma ferredoxina, 

respectivamente (Tabela 2).  

A plastocianina (spot 1; Figura 13A) é uma proteína móvel presente no 

lúmen do tilacóide que participa do processo fotossintético atuando como 

carreador de elétrons entre o citocromo b6f e o fotossistema I (PSI) na cadeia 

transportadora de elétrons, enquanto a ferredoxina (spot 2; Figura 13A) é uma 

proteína hidrossolúvel presente nos cloroplastos que contém pelo menos um 

centro ferro-enxofre (-Fe-S-) e que media a transferência de elétrons do PSI para 

a NADP+ produzindo NADPH. Ambas as proteínas supracitadas participam do 

fluxo cíclico de elétrons, uma forma de dissipar o excesso de elétrons absorvidos 

pelos fotossistemas I e II (PSI e PSII) presentes nos vegetais e então inibir a 
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fotoinibição do PSII (ORT; BAKER, 2002; MIYAKE; OKAMURA, 2003). Em 

plantas de Arabidopsis com o PSI silenciado, relatou-se um aumento da síntese 

de plastocianinas e os autores relacionaram este fato como sendo estratégia de 

dissipação da energia recebida, provavelmente através do fluxo cíclico de 

elétrons, semelhante ao que ocorre em condições de luminosidade e temperatura 

elevada (HALDRUP et al., 2000; ORT e BAKER, 2002). A indução da ferredoxina 

em plantas sob estresse hídrico pode ser considerada uma estratégia de 

dissipação de energia, tal como foi relatado para plantas de tabaco (MUNNÉ-

BOSCH et al., 2005). 

 
Tabela 2 – Identificação de proteínas induzidas pelos estresses de seca e de seca 
+ calor em folhas de plântulas de cajueiro. A identificação foi por meio da 
seqüência N-terminal e comparação das seqüências obtidas com àquelas 
existentes em banco de dados do NCBI. 

N° do 
Spota 

pI/kDa 
putativob 

pI/kDa 
mensuradoc  

Seqüênciad Proteína homologa 
putativa (%)e 

1 3,4/1846 4,3/14456 N-IEILLGGDDGSQAFVPSQ 
Plastocianina [Cucumis 

sativus] (46,9%) 

2 6,8/1795 3,9/17079 N-AVHKVKLITPEGVQEF 
Ferredoxina I [Trifolium 

pratense] (38,8%) 
aNúmero dos spots mostrados na Figura 14; bValores de ponto isoelétrico (pI) e peso molecular (kDa) estimados através da 
ferramenta “Compute pI/MW” do Expasy; cValores aproximados de peso molecular (kDa) e ponto isoelétrico (pI) estimados 
no gel de plantas submetidas a seca. dSeqüências N-terminal de aminoácidos determinadas por degradação de Edman; 
eIdentificação putativa das proteínas identificadas no banco de dados do “National Center for Biotecnology Information” 
(NCBI). 

 
De modo geral, as situações de estresse levam a um desbalanço entre as 

fases bioquímicas e fotoquímicas da fotossíntese (WAHID et al., 2007; 

HIKOSAKA et al., 2006). Por exemplo, o estresse hídrico provoca uma redução 

da condutância estomática e conseqüente limitação de CO2, enquanto que a 

elevação da temperatura resulta numa alteração do fluxo de elétrons entre o PSII 

e PSI (HERNANDEZ et al., 2000; MITTLER, 2002). Outro evento que ocorre em 

situações de estresse é a elevação da produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), também reflexo do desbalanço da fotossíntese (MITTLER, 2002; WAHID 

et al., 2007). Esta elevação na produção de ROS pode ser uma sinalização para 

um ajustamento do metabolismo do vegetal a nova condição e, portanto, um 

ajuste do aparato fotossintético, porém pode ser prejudicial devido aos danos 

oxidativos causados pelas ROS (APEL et al., 2004; QURESHI et al., 2007). 

