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RESUMO

No presente trabalho foi realizado um estudo englobando fisiologia, bioquimica e proteémica
no feijdo-caupi, uma cultura de grande importancia nutricional e econdmica, principalmente
para a regido Nordeste. O objetivo geral do estudo foi de identificar mecanismos envolvidos na
tolerancia a seca no feijdo-caupi utilizando as trés abordagens. Para tanto, foram conduzidos
trés experimentos, dois em casa de vegetacdo e um em laboratdrio. No primeiro experimento o
objetivo foi identificar gendtipos de feijdo-caupi tolerantes e suscetiveis ao déficit hidrico a
nivel de plantulas, utilizando-se de duas metodologias, estresse hidrico simulado com o uso de
PEG6000 (Polietilenoglicol) e Screening Box. Os resultados demostraram que as duas
metodologias se mostraram eficientes na selecéo de gendtipos de feijao-caupi, sendo o gendtipo
Pingo de Ouro 1,2 tolerante ao déficit hidrico e o gendtipo Santo In4cio Vermelho sensivel. No
segundo experimento o objetivo foi compreender os mecanismos de tolerancia por meio da
caracterizacdo fisioldgica e bioguimica para tolerancia a seca em gendtipos de feijdo-caupi
contrastantes para essa caracteristica. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), num arranjo fatorial 4x2. Foram caracterizadas as respostas fisiol6gicas, como trocas
gasosas, florescéncia da clorofila a, pigmentos fotossintéticos, danos de membrana pela
peroxidagdo de lipideos (MDA) e determinacdo de solutos organicos (Prolina, Carboidratos
Soluveis e N-aminoacidos). Alguns mecanismos foram eficientes em evidenciar a tolerancia do
genotipo Pingo de Ouro 1,2, como a condutancia estomatica ao vapor d’agua (gs), demostrando
eficiéncia no controle estdbmatico; a razdo da taxa de assimilacdo liquida e condutancia
estomatica ao vapor d’agua (A/gs); a eficiéncia do uso da dgua (A/E), provando maior eficiéncia
do uso desta no genotipo tolerante; a eficiéncia de carboxilacéo e a clorofila total que tiveram
os seus valores recuperados quando o genétipo foi irrigado novamente apds os quatros dias de
déficit severo, demostrando que este genotipo pode tolerar por mais tempo o periodo de seca.
No terceiro experimento o objetivo foi identificar as proteinas diferencialmente expressas e as
proteinas responsivas aos déficits hidricos nos gendtipos contrastantes do experimento 2. As
proteinas foram extraidas de folhas de feijdo-caupi, dos tratamentos controle (irrigado), déficit
moderado (-1,0 MPa) e déficit severo (-1,5 MPa), de cada gendtipo tolerante e sensivel ao
déficit hidrico e foram analisadas pela 2D-SDS PAGE, usando espectrometria de massa na
identificacdo das proteinas. Dentro de todas as comparac@es foram identificadas 108 proteinas
diferencialmente expressas, dessas foram encontradas proteinas envolvidas em vérias vias
celulares que afetou os dois gendtipos. Foram identificadas proteinas tanto no genotipo Pingo
de Ouro 1,2 (tolerante) quanto no gen6tipo Santo Inacio Vermelho (sensivel), podendo estas
ser utilizadas como marcadores. Das proteinas que foram mais expressas entre 0s gendtipos
tem-se a subunidade maior ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase, parcial (cloroplasto).
Uma diferenca encontrada entre os dois genotipos esta relacionada a essa proteina. O gendtipo
sensivel teve maior repressdo dessa proteina, com isso pode-se sugerir que o gendétipo tolerante
possua mecanismo mais eficiente de escape a seca que o sensivel. Os resultados mostram
informacgdes para compreensdo das bases moleculares em relacdo a tolerancia e sensibilidade
do feijdo-caupi sob déficit hidrico.

Palavras-chave: PEG6000, Screening Box, Mecanismos de tolerancia, Espectrometria de
massa, Proteinas.



ABSTRACT

A physiological, biochemistry and proteomic studies were conducted on cowpea [Vigha
unguiculata (L.) Walp.)], aiming to identify mechanisms involved in drought tolerance or
susceptibility by using three different approaches. The importance of these studies is based on
the fact that cowpea is a nutritional and economically crop cultivated mainly in the water
deficient semiarid region of the Northeast of Brazil. Three experiments were conducted, two in
a greenhouse and one in the laboratory. The objective of the first trial was to identify genotypes
that were tolerant or susceptible to water deficit by using two approaches: (a) water deficit
simulated by the use of PEG6000 (Polyethylene glycol) and (b) by Screening Box. The results
of these trials revealed that the two methodologies were efficient to allowed the selection of
cowpea “Pingo de Ouro 1,2” genotype as being tolerant to water deficit, while the “Santo Inacio
Vermelho” genotype was found to be susceptible. The second trail aimed to look for
understanding the mechanism underlying plants tolerant to drought by means of physiological
and biochemistry characterization of drought tolerance in the contrasting genotypes susceptible.
A completely randomized design (CRD) was used in a 4x2 factorial arrangement. The
physiological responses, as measured by gas exchange, chlorophyll at the flowering stage,
photosynthetic pigments, membrane damage by lipid peroxidation (DPL), and determination of
organic solutes (Proline, Soluble Carbohydrates and N-amino acids) were characterized. Some
mechanisms were effectives in identifying the “Pingo de Ouro 1,2” genotype tolerance to
stomata conductance to water (gs). This observation showed the efficiency in the stomata
control, the ratio of liquid assimilation rate and stomata conductance to stream (A/gs), water
use efficiency (A/E), providing greater efficiency of water use in the tolerant genotype. The
carboxylation efficiency and the total chlorophyll that had their values recovered when the
genotype was irrigated again after the four days of severe water deficit, which indicated that
the mentioned genotype can tolerant a longer period of drought. The goals of the third trial were
to identify the differentially expressed proteins and proteins responses to the water deficits in
the experimental genotypes of the trial number 2. Proteins were extracted from leaves, while
the control treatments irrigated show moderate water deficit (-1,0 MPa) and severe deficit (-1,5
MPa) of each tolerant and sensitive water deficit genotype were evaluated by 2D-SDS PAGE,
using mass spectrometry for identification of proteins. Within all the comparisons, 108
differentially expressed proteins were identified that were involved in several cellular pathways
that affected the two genotypes. Proteins were identified both in the tolerant “Pingo de Ouro
1,2” genotype as well as in the susceptible to water deficit “Santo Inacio Vermelho” genotype.
The conclusion is that these genotypes could be used as markers. The proteins that were most
expressed among the mentioned genotypes, was the subunit of major partial ribulose-1,5
bisphosphate carboxylase/oxigenase, (chloroplast), and a difference was found between these
proteins. Considering the described situation, it can be assumed that the tolerance has more
efficient mechanisms of dry escape than the sensitive one. The results indicated information for
understanding the molecular bases of tolerance and sensible cowpea genotypes under water
deficit.