No tratamento que combinou a seca com a temperatura elevada foi notável 

que os spots 16 e 17 foram estimulados de forma exclusiva (Figura 13B). A 

análise pelo TagIdent identificou os dois spots como sendo peroxidases. As 
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peroxidases são um grupo de enzimas que participam do seqüestro das ROS e 

desta forma são importantes na defesa dos estresses (SREENIVASULU et al., 

1999). A restrição hídrica leva a uma condição de fechamento estomático e 

diminuição da eficiência fotossintética, condições que desestabilizam o 

metabolismo bioquímico do vegetal, levando a um aumento na produção de ROS 

(WAHID et al., 2007; CATTIVELLI et al., 2008). Assim, a indução de enzimas que 

possam atuar na retirada destas ROS, tais como as peroxidases, é uma 

estratégia importante no enfrentamento do estresse, seja ele hídrico, salino ou 

térmico (MUNNS, 2002; PARIDA ; DAS, 2005). 

A análise do tratamento de calor permitiu a identificação de três spots 

exclusivos: spots 18, 19 e 20 (Figura 13B), que foram registrados como sendo 

uma chaperonina mitocondrial, uma sintase da pinosilvina e uma sintase do 

estilbeno, respectivamente. As chaperoninas são proteínas constitutivas 

abundantes nos vegetais e freqüentemente relacionadas com o mecanismo de 

defesa, visto que aumentam sua quantidade após as plantas serem submetidas a 

diversas situações estressantes, tais como choque térmico, seca, salinidade, 

ataque de patógenos, entre outros (NOLLEN; MORIMOTO, 2002; WANG et al., 

2004).  

Isso se dá devido à função das chaperoninas as quais reorganizam a 

estrutura nativa de proteínas dobradas de maneira imprópria, estabilizam fatores 

de transcrição celular e ainda restauram as proteínas parcialmente desnaturadas 

pelo calor (SPREMULLI, 2000; GOMES et al., 2007). Desta forma, a ação das 

chaperoninas permite uma adaptação do vegetal em situações de aumento de 

temperatura por preservar as enzimas essenciais (GOMES et al., 2007). 

As enzimas sintase da pinosilvina e uma sintase do estilbeno (spots 19 e 

20, respectivamente) são enzimas que participam da síntese de estilbenos 

(CROTEAU et al., 2000; KODAN et al., 2001). Os estilbenos são um grupo de 

compostos que atuam no metabolismo secundário dos vegetais e são 

freqüentemente relacionados com a defesa ao ataque de patógenos além de 

outros tipos de estresses (STARK-LORENZEN et al., 1997; CROTEAU et al., 

2000). Os estilbenos também são considerados compostos antioxidantes e desta 

forma podem ajudar a combater as espécies reativas de oxigênio (ROS) 

produzidas em maior quantidade devido ao estresse oxidativo conseqüente dos 
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estresses bióticos e abióticos (CROTEAU et al., 2000; MARIUTTI; 

BRAGAGNOLO, 2007). 

As respostas dos vegetais podem ser extremamente semelhantes tanto 

sob estresses abióticos como para os bióticos, devido principalmente a 

desestabilização que ocorre na homeostase celular (MITTLER, 2002; 2006), a 

qual pode levar ao retardo do crescimento e desenvolvimento e, algumas vezes, a 

morte do vegetal (KOTAK et al., 2007). O acúmulo de ROS é um evento que 

caracteriza o estresse oxidativo e pode ser desencadeado quando as plantas se 

encontram sob diversas condições de estresses abióticos e/ou bióticos (NEILL et 

al., 2002; MITTLER, 2006). Estas ROS são extremamente prejudiciais para 

estruturas e macromoléculas celulares, devido a sua alta reatividade, e 

compostos antioxidantes enzimáticos ou não enzimáticos são necessários para 

neutralizar seus efeitos tóxicos no metabolismo celular (PASTORI; FOYER, 2002; 

FOYER; NOCTOR, 2005). 
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4 - CONCLUSÕES 
 
 
 

Pode-se concluir que a análise proteômica efetuada privilegiou proteínas mais 

leves (em torno de 45000 Da) e mais ácidas (pI 5 a 5,5); não foi possível obter a 

identificação de todas as espécies protéicas in silico, e dentre as proteínas 

identificadas as de choque térmico apresentaram uma maior representatividade. 

Observou-se, sob condições de calor, 3 proteínas , foram exclusivamente 

induzidas, bem como duas foram exclusivamente induzidas pela seca, porém 

nenhuma proteína foi exclusivamente induzida pela seca,  no entanto, nesta 

condição, a modulação da expressão de proteínas foi marcadamente a mais 

afetada.  
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Tabela 3 - Proteínas diferencialmente expressas em folhas de plantas de cajueiro anão precoce 
(Anacardium occidentale L.) submetidas a estresse por temperatura elevada, identificadas 
através do TagIdent 

 
Estresse por temperatura 

spot pI MM Identificação n º Acesso 
 5,1 68032 Heat shock cognate 70 kDa protein HSP7C_PETHY 

(P09189) 
 4,5 54882 Calreticulin CALR_MAIZE (Q9SP22) 

18 6,2 52709 Chaperonin CPN60, mitochondrial CH60_BRANA (P35480) 
 5,2 52709 Heat stress transcription factor A-4b HFA4B_ORYSJ 

(Q94J16) 
 4,8 52616 Heat stress transcription factor A-1e HFA1E_ARATH 

(Q9SCW5) 
 4,5 52064 Full=Calreticulin;ne-related peptide type 1 

receptor;; pr 
CALR_BERST 

(Q9ZPP1) 
 5,0 47186 Mitogen-activated protein kinase 10 MPK10_ARATH 

(Q9M1Z5) 
 4,8 46691 Heat shock factor protein HSF30 HSF30_SOLPE 

(P41152) 
 4,9 45959 Heat stress transcription factor A-2c HFA2C_ORYSJ 

(Q338B0) 
 4,8 45959 Heat stress transcription factor A-8 HSFA8_ARATH 

(Q9S7U5) 
 5,9 44009 Putative heat stress transcription factor A-6a HFA6A_ORYSJ 

(Q5Z6A4) 
 5,7 43958 Choline monooxygenase, chloroplastic CHMO_BETVU 

(O22553) 
 5,3 44268 Heat stress transcription factor A-4b HFA4B_ORYSJ 

(Q94J16) 
 5,1 43293 Isoform 2 of Heat stress transcription factor 

A-9 OS=Oryz... 
HSFA9_ORYSJ 

(Q10PR4-2) 
 5,1 43040 Isoform 2 of Heat stress transcription factor 

B-2c OS=Ory 
HFB2C_ORYSJ 

(Q652B0-2) 
 6,1 41945 Mitogen-activated protein kinase homolog 

MMK2 
MMK2_MEDSA 

(Q40353) 
 5,3 40925 Heat stress transcription factor A-4a HFA4A_ARATH 

(O49403) 
 4,9 40165 Heat stress transcription factor A-6b HFA6B_ARATH 

(Q9LUH8) 
 5,1 31219 Dehydrin ERD10 ERD10_ARATH 

(P42759) 
14 5,0 31885 Dehydration-responsive element-binding 

protein 2B 
DRE2B_ARATH 

(O82133) 
 6,6 27882 Embryonic abundant protein USP92 EA92_VICFA (P21747) 
 6,1 27313 Osmotin-like protein OSML13 OS13_SOLCO (P50701) 

7 5,3 20945 17.8 kDa class II heat shock protein HSP22_MAIZE 
(P24632) 

4 5,4 17911 17.6 kDa class I heat shock protein HSP12_ARATH 
(P13853) 

5 4,7 17543 Putative desiccation-related protein LEA14 LEA14_ARATH 
(O03983) 

 pI MM Identificação n º Acesso 
 4,5 47352 Calreticulin CALR_MAIZE (Q9SP22) 
 4,4 47269 Calreticulin-1 CALR1_ARATH 

(O04151) 
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Continuação da tabela 3 
 5,0 43344 Heat stress transcription factor A-2a HFA2A_ORYSJ 

(Q84MN7) 
15 6,8 39143 Isoform 2 of Mitogen-activated protein 

kinase 11 OS=Arabi 
MPK11_ARATH 

(Q9LMM5-2) 
13 5,8 29693 Stress-related protein. SRP_VITRI (Q9SW70) 