Key words: PEG6000, Screening Box, Mechanisms of tolerance, Mass spectrometry, Proteins.
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1 INTRODUCAO

A populacéo do planeta cresce em 83 milhdes de pessoas por ano: um pouco mais do
que o total dos habitantes da Alemanha. Caso essa tendéncia se mantenha, em 2050 j& havera
nove bilhGes de pessoas no mundo, e até o final do século serdo mais de 10 bilhGes
(KINKARTZ, 2011). Além disso, o planeta passa por mudancas, tais como estagnacdo na
producdo de muitas espécies cultivadas, aparecimento de novos patdgenos e insetos-praga,
aumento da demanda por biocombustiveis, e estresse causado pela salinidade, seca e
alagamentos que surgem como consequéncia das mudancas climaticas (MUTEIA, 2014). Tais
mudancas requerem respostas imediatas quanto ao desenvolvimento de novos cultivares. Estes
cultivares, por sua vez, devem apresentar altas produtividades garantindo a alimentagdo dessa
populacdo crescente e, a0 mesmo tempo, serem adaptados as novas condi¢fes ambientais
(KAVESKI, 2004).

Seca, alta salinidade, bem como baixas ou altas temperaturas se constituem em fatores
severamente limitantes da producdo vegetal. Quando tais estresses abiéticos ocorrem, varias
respostas bioquimicas e fisiologicas sdo induzidas nas plantas, de forma a propiciar a toleréncia
ou aumentar as chances de sobrevivéncia as condi¢des adversas (BENKO-ISEPPON et al.,
2011).

A seca pode ser considerada um dos mais importantes estresses ambientais que afeta
a agricultura e muitos esforcos tém sido realizados no sentido de melhorar cultivares quanto a
producdo sob condicdes de estresse hidrico. Nesse sentido, por mais de 80 anos alguns trabalhos
de melhoramento genético resultaram em aumento da producdo em ambientes sob estresse
hidrico. O aumento da estabilidade na producdo das espécies cultivadas sob diferentes
condicBes de estresse é de importancia estratégica para a garantia de alimento no futuro
(CATIVELLI et al., 2008).

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.) ] é considerado uma cultura essencial
em paises em desenvolvimento da América Latina, Africa e Asia onde é consumido como gréos
secos, graos verdes, vagens ou folhas. Devido ao seu alto teor de proteinas, vitaminas e
minerais, o feijdo-caupi € importante na alimentacdo humana e animal (SINGH et al., 1997).
No Brasil, o feijdo-caupi é cultivado predominantemente nas regides Norte e Nordeste do
Brasil. Apesar de adaptadas as condi¢des ambientais de cultivo, apresentam produtividade
média de 922 kg ha' (CONAB, 2016).

A deficiéncia hidrica é condicdo comum no Nordeste do Pais, sendo um dos fatores

gue comumente reduz a produtividade do feijdo-caupi (MENDES et al., 2007). A regido
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semiarida do Nordeste brasileiro caracteriza-se por um ecossistema com reconhecidas
limitacGes edafocliméticas que afetam a produtividade da maioria das espécies cultivadas. A
tolerancia ao estresse hidrico ¢ uma importante defesa da planta para manter a producdo em
condicdes de baixa disponibilidade de agua, principalmente em areas como o semiarido, onde
a distribuicdo das chuvas é bastante irregular e os verdes sao extensos. Assim, é recomendado
usar variedades mais rusticas, tolerantes ao estresse hidrico e com maior habilidade de
recuperar-se apos periodos de seca (BASTOS et al., 2011).

O feijao-caupi € classificado como moderadamente tolerante, tanto a deficiéncia
hidrica quanto ao excesso de agua no solo (BOYER, 1978). O requerimento de agua desta
cultura é variavel com o seu estadio de desenvolvimento (LIMA et al., 2006) e aumenta de um
valor minimo na germinacdo até um valor maximo na floracdo e formacdo de vagens,
decrescendo a partir do inicio da maturacdo (BASTOS et al., 2008). Dessa forma, a
identificacdo de gendtipos que possam se adaptar a essas condi¢fes € essencial para uma
producdo de graos sustentavel.

Nos programas de melhoramento de feijdo-caupi, a selecdo de gendtipos com
caracteristicas de tolerdncia a seca é de grande importancia para garantir o aumento da
producdo, principalmente nas regides do semiarido onde, muitas vezes, ocorre ma distribuicdo
de chuvas e, nos ultimos anos, vem se constatando periodos prolongados de seca. Com isso, 0
uso da andlise fisioldgica, bioquimica e molecular, podem auxiliar na compreensdo dos
mecanismos de tolerancia a seca e na identificacdo de proteinas marcadoras para uso na selecao

de gendtipos tolerantes a seca.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais:
- Identificar mecanismos fisiologicos e bioquimicos de tolerancia a seca em feijao-caupi;

- Identificar e caracterizar “proteinas marcadoras” para 0 melhoramento genético do feijéo-

caupi na resposta a seca.

2.2 Objetivos especificos:
- Identificar gendtipos de feijdo-caupi tolerantes e suscetiveis ao déficit hidrico;

- Caracterizar as respostas fisiologicas e bioquimicas de feijao-caupi a seca em gendtipos
contrastantes quanto a tolerancia a este estresse;
- Identificar as principais proteinas para auxiliar programas de melhoramento genético do

feijdo-caupi na selecdo de gendtipos tolerantes a seca.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cultura do feijao-caupi

O feijdo-de-corda ou feijdo-caupi pertence ao género Vigna, familia Fabacae, sendo
composto de mais de 200 espécies. O género Vigna, contém cerca de 20 espécies tipicas das
regibes tropicais e as espécies de maior importancia econémica e nutricional sdo Vigna
unguiculata (L.) Walpers, V. radiata (L.) Wilczek e V. mungo (L.) Hepper, sendo usadas como
fontes de proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais indispenséavel para varios povos (FERY,
2002). Suas sementes apresentam teor de proteinas que varia de 23 a 32% do peso total, sendo
estas ricas em lisina e triptofano, apresenta também uma quantidade substancial de minerais e
vitaminas (&cido folico e vitamina B) necessarias na prevencdo de doengas fetais durante a
gravidez (NIELSON et al., 1993; HALL et al., 2003). O feijdo-caupi é também conhecido por
apresentar baixo teor de gordura e alto nivel de fibras, constituintes que previnem doencas
cardiacas pela reducdo de lipoproteinas de baixa-densidade. Em adi¢do, o consumo de feijdo-
caupi aumenta a glicose no sangue de forma lenta devido a vagarosa digestibilidade do amido
presente nos graos, o que o torna alimento recomendavel para diabéticos (PHILLIPS et al.,
2003; SILVA et al., 2010).