Estresse oxidativo 
spot pI MM Identificação n º Acesso 
11 5,5 26151 Glutathione S-transferase ERD13 GSTF3_ARATH 

(P42761) 
8 5,6 21211 Glutathione S-transferase APIC GSTF2_TOBAC 

(P46440) 
10 5,1 17398 Peroxiredoxin-2E-2, chloroplastic PR2E2_ORYSJ 

(Q7F8S5) 
Metabolismo do carbono 

Fotossíntese 
 spot pI MM Identificação nº Acesso 

 6,3 53643 Photosystem II CP43 chlorophyll 
apoprotein 

PSBC_NUPAD 
(A1XFV1) 

 5,4 52432 Ribulose bisphosphate 
carboxylase/oxygenase activase 2, c 

RCA2_TOBAC 
(Q40565) 

 5,6 54021 Full=RuBisCO large subunit-binding protein 
subunit alpha 

RUBA_CHLRE 
(Q42694) 

 6,5 27282 Chloroplast envelope membrane protein CEMA_LOBMA 
(A4QLK6) 

3 5,6 17896 Thylakoid lumenal 19 kDa protein, 
chloroplastic 

TL19_ARATH (P82658) 

 4,9 17326 Thylakoid lumenal 15.0 kDa protein 2, 
chloroplastic 

TL15B_ARATH 
(Q9LVV5) 

6 5,6 18700 Photosystem I assembly protein ycf3 YCF3_CUSRE 
(A7M967) 

12 5,7 28332 Chloroplast envelope membrane protein. CEMA_PLAOC 
(Q09G34) 

1 4,3 14400 NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit 
3, chloroplastic. 

NU3C_CAPBU 
(A4QKJ7) 

Transdução de sinal 
 spot pI MM Identificação nº Acesso 

 4,4 16691 Calmodulin-like protein 2 CML2_ARATH 
(Q9SU00) 

Outros metabolismos 
spot pI MM Identificação nº Acesso 

 4,7 70126 Acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl 
transferase subuni... 

ACCD_CHLSC 
(A6MMD1) 

19 6,1 53643 Pinosylvin synthase 2 DPS2_PINST (P48408) 
20 6,0 53174 Stilbene synthase 6 THS7_VITVI (A2ICC6) 

 4,4 52524 Cyclin-dependent kinase F-1 CDKF1_ARATH 
(O80345) 

 4,7 51428 Acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl 
transferase subuni... 

ACCD_GOSBA 
(A0ZZ44) 

 4,5 51248 Acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl 
transferase subuni 

ACCD_CICAR 
(B5LMN4) 

 4,4 15934 Uncharacterized protein At1g16640 Y1664_ARATH 
(Q9FX77) 

 4,6 50978 RAN GTPase-activating protein 1 RAGP1_ARATH 
(Q9LE82) 
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Tabela 4 - Proteínas diferencialmente expressas em estresse por seca em folhas de cajueiro 
identificadas por TagIdent 

 
Estresse Hídrico 

spot pI PM Identificação n º Acesso 

 5,21 68682 Heat shock 70 kDa protein 
HSP70_MAIZE 

(P11143) 

 5,28 54591 Heat stress transcription factor A-5. 
HSFA5_ORYSJ 

(Q6K6S5) 

 4,93 50118 Heat stress transcription factor A-6b 
HFA6B_ARATH 

(Q9LUH8) 

 5,14 46327 
Dehydration-responsive element-binding protein 

2A 
DRE2A_ARATH 

(O82132) 

 5,08 44599 
Isoform 2 of Heat stress transcription factor A-9 

OS=Oryz 
HSFA9_ORSJ(Q10PR

4-2) 

 5,00 42080 
Dehydration-responsive element-binding protein 

2B 
DRE2B_ARATH 

(O82133) 

14 5,16 32321 
Dehydration-responsive element-binding protein 

2A 
DRE2A_ARATH 

(O82132) 