Os gréos secos cozidos do feijdo-caupi representam sua principal forma de consumo.
Entretanto, folhas (em muitas partes do leste da Africa, continente de onde a planta foi
originada), sementes frescas (no sudeste dos Estados Unidos e Senegal) e vagens frescas verdes
(em regides Umidas da Asia e do Caribe) também s&o consumidas (EHLERS e HALL, 1997).
O Brasil é o terceiro maior produtor mundial desta espécie de feijao (depois da Nigéria e Niger),
com, aproximadamente 33 milhdes de consumidores (EMBRAPA, 2010).

Dentre as principais caracteristicas do feijao-caupi, pode-se citar as seguintes: seu
elevado contetido proteico, associado a boa capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio, boa
tolerancia as condicdes de baixa disponibilidade de agua nos solos, altas temperaturas e relativa
tolerancia a salinidade, condicdes tipicas das regiGes semiaridas do Nordeste do Brasil. Apesar
de ser considerado tolerante a baixas condicdes de disponibilidade de &gua quando comparado
a outras culturas, como por exemplo o feijdo comum (Phaseolus vulgaris), o feijado-caupi é
relativamente sensivel ao estresse hidrico. Dependendo da duragdo e da magnitude desse
estresse, ele responde regulando os estdmatos, reduzindo a area foliar, acelerando ou retardando
seu ciclo reprodutivo ou, ainda, desenvolvendo um sistema radicular mais profundo (DAS et
al., 2010).
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3.2 Parametros fisiologicos e o estresse hidrico

As plantas apresentam varios tipos de respostas ao déficit hidrico, as quais contribuem
para a manutencdo do seu status hidrico e, por extensdo, dos processos fisioldgicos e
bioquimicos essenciais. Estas alteracbes podem ocorrer tanto em curto prazo, com 0 aumento
na razdo sacarose/amido pelo carbono recente fixado, como em longo prazo, pelo pool de
solutos organicos de baixo peso molecular, também chamado de solutos compativeis, em um
processo conhecido como ajustamento osmatico, em que ambas as alteracbes fazem parte de
uma resposta reguladora da planta para manter a turgescéncia foliar sob baixa disponibilidade
de agua (BAJJI et al., 2001). Desse modo, a sobrevivéncia das plantas sob condicGes
estressantes depende em grande parte da habilidade que as mesmas tém de perceber o estimulo,
gerar e transmitir o sinal e iniciar varias alteracdes fisioldgicas e bioquimicas (SHINOZAKI e
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997; COSTA et al., 2012).

Segundo Fan et al. (2006), o déficit hidrico em consequéncia da seca se estabelece
quando a absorcao de dgua pelo sistema radicular ndo consegue atender as exigéncias da planta.
Entre as principais exigéncias estdo a fotossintese e a transpiracéo da parte aérea, dois processos
essenciais ao crescimento vegetal. Antes que o déficit hidrico se estabeleca, as raizes tém que
“sentir” a seca no solo e transmitir essa informacdo a parte aérea, 0 que gera uma resposta
integrada da planta permitindo sua sobrevivéncia até a disponibilidade de 4gua aumentada. Esta
comunicacdo é feita por varios meios além da reducdo no fluxo ascendente de agua (COSTA et
al., 2012).

A fotossintese ocupa uma posicéo fundamental entre as vias biossintéticas das plantas,
fornecendo uma ligagdo entre o metabolismo interno da planta e o ambiente. O processo
fotossintético constitui a base da producao de uma cultura, sendo estimada uma participacdo de
90% na producdo de matéria seca do vegetal (JIAO et al., 2003).

Plantas sob deficit hidrico diminuem a condutancia estomatica que leva a uma
diminuicdo na Ci (concentragéo interna do COy) e na transpiragdo e em consequéncia, causa
uma diminuicdo no suprimento de CO- para a fotossintese (OLIVEIRA et al., 2005). A Ci é
um, variavel que descreve a disponibilidade de diéxido de carbono para o processo
fotossintético, sendo que a reducéo de Ci pode indicar a ocorréncia das limitagdes dos estdmatos
(CHAVES et al., 2009), de forma que a resisténcia estomatica e do mesofilo reduzem a
concentracdo de CO2 que pode atingir os cloroplastos. Quando as clorofilas absorvem energia,
elas alteram suas configuracfes passando do estado basal para o estado excitado (nivel mais

alto de energia). Esse estado excitado é muito instavel e de vida muito curta. Dessa maneira,
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estes pigmentos, apds receberem a energia dos fotons, dissipam esta energia proveniente da luz
por diferentes meios (TAIZ e ZEIGER, 2009). O chamado “quenching” fotoquimico (qF) é a
dissipagdo da energia (luminosa) em processos da fotossintese, usada na formacgao do poder
redutor e ATP, os quais serdo utilizados na bioquimica do processo fotossintético. Ja o
“quenching” ndo-fotoquimico (qNF) é a dissipacdo de energia em processos outros que nao o
fotoquimico, sendo o principal processo envolvendo a protecdo contra o fotodano. O qNF mede
a dissipacédo térmica (calor) da energia de excitagdo em excesso, promovido principalmente
pela fluorescéncia da clorofila a no fotossistema Il (PSII) e pelo ciclo das xantofilas
(carotenoides) (COGDELL, 2006).

Em relagdo aos parametros bioquimicos observa-se o ajustamento osmotico, de forma
que a planta se aclimata e/ou se adapta ao déficit hidrico, podendo acumular prolina
(ALVARENGA et al., 2011) e outros aminoacidos livres (KUSAKA et al. 2005), polidlcoois
(RAMANJULU e BARTELS, 2002) e carboidratos (PEREIRA et al., 2012). Estes compostos
compartilham a propriedade de permanecerem estdveis em pH neutro e serem altamente
soltveis em agua (BALLANTYNE e CHAMBERLIN, 1994).

Os carboidratos, entre estes solutos sdo elementos-chave, pois podem ser armazenados
tanto na forma de polissacarideos com baixa atividade osmética como o0 amido, quanto na forma
de agucares altamente soluvéis e higroscopicos como a sacarose e hexoses (WHITTAKER et
al., 2007).

Além dos carboidratos, por muito tempo, a capacidade de prolina tem sido
correlacionada com a tolerancia ao estresse (SOMAL e YAPA, 1998). E comprovado na
literatura que a prolina em sua forma livre se acumula, ndo s6 em resposta a caréncia de agua,
como também pelos efeitos da salinidade e baixas temperaturas. Essa acumulagcdo vem sendo
observada em tecidos e érgdos vegetais, especialmente em folhas destacadas (MAIA et al.,
2007), folhas maduras (NOGUEIRA et al., 2001), folhas em crescimento (MONTEIRO et al.,
2014) e, na seiva do floema (NOGUEIRA et al., 2001). Os niveis de prolina nas plantas antes
de sofrerem um estresse sdo sempre baixos, podendo variar de 1 a 5 mmol. g-! de M.S. em
muitas espécies, como arroz, sorgo, milho, trigo e cevada (HANSON, 1980).

Entretato os carboidratos e a prolina ndo sdo os unicos que refletem danos nas plantas,
outro exemplo é quando o estresse por déficit hidrico gera espécies reativas de oxigénio, 0s
quais desencadeiam processos de peroxidacdo dos lipidios nas membranas celulares
(SMIRNOFF, 1993; SCHWANZ e POLLE, 2001). Esses processos de peroxidacdo foram
estudadas por Carneiro et al. (2011), que verificaram aumento na producdo de lipoperoxidos

em diversas espécies de gramineas submetidas ao déficit hidrico.
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Desta maneira, a condutancia estomatica, a taxa fotossintética, a eficiéncia do
fotossistema |1, carboidratos, prolina e peroxidacdo dos lipideos séo alguns dos parametros
fisiologicos e bioquimicos que tém apresentado uma grande funcdo na categorizacdo de
gendtipos tolerantes a seca, além também da capacidade de recuperacéo destes gendtipos apds
serem submetidos ao déficit hidrico com o restabelecimento do suprimento hidrico (TEZARA
et al., 2008).

3.3 Identificagdo de biomarcadores

Em alguns cenarios mais preocupantes a falta de agua ja € parte da realidade de
algumas regides do planeta, especialmente regides aridas e semiaridas, sendo que a seca atinge
os diversos setores produtivos envolvidos, com énfase para a agropecuéaria (BENKO-ISEPPON
etal., 2011).

De acordo com Dietrich et al. (2001) ao longo do tempo, as plantas foram submetidas
a diferentes tipos de ambientes definidos pelas condicbes edafocliméaticas, adaptando-se
inclusive a ambientes em que a disponibilidade hidrica é limitada, como ocorre em alguns
ecossistemas brasileiros, como a caatinga, a restinga, o cerrado e 0s campos rupestres. Acredita-
se que esse processo tenha ocorrido ao longo dos ultimos 400 milhdes de anos, a partir da
pressdo seletiva dos ambientes secos e salinos fora dos mares, gerando variagdes no
comportamento entre espécies e culminando com a geracao de plantas adaptadas aos ambientes
mais aridos.

Plantas adaptadas a ambientes de seca e calor extremos, como no caso destes,
apresentam adaptacOes especificas sem as quais sua ocorréncia e sobrevivéncia seriam
ameacadas. Juntos, 0s estresses abidticos sdo responsaveis por desencadear uma série de
respostas das plantas, que podem ser percebidas através das modificacbes morfoldgicas,
fisioldgicas, moleculares e metabolicas, a fim de tolerar estes estresses (BENKO-ISEPPON et
al., 2011).

A tolerancia a seca é definida como a habilidade da planta de sobreviver, crescer e
produzir satisfatoriamente com limitado suprimento de dgua ou sob deficiéncias periddicas de
agua (ASHLEY, 1993). Um aspecto crucial nos estudos relacionados a tolerancia a seca é a
avaliacdo do nivel da tolerancia de diferentes gendtipos. As respostas das plantas as condic¢oes
de estresse hidrico variam de acordo com a espécie, cultivar, tempo de exposigdo e fatores
edaficos, entre outros. N&o existe uma Unica variavel fisiologica que, por si so, seja indicativa

de tolerancia a seca. Segundo Nogueira et al. (2001), o ideal é avaliar mais de uma variavel,
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tais como potencial hidrico, condutdncia estomatica, temperatura e transpiracdo foliar,
considerados importantes para avaliar as respostas das espécies vegetais ao estresse hidrico.

Muitas pesquisas tém se voltado para o esclarecimento dos mecanismos fisioldgicos e
genéticos relacionados a resisténcia ou tolerancia a seca, com a identificacdo de genes
importantes na determinacéo destas caracteristicas. Os estudos de tais genes tém crescido cada
vez mais em importancia para a biotecnologia, dada & escassez de 4gua que vem se agravando
progressivamente em termos globais. As reacdes moleculares ao estresse hidrico, em plantas,
tém sido amplamente analisadas estudando-se diversos genes de resposta a seca, alta salinidade
e frio em nivel transcricional, havendo algumas revisdes sobre estes assuntos (GOLDACK et
al., 2011; HUANG et al., 2012) indicando a complexa interacdo entre estes genes (BENKO-
ISEPPON et al., 2011).

Os genes induzidos em condicdes de estresse tém sua funcdo ndo somente na producgéo
de importantes proteinas do metabolismo, como também na regulacédo de genes envolvidos na
transducédo de sinal (DERGISI, 2005), e que sdo proteinas que provavelmente funcionam na
resposta ao estresse, como aquaporinas, proteinas necessarias para producdo de Varios
osmoprotetores (acucar, prolina, glicina, betaina, etc.), proteinas que protegem macromoléculas
e membranas, proteinas LEA (late-embryogenesis abundant protein), chaperonas, proteinas
ligadoras de MRNA, proteases, e enzimas de destoxificacdo. O segundo grupo contém proteinas
envolvidas na regulacédo da via de transducao de sinal, expresséo génica (ativacéo e inativacao),
como as proteinas cinases, fatores transcricionais, fosfolipases C e proteinas de biossintese de
acido abscisico (ABA) (UMEZAWA, 2004; DERGISI, 2005).

Para um gendtipo mais produtivo, a capacidade de expressar um amplo conjunto de
proteinas diferencialmente expressas em resposta a disponibilidade de &gua parece ser uma
caracteristica chave na manutencdo de crescimento da biomassa durante o periodo seco. Sua
estratégia pode envolver uma diminuicdo da atividade fotossintética durante a estacdo seca
associada a realocacao de recursos por grandes mudancas na expressao de genes associados ao
metabolismo primario (VILLAR et al., 2011). Portanto, mapas protedmicos feitos a partir de
géis bidimensionais (2-DGE) podem detectar a expressdo proteica diferencial ligada a
mecanismos de tolerancia a seca. E a andlise do proteoma diferencial na resposta a seca pode
ajudar a elucidar os mecanismos fisiol6gicos e moleculares envolvidos.