 4,95 33151 
Isoform 2 of Heat stress transcription factor A-2c 

OS=Ory... 
HFA2C_ORYSJ 

(Q338B0-2) 

 5,12 30908 Dehydrin ERD10 
ERD10_ARATH 

(P42759) 

 6,09 30587 Heat stress transcription factor C-2a 
HFC2A_ORYSJ 

(Q6EUG4) 

 6,05 30224 Heat stress transcription factor C-2a 
HFC2A_ORYSJ 

(Q6EUG4) 

 6,57 29889 Embryonic abundant protein VF30.1 
EA30_VICFA 

(P21745) 

 5,10 29668 Dehydrin ERD10 
ERD10_ARATH 

(P42759) 

 5,43 29340 
Dehydration-responsive element-binding protein 

1E 
DRE1E_ORYSI 

(A2XWL6) 

 6,58 27925 Embryonic abundant protein USP92 
EA92_VICFA 

(P21747) 

 6,62 25929 Dehydrin Rab25 
DHR25_ORYSJ 

(P30287) 

7 5,36 21701 
Dehydration-responsive element-binding protein 

1J 
DRE1J_ORYSI 

(A2YXQ7) 

4 5,94 18564 17.9 kDa class II heat shock protein 
HSP21_SOYBN 

(P05477) 

 4,53 17179 Desiccation-related protein At2g46140 
LEA2R_ARATH 

(O82355) 

 4,45 17195 Wound-responsive protein GWIN3 
GWIN3_POPSP 

(P16335) 

 4,52 16334 Desiccation-related protein At2g46140 
LEA2R_ARATH 

(O82355) 

5 5,79 19524 17.4 kDa class I heat shock protein 3 
HSP23_ORYSJ 

(Q84Q77) 

 4,73 24224 14-3-3-like protein GF14 psi. 
14333_ARATH 

(P42644) 

15 6,82 39292 Mitogen-activated protein kinase 4 
MPK4_ORYSJ 

(Q5Z859) 
Estresse oxidativo 

spot pI PM Identificação N° Acesso 

 6,32 39704 Peroxidase 59 
PER59_ARATH 

(Q39034) 
11 5,51 27075 L-ascorbate peroxidase, cytosolic APX1_PEA (P48534) 

 5,11 17858 Superoxide dismutase [Cu-Zn]. 
SODC_CAPAN 

(O22373) 
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Continuação da tabela 4  
Metabolismo do carbono 

Carboidrato/Fotossíntese 
spot pI PM Identificação N° Acesso 

 5,40 43548 Enolase 
ENO_ORYSJ 

(Q42971) 

 4,49 28979 Lectin 
LEC_ACAFA 

(P84849) 

 4,77 17841 
Ribulose bisphosphate carboxylase small chain 

4, chloropl... 
RBS4_ACEAT 

(P16137) 

 4,81 12646 
Ribulose bisphosphate carboxylase small chain 

1, chloropl 
RBS1_SOLLC 

(P08706) 

 7,00 39409 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 

cytosolic 3 
G3PE_MAIZE 

(Q43247) 

 5,41 53482 Beta-amylase 
AMYB_SOYBN 

(P10538) 

 5,22 45077 Hexokinase-7 
HXK7_ORYSJ 

(Q1WM16) 

 5,56 42395 Phosphoglycerate kinase, chloroplastic 
PGKH_TOBAC 

(Q42961) 

 5,36 42080 Photosystem Q(B) protein 
PSBA_STAPU 

(Q32RX1) 

 5,57 40420 Photosystem II D2 protein 
PSBD_ANGEV 

(A2T330) 

6 5,60 19392 Thylakoid lumenal 19 kDa protein, chloroplastic 
TL19_ARATH 

(P82658) 

 4,46 16382 NifU-like protein 1, chloroplastic 
NIFU1_ARATH 

(Q93W77) 

 4,24 14303 
NAD(P)H-quinone oxidoreductase chain 3, 

chloroplastic 
NU3C_LOTJA 

(Q9BBT8) 

2 3,99 16964 
NAD(P)H-quinone oxidoreductase sub 6, 

chloroplastic 
NU6C_IPOPU 

(A7Y3L7) 