Portanto, levando em consideracao o exposto acima, o presente estudo visa identificar
proteinas em folhas cuja alteracdo de sua expressdo esteja associada a maior tolerancia a seca
no feijdo-caupi. Isto podera fornecer evidéncias sobre mecanismos moleculares e fisioldgicos

envolvidos na resposta ao déficit hidrico, além de caracterizar fisiologicamente os gendtipos
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contrastantes. Essa caracterizagéo fisioldgica € importante para que as descri¢des de alteracdes
no proteoma em integracao as respostas fisiologicas caracterizadas sejam mais esclarecedoras,
visando aprofundar o conhecimento na &rea e inovar na elaboracéo de uma estratégia de selecdo

de gendtipos de feijao-caupi com caracteristicas de tolerancia a seca.

3.4 Tolerancia do feijdo-caupi ao déficit hidrico

A deficiéncia hidrica é uma das maiores causas de reducdo na produtividade agricola,
porém existe uma grande variabilidade na tolerancia a seca entre as espécies (KRAMER e
BOYER, 1995). Dentre as leguminosas de gréo, o feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.]
é produzido em regides quentes e semidridas, onde a precipitacdo é erratica e insuficiente
(KAY, 1979).

Segundo Taiz e Zeiger (2010), as respostas mais relevantes das plantas ao déficit
hidrico sdo: a reducdo da area foliar, o fechamento estomatico, a antecipacdo da senescéncia e
abscisdo das folhas. Assim, os processos fisiologicos sdo desencadeados e adaptados, de forma
a permitir a manutencao da dgua no solo, com o objetivo de economizar para periodos futuros,
com o intuito de assegurar a sobrevivéncia e a perpetuacdo da espécie

Em plantas de feijdo o déficit hidrico diminui a condutancia estomatica e aumenta a
resisténcia difusiva ao vapor de &gua, mediante fechamento dos estdmatos, reduzindo a
transpiracdo e, em consequéncia, o suprimento de CO para a fotossintese (OLIVEIRA et al.,
2005). Para Larcher (2000), os estdmatos atuam como moduladores da perda de agua pela
transpiracdo respondendo ao déficit hidrico com a alteracdo da abertura do poro a uma faixa
critica de valores do potencial hidrico foliar.

Diante da importancia do feijdo-caupi para o Norte-Nordeste do Brasil, torna-se
imprescindivel a realizacdo de estudos visando avaliar o desempenho de cultivares
desenvolvidas para o cultivo em regime de sequeiro, frente as limitacdes hidricas impostas que
ocorrem em diferentes fases de crescimento. Sousa et al. (2009) verificaram que o efeito do
estresse hidrico em feijoeiro causa reducdes nos componentes de producdo e € mais severo
guando ocorre nas fases de floracdo e frutificacdo. Guimaraes et al. (2006) também constataram
gue a deficiéncia hidrica nas plantas é tanto maior quanto menor o suprimento de agua pelas
raizes.

Apesar dos numerosos trabalhos existentes sobre o déficit hidrico e dos recentes
avancos em técnicas de biologia molecular, os mecanismos que conferem a tolerancia a seca
permanecem ainda pouco esclarecidos. Muitos genes que respondem aos estresses abioticos em

nivel transcricional tém sido identificados em varias plantas, e muitos deles tém um papel
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importante na toleréncia a esses estresses (SHINOZAKI e YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
2007). Estudos funcionais, envolvendo a caracterizagdo molecular do papel fisioldgico destes
genes em diferentes estagios da resposta ao estresse podem fornecer evidéncias de forma a
identificar os genes envolvidos nesta resposta (SHINOZAKI e YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
2000). Uma importante aplicacdo desses estudos relata a identificacdo de genes estresse-
induzidos que podem revelar fungdes essenciais ou importantes com efeito na tolerancia ou nas
reacOes de defesa contra a perda de agua (TALAME et al., 2007).

Uma estratégia de adaptacdo a seca pode envolver a diminuicdo da atividade
fotossintética durante a estacédo seca associada a realocacao de recursos decorrente de mudancas
na expressao de genes associados ao metabolismo primario.

Nos programas de melhoramento do feijdo-caupi a selecdo de genotipos com
caracteristicas de tolerdncia a seca é de grande importancia para garantir o aumento da
producdo, principalmente nas regides do semiarido onde, muitas vezes, ocorre ma distribuicao
de chuvas e, nos ultimos anos, vem se constatando periodos prolongados de seca. Com isso, 0
uso da biologia molecular, em um curto espacgo de tempo, pode representar uma alternativa para

a obtencdo e langcamento de cultivares comerciais com tolerancia a seca.
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CAPITULO 1

IDENTIFICACAO DE GENOTIPOS DE FEIJAO-CAUPI TOLERANTES E
SUSCETIVEIS AO DEFICIT HIDRICO POR MEIO DE DUAS METODOLOGIAS

RESUMO

Dentre as leguminosas de grao, o feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp. ] é produzido em
regides quentes e semiaridas, onde a precipitacdo é erratica e insuficiente. Trabalhos sobre os
mecanismos que conferem a tolerancia a seca permanecem ainda limitados. Portanto, objetivou-
se com esse trabalho identificar genotipos de feijdo-caupi tolerantes e suscetiveis ao déficit
hidrico a nivel de plantulas, utilizando-se duas metodologias, estresse hidrico simulado com o
uso de PEG6000 (Polietilenoglicol) e Screening Box. Os experimentos foram conduzidos em
casa de vegetacdo no delineamento inteiramente casualizado com trés repeti¢bes. Para a
metodologia com PEG6000 foram utilizados 15 gendtipos e duas testemunhas, com trés
repetigdes, totalizando 90 amostras. Foram selecionadas seis plantulas por gendtipo, utilizaram-
se trés caixas contendo apenas agua destilada e outras trés com nivel de potencial osmético de
- 0,2 MPa de PEG6000. A avaliacdo foi feita até atingir o ponto maximo de crescimento das
raizes. Para a metodologia de Screening Box foram utilizados 15 gendtipos, onde estes foram
avaliados quanto a tolerancia ao déficit hidrico no estadio de plantula. As duas metodologias
mostraram-se eficientes na selecdo de genotipos de feijdo-caupi, sendo o gendétipo Pingo de
Ouro 1,2 tolerante ao déficit hidrico, enquanto o genotipo Santo Inacio Vermelho, sensivel a

seca, em ambas as metodologias.

Palavras-chave: Seca, Vigna unguiculata, Plantulas.
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CHAPTER 1
COWPEA GENOTYPES TOLERANT AND SUSCEPTIBLE TO WATER DEFICIT
BY USING TWO APPROACHES

ABSTRACT

The grain legumes cowpea, [Vigna unguiculata (L.) Walp.] is cultivated in hot and semi-arid
regions, where the water precipitations are erratic and insufficient. The insights to clarify
possible mechanisms that confer drought tolerance remains limited. Therefore, a research with
the objective to identify tolerant and susceptible cowpeas genotypes to water deficiency at the
seedlings stage of growth, using two methodologies such as (a) water stress with the use of
PEG6000 (Polyethylene glycol) and the Screening Box were used in the present research. The
experiments were conducted in greenhouse environments using a completely randomized
design with three replications. For the PEG6000 approach, 15 genotypes and two controls
treatments were used in three replications in a total of 90 samples. Six seedlings were selected
per genotype by using three boxes containing only distilled water. In the other treatment, three
level of osmotic potential of -0.2 MPa of PEG6000. The evaluations of the trials were done
until the Screening Box approach, 15 genotypes were used and were evaluated for tolerance to
water deficit at the seedling stage of growth. The two methodologies were positives in help to
selections of cowpeas genotypes, “Pingo de Ouro 1.2” was found to be tolerant to water deficit,

while the “Santo Inacio Vermelho” genotype was found to be sensible to water deficit.

Key words: Drought, Vigna unguiculata, Seedlings.
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INTRODUCAO

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp. ] é considerado uma cultura essencial
em paises em desenvolvimento da América Latina, Africa e Asia onde é consumido como gréos
secos, grdos verdes, vagens ou folhas (SINGH et al., 1997). No Brasil, o feijdo-caupi € mais
cultivado nas regides Norte e Nordeste (NASCIMENTO et al., 2011), sendo a regido Nordeste
aquela que tem uma condicdo comum de déficit hidrico, um dos fatores que comumente reduz
a produtividade do feijdo-caupi (MENDES et al., 2007).

O requerimento de 4gua desta cultura é variavel com o seu estadio de desenvolvimento
(LIMA et al., 2006) e apesar de ser considerado tolerante a baixas condi¢des de disponibilidade
de &gua quando comparado a outras culturas, como por exemplo, o feijao comum (Phaseolus
vulgaris), o feijdo-caupi € moderadamente sensivel ao estresse hidrico (GWATHMEY e HALL,
1992).

Nos programas de melhoramento de feijao-caupi, a sele¢cdo de gendtipos com
caracteristicas de tolerancia a seca € importante para garantir o aumento da producéo,
principalmente nas regies do semiarido onde ocorre ma distribuigdo de chuvas e, nos altimos
anos, vem se constatando periodos prolongados de seca. Alguns estudos ja estdo sendo
desenvolvidos e recomendados para se identificar plantas mais adaptadas a baixa
disponibilidade de agua no solo (DANTAS et al., 2002).

Nesse sentido, um dos materiais utilizados para estudos relacionados ao déficit hidrico,
é o polietilenoglicol (PEG6000), que simula os efeitos da restri¢do hidrica por ndo penetrar nas
células, ndo ser degradado e ndo causar toxidez, devido ao seu alto peso molecular (SOUZA e
CARDQOSO, 2000), atuando como um agente osmotico que simula um determinado potencial
osmotico (Wos) (BRAGA et al., 1999; SOUZA e CARDOSO, 2000).

Outra metodologia que tem sido utilizada para estimar a tolerancia a seca é o descrito
por Singh et al. (1999a), esta é denominada de “Screening Box”, trata-se de um método simples
de triagem em caixa de madeira, onde podem ser selecionadas plantas tolerantes a seca ou
progénies de feijdo-caupi na fase de plantulas. A metodologia do “Screening Box” ¢é simples e
difere dos outros métodos que sdo dispendiosos e demorados, além disso, a selecdo em
condicBes de campo nem sempre € possivel devido & impossibilidade e a intensidade do estresse
pela seca (SINGH e MATSUI, 2002).

No melhoramento de plantas uma das primeiras etapas € a identificacdo de genotipos
que apresentem caracteres superiores ou desejaveis ao desenvolvimento de novos cultivares,

como por exemplo, gendtipos com tolerancia a seca. Uma vez identificados, estes sdo utilizados
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como genitores, cujos genes serdo inseridos no cultivar a ser desenvolvido. Entretanto, a
identificacdo de grande quantidade de gendtipos nesta etapa inviabiliza a avaliacdo destes em
campo, necessitando-se de metodologias que possam facilitar e agilizar a identificagdo destes
gendtipos. Esse tipo de estudo foi desenvolvido em Canola (AVILA et al., 2004), Algod&o
(ECHER et al., 2010) e Pinhdo Manso (PEREIRA e LOPES, 2011).

Diante do exposto, objetivou-se identificar gendtipos de feijdo-caupi tolerantes e
suscetiveis ao deficit hidrico a nivel de plantulas, utilizando-se de duas metodologias, estresse
hidrico simulado com o uso de PEG6000 (Polietilenoglicol) e Screening Box descrito por Singh
etal. (1999a).

MATERIAL E METODOS

Estresse hidrico simulado com o uso de PEG6000 (Polietilenoglicol)

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade Federal do Ceara.
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com trés repeticOes. Para este
experimento foram utilizados 15 gendtipos (Tabela 1), em que 12 sementes de cada gendtipo
foram esterilizadas com NaOCIl a 0,5% por 1 min., lavadas com A&gua destilada e,
posteriormente, foram distribuidas sobre duas folhas de papel germiteste umedecidas com dgua

destilada, em quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco e formados rolos.
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Tabela 1. Descricdo dos gendtipos avaliados quanto a tolerancia ao déficit hidrico.

NP GENOTIPOS DADOS DE ORIGEM

1 PITIUBA (BAG UFC/ UNIVERSIDADE FEDERAL DO
CEARA)

2 PATATIVA (BAG UFC/ UNIVERSIDADE FEDERAL DO
CEARA)

3 EPACE 10 (BAG UFC/ EPACE)

4 SEMPRE VERDE (BAG UFC/ UNIVERSIDADE FEDERAL DO
CEARA)

5 SETENTAO (BAG UFC/ UNIVERSIDADE FEDERAL DO
CEARA)

6 PINGO DE OURO (BAG UFC)

7 PINGODEOURO1,?2 (BAG/ EMBRAPA MEIO NORTE)

8 BRSPAGEU PRODUTOR PARAMBU-CE

9 SANTO INACIO PRODUTOR PARAMBU-CE

VERMELHO

10 CNCX 251-76E (CNPAF)

11 ROXINHO 1 (BAG/UFC/ ACARAPE - CE)

12 BRS PUNJANTE (CULTIVAR EMBRAPA MEIO NORTE)

13 BRS PARAGUACU (CULTIVAR EMBRAPA MEIO NORTE)

14 BRS TUMUCUMAQUE (CULTIVAR EMBRAPA MEIO NORTE)

15 BRS MARATAOA (CULTIVAR EMBRAPA MEIO NORTE)

Os rolos de papel germiteste foram colocados em Becker e transferidos para um
germinador com temperatura de 25 °C por 48 h. Em seguida, foram selecionadas seis plantulas
por geno6tipo, com radicula de 1 a 2 mm de comprimento, para ser fixadas em duas folhas de
papel germiteste de tamanho A4 e envolvidas por um saco de polietileno transparente perfurado
(exsicata) (Figura 1).