1 4,41 14358 
NAD(P)H-quinone oxidoreductase chain 3, 

chloroplastic 
NU3C_SACHY 

(Q6L394) 

3 5,74 18243 
Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit, 

chloroplastic 
UCRIA_ORYSJ 

(Q69S39) 

12 5,71 29015 
NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit K, 

chloroplastic 
NDHK_PHAVU 

(A4GG93) 
Outros metabolismos 

spot pI PM Identificação n º Acesso 

 5,44 35398 Protease Do-like 1, chloroplastic 
DEGP1_ARATH 

(O22609) 

 5,03 32856 Phosphoprotein ECPP44. 
ECP44_DAUCA 

(Q9XJ56) 

 5,52 53666 Aldehyde dehydrogenase family 7 member A1 
AL7A1_BRANA 

(Q41247) 

 3,98 15928 Putative calcium-binding protein CML23 
CML23_ORYSJ 

(Q8RYJ9) 
Transdução de sinal 

spot pI PM Identificação n º Acesso 

 4,16 16800 Calmodulin. 
CALM_FAGSY 

(Q39752) 
     

Não identificadas  
spot pI PM Identificação n º Acesso 

 4,05 39763 - - 
 4,15 35031 - - 
 4,04 28167 - - 
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Tabela 5 - Proteínas diferencialmente expressas em folhas de cajueiro anão precoce sob 
estresse combinado de seca e temperatura elevada em folhas de cajueiro identificadas por 
TagIdent. 
Estresse combinado de seca e calor 
spot pI PM Proteína Número de acesso 

 5,102 53182 Heat stress transcription factor A-1a HFA1A_ARATH (P41151) 
 5,318 51686 Heat stress transcription factor A-4a HFA4A_ARATH (O49403) 
 4,813 47448 Heat stress transcription factor A-1e HFA1E_ARATH (Q9SCW5) 
 4,874 46586 Heat stress transcription factor A-1d HFA1D_ARATH (Q9LQM7) 
 4,951 46208 Mitogen-activated protein kinase 10 MPK10_ARATH (Q9M1Z5) 
 4,515 46776 Calreticulin CALR_CHLRE (Q9STD3) 
 5,316 43697 Calreticulin-2 CALR2_ARATH (Q38858) 
 5,184 41446 Heat stress transcription factor B-2b HFB2B_ORYSJ (Q6Z9C8) 

 6,336 37341 
Mitogen-activated protein kinase 

homolog NTF3 NTF3_TOBAC (Q40517) 
15 6,832 36905 Mitogen-activated protein kinase 4 MPK4_ORYSJ (Q5Z859) 

 5,024 31260 
Dehydration-responsive element-

binding protein 1A DRE1A_ORYSJ (Q64MA1) 

 4,905 31306 
Putative heat stress transcription factor 

A-6a. HFA6A_ORYSJ (Q5Z6A4) 
14 5,133 30221 Heat stress transcription factor A-7b HFA7B_ARATH (Q9M1V5) 

13 5,888 28519 
Full=Small heat shock protein,  

chloroplastic;;protein hrt... HS23C_CHERU (P11890) 
 6,612 26808 Dehydrin Rab25 DHR25_ORYSJ (P30287) 

 4,618 23528 
Dehydration-responsive element-

binding protein 1I DRE1I_ORYSJ (Q0J3Y6) 
 5,322 22167 17.8 kDa class II heat shock protein HSP22_MAIZE (P24632) 

7 5,351 21096 
Dehydration-responsive element-

binding protein 1J DRE1J_ORYSJ (Q0J3Y7) 
 6,170 20305 22.7 kDa class IV heat shock protein HSP41_PEA (P19244) 
5 5,366 18475 17.6 kDa class I heat shock protein HSP12_ARATH (P13853) 
 5,764 18013 22.0 kDa class IV heat shock protein HSP41_SOYBN (P30236) 

 4,737 17679 
Putative desiccation-related protein 

LEA14 LEA14_ARATH (O03983) 