Figura 1. A: Rolos de papel germiteste em Becker contendo as sementes dos gendtipos para
germinar; B: Saco de polietileno transparente perfurado com plantula de feijao-caupi
A B
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Essas folhas foram colocadas verticalmente em uma caixa de madeira com dimensoes
37 x 30 x 50 cm (largura x altura x comprimento) (Figura 2 A), uma caixa contendo agua
destilada onde foi colocada trés repeticGes de todos os gendtipos e outra caixa contendo uma
solugdo com 119,571 g.L* de 4gua destilada no nivel de potencial osmatico de - 0,2 MPa de
PEG6000 com trés repeticdes. A parte superior da exsicata ficou apoiada nas laterais da caixa
de madeira e a parte inferior imersa na solucdo de PEG6000. Esta por capilaridade umedecia o
papel, onde se desenvolveu o sistema radicular (Figura 2 B).
Figura 2. A: Caixa de madeira com bandeja plastica contendo a solucdo de PEG6000; B:

Imagem do experimento mostrando suas repeticGes em casa de vegetacao.

As caixas foram mantidas em casa de vegetacdo a uma temperatura de 25 + 3 °C até o
momento das avaliagdes. A avaliagdo foi realizada ao longo de cinco dias, sendo mensurados:
comprimento total da raiz principal (diariamente e no mesmo horério), nimero de raizes
laterais, nimero de verticilos e massa seca dos 15 genétipos de feijao-caupi submetidos as duas
situagdes, a solucdo de PEG6000 e a 4gua. A avaliacéo foi feita até atingir o ponto méximo de
crescimento das raizes. Na andlise estatistica foi realizado o teste de médias pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade utilizando o programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

Estresse hidrico simulado com o método do Screening Box

Para este experimento foram utilizados 15 genétipos de feijdo-caupi (Tabela 1), os
quais foram avaliados quanto a tolerancia ao déficit hidrico. A avaliacdo foi realizada em casa
de vegetacdo e seguiu a metodologia proposta por Singh et al. (1999a), com algumas
modificacdes.
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As variedades de feijdo-caupi foram semeadas em bandejas de plastico (53 cm de
comprimento, 37 centimetros de largura e 24 cm de profundidade). As bandejas foram
preenchidas com uma mistura de 6:3:1 de areia, himus de minhoca e vermiculita,
respectivamente (Figura 3 A). Estas foram preenchidas com uma profundidade de 18 cm,
deixando-se cerca de 6 cm de espa¢o na parte superior para a rega. Orificios equidistantes foram
feitos em linhas retas (Figura 3 B).

Figura 3. A: Bandeja de pléastico contendo substrato e plantulas; B: Orificios equidistantes feitos
em linhas retas.
A B

Antes da semeadura, as sementes foram esterilizadas com 0,5% NaOCI por 1 min., e
lavadas com &gua destilada e, posteriormente, foram distribuidas sobre duas folhas de papel
germiteste umedecidas com agua destilada, em quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do
papel seco. Em seguida, estas foram transferidas para um germinador com temperatura de 25
°C até germinar, sendo entdo transferidas para as bandejas. Cada bandeja continha uma linha
de cada um dos 15 gendtipos de feijao-caupi com sete plantas (Figura 3 A).

Os tratamentos foram dispostos em cinco repeticdes ao acaso. As bandejas foram
irrigadas até o 9° dia. Apds este periodo, foi cessada totalmente a irrigacdo de quatro bandejas
e uma repetigdo continuou sendo irrigada. Todos os dias foram avaliados o numero de plantas
vivas e 0 numero de plantas mortas. A partir do teste de Scott e Knott (1974) e uma curva de

murcha permanente, os genotipos foram classificados como tolerante ou sensivel a seca.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estresse hidrico simulado com o uso de PEG6000 (Polietilenoglicol)

Houve efeito significativo (P< 0,05) entre os tratamentos genotipos versus tratamentos

para altura final (Tabela 2) e taxa de crescimento (Tabela 3) havendo uma interacdo

significativa.

Tabela 2. Comprimento total (cm) das raizes aos cinco dias ap6s a semeadura e submetidas ao

tratamento com agua e PEG6000.

Genotipos PEG Agua”
PITIUBA 6,36 + 1,8 Bb 20,5+ 3,7 Aabc
PATATIVA 5,00+ 1,2 Bb 20,7 + 5,4 Aabc
EPACE 10 6,16 + 0,5 Bb 15,2 + 2,4 Acde
SEMPRE VERDE 483 +0,6 Bb 18,6 + 7,4 Aabcd
SETENTAO 3,93+0,5 Bb 13,8+25 Acde
PINGO DE OURO 453+ 1,1 Bb 8,53+2,9 Ae
PINGO DE OURO 1, 2 6,7+1,0 Bb 25,8 + 4,4 Aab
PAGEU 416+1,8 Bb 17,0+1,9 Aabcde
SANTO INACIO

VERMELHO 3,46 + 1,7 Bb 16,7 +4,5 Acde
CNCX 251-76E 225+18 Ba 26,3+ 5,2 Aa
ROXINHO 1 36+0,6 Bb 17,5+ 3,2 Aabcd
BRS PUNJANTE 413+0,3 Bb 11,1+ 6,7 Ade
PARAGUACU 3,1+0,2 Bb 18,9 + 3,4 Aabcd
BRS MARATAOA 5,46 + 0,7 Bb 20,0+ 1,6 Aabcd
BRS TUMUCUMAQUE  2,86+0,2 Bb 13,6 +2,3 Acde

* Médias com as mesmas letras minusculas na coluna e mesmas letras maitsculas na linha ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade com mais ou menos o desvio padréo.

O gendtipo CNCX 251-76E se destacou quanto ao comprimento final com o
tratamento PEG6000 (polietileno glicol) (Figura 4). Price et al. (2002) citam o aumento do
comprimento das raizes como resposta ao déficit hidrico. De acordo Taiz e Zeiger (2009), esse

mecanismo pode ser considerado uma defesa contra a seca. Assim, 0 aumento do comprimento
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do sistema radicular dos gendtipos submetidas ao déficit hidrico simulado indica ser uma

alternativa da planta de ir a busca de agua que poderia estar em maior profundidade.