 4,945 16997 
Heat shock 22 kDa protein, 

mitochondrial HS23M_ARATH (Q96331) 
Estresse oxidativo 

spot pI PM Proteína Número de acesso 
 6,101 28809 Osmotin-like protein OSML13 OS13_SOLCO (P50701) 
 5,496 27666 L-ascorbate peroxidase, cytosolic APX1_PEA (P48534) 

11 5,515 25802 L-ascorbate peroxidase, cytosolic APX1_PEA (P48534) 

10 5,701 19931 
Probable phospholipid hydroperoxide 

glutathione peroxidase GPX4_CITSI (Q06652) 
17 6,979 40962 Peroxidase 37 PER37_ARATH (Q9LDN9) 
16 6,985 36742 Peroxidase 37 PER37_ARATH (Q9LDN9) 

Metabolismo do carbono 
spot pI PM Proteína Número de acesso 

 5,406 50438 Beta-amylase AMYB_SOYBN(P10538) 

 4,794 44019 
Fructose-1,6-bisphosphatase, 

chloroplastic F16P1_BRANA(Q0720) 

 5,091 42870 
Histidinol-phosphate aminotransferase, 

chloroplastic HIS8_ARATH (Q949X3) 

 5,521 40602 
Ferredoxin--NADP reductase, leaf 

isozyme 1, chloroplastic FNRL1_ARATH (Q9FKW6) 

12 5,726 27418 
Chloroplast envelope membrane 

protein CEMA_CARPA (B1A947) 
9 5,640 20282 Photosystem I assembly protein ycf3 YCF3_STIHE (Q06SJ8) 
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Continuação da Tabela 5 
 pI PM Proteína Número de acesso 

3 4,960 19001 
Ribulose bisphosphate carboxylase 

small chain 3, chloropl RBS3_ACECL (P16131) 
6 5,613 19001 Photosystem I assembly protein ycf3 YCF3_CHLSC (A6MMC3) 

 4,857 17498 
Thylakoid lumenal 15.0 kDa protein 2, 

chloroplastic TL15B_ARATH (Q9LVV5) 
     

Transdução de sinal 
spot pI PM Proteína Número de acesso 

 4,624 67512 RAN GTPase-activating protein 1 RAGP1_ARATH (Q9LE82) 
    

Outros metabolismos 
spot pI PM Proteína Número de acesso 

 4,727 69648 Carbonic anhydrase CAH_DUNSA (P54212) 

 4,951 39601 
mRNA cap guanine-N7 

methyltransferase 2 MCES2_ARATH (Q5HZ60) 
 5,563 37782 Photosystem II D2 protein PSBD_PSINU (Q8WI19) 
 6,516 26508 Myb-related protein Myb4 MYB4_ORYSJ (Q7XBH4) 
 4,698 23741 Ran-binding protein 1 homolog c RBP1C_ARATH (P92985) 

 4,442 17254 
Probable calcium-binding protein 

CML16 CML16_ARATH (Q9LI84) 

 4,442 16403 
Probable calcium-binding protein 

CML25/26 CML25_ORYSJ (Q2QYW1) 

1 4,266 14536 
Putative calcium-binding protein 

CML19 CML19_ORYSJ (Q8RYJ8) 

 5,534 51267 
Aldehyde dehydrogenase family 7 

member A1 AL7A1_BRANA (Q41247) 

 5,758 43697 
Glutamine synthetase cytosolic 

isozyme 1 GLNA1_VITVI (P51118) 
 5,946 43441 Stilbene synthase 6 THS7_VITVI (A2ICC6) 
 5,397 39952 Glutamine synthetase PR-2 GLNA2_PHAVU (P04771) 

 5,257 39893 
Glutamine synthetase cytosolic 

isozyme 1- 1 GLN11_ARATH (Q56WN1) 
8 5,655 21191 Glutaredoxin-C9. GRXC9_ORYSJ (Q7XIZ1) 
     

Não identificada 
spot pI PM Proteína Número de acesso 

 4,023 39369 - - 
 4,210 34493 - - 
 4,019 31862 - - 
2 3,964 17029 - - 

 