Figura 4. Comprimento da raiz dogenétipo CNCX 251-76E submetido ao tratamento com PEG

6000

Alguns gen6tipos como CNCX 251-76E e Pingo de ouro 1,2 também diferiu dos
demais quando submetido ao tratamento com &gua. Para este gen6tipo ndo se tem relatos quanto
a sua tolerancia a seca, ja para o genoétipo Pingo de Ouro 1,2, Nascimento et al. (2011)
verificaram que este genotipo apresentou tolerancia ao déficit hidrico (Figura 5).

Figura 5. Comprimento das raizes dos gendtipos CNCX 251-76E e Pingo de Ouro 1,2,

submetidos ao tratamento agua, respectivamente.
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A tolerancia ao déficit hidrico varia com o gendtipo, sendo que algumas plantas
desenvolvem mecanismos de adaptacdo, tornando-se mais eficientes na absorcdo de agua do
solo, especialmente através do desenvolvimento de um extenso e profundo sistema radicular e
de caracteristicas da parte aérea, como adequacdo da area foliar, rapido fechamento dos
estdmatos e manutencdo de uma reduzida temperatura foliar, dentre outros (CHAVES et al.,
2004; REIS et al., 2006).

Tabela 3. Taxa de crescimento (cm dia?) das raizes aos cinco dias ap6s a semeadura e

submetidas ao tratamento com agua e PEG6000.

Genotipos *Agua PEG
PITIUBA 453+0,7 Aab 1,23+0,3 Bb
PATATIVA 468+10 Aab 0,87 +0,3 Bb
EPACE 10 3,80+ 0,4 Aabc 1,15+0,1 Bb
SEMPRE VERDE 395+14 Aab 0,87 +0,3 Bb
SETENTAO 345+05 Abc 0,71+0,1 Bb
PINGO DE OURO 1,80+0,5 Ac 0,86 +0,3 Bb
PINGO DE OURO 1, 2 559+0,9 Aa 1,13+0,2 Bb
PAGEU 390+04 Aba 0,77+0,3 Bb
SANTO INACIO

VERMELHO 3,76 +0,9 Aabc 0,57 + 0,05 Bb
CNCX 251-76E 558 +1,0 Aa 4,72 +0,4 Ba
ROXINHO 1 3,86 +0,6 Aab 0,52 +0,1 Bb
BRS PUNJANTE 2,78+1,3 Abc 0,76 +0,3 Bb
PARAGUACU 4,44+07 Aab 0,43 + 0,05 Bb
BRS MARATAOA 455+0,4 Aab 0,96 + 0,14 Bb
BRS TUMUCUMAQUE 3,10+05 Abc 0,35 + 0,05 Bb

*Médias com as mesmas letras minudsculas na coluna e mesmas letras maitlsculas na linha ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com mais ou menos o desvio padrao.

Em relacdo a taxa de crescimento, os gendtipos CNCX 251-76E e Pingo de Ouro 1, 2
se destacaram, enquanto 0s demais se destacaram no tratamento dgua. No tratamento PEG6000
0 genotipo que diferiu dos demais foi CNCX 251-76E, havendo uma maior taxa de crescimento.

Para numero de raizes laterais, nimeros de verticilos e massa seca da raiz (Figura 6),

ndo houve diferenca entre genoétipos, apenas entre tratamentos com e sem PEG6000.
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Figura 6. Na figura demostra o nimero de raizes laterais, nimeros de verticilos e massa seca da

raiz dos tratamentos com e sem PEG6000.
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Comparando os tratamentos, os genotipos submetidos ao tratamento PEG6000
apresentaram menor quantidade de raizes laterais. O mesmo ocorreu para 0 numero de verticilos
que foram menores no tratamento PEG6000.

Em relacdo & massa seca, as maiores meédias foram observadas para o tratamento
PEG6000. Tavora e Melo (1991) descreveram que 0s principais mecanismos da planta para
escapar do déficit hidrico sdo o aumento e aprofundamento da raiz, podendo ser pelo
crescimento (alongamento celular) ou pelo ganho de massa seca (crescimento e aumento de
espessura das paredes celulares).

Apos as avaliagGes da raiz, os genétipos CNCX 251-76E e Pingo de Ouro 1,2
destacaram-se como tolerantes, visto que ambos mostraram bom desenvolvimento do sistema
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radicular. Os gendtipos que foram considerados susceptiveis ao déficit hidrico foram Pingo de
Ouro, Santo Inacio Vermelho e BRS Tumucumaque por apresentarem raizes mais superficiais,
bem como 0 menor comprimento e nimero médio de raizes.

Nascimento et al. (2011) ao estudarem a tolerancia ao déficit hidrico em 20 gendtipos
de feijdo-caupi no periodo reprodutivo, selecionaram entre os genotipos tolerante o Pingo de
Ouro 1,2 com caracteristicas tolerante a seca e 0s genoétipos Pingo de Ouro e Santo Inécio

Vermelho como intolerantes ao déficit hidrico moderado.

Estresse hidrico simulado com o método do Screening Box

A germinacdo de sementes e o crescimento inicial das plantas de todos os genotipos
foram normais. Cerca de seis dias apds o término da irrigacao, os efeitos do estresse comegaram
a aparecer. Alguns genotipos se mostraram suscetiveis, e as diferencas entre eles se tornaram
visivel e progressivamente mais pronunciada com o avan¢o dos dias do estresse hidrico. Os
efeitos do estresse foram vistos pela primeira vez nas folhas unifoliadas, que se tornaram
murchas, seguido pelos trifolios emergentes e, finalmente, a propria ponta de crescimento seca.

Em relacdo ao teste de média houve diferenca estatistica entre os genotipos de feijao-
caupi, de acordo com as plantulas murchas por dia (Tabela 4).

Tabela 4. Plantas Murchas por dia

GENOTIPOS MEDIAS
9 0.000000 a
8 0.000000 a
10 0.000000 a
14 0.000000 a
12 0.000000 a
5 0.000000 a
2 0.000000 a
1 0.000000 a
13 0.750000 a
15 1.750000 b
11 1.750000 b
3 1.750000 b
6 3.500000 b
7 3.500000 b
4 3.500000 b

Médias com as mesmas letras mindsculas, nao diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott
(1974) a 5% de probabilidade.

Os gendtipos 9, 8, 10, 14, 12, 5, 2, 1 e 13 ndo diferindo estatisticamente entre si. Nesses

gendtipos apresentaram maior susceptibilidade ao déficit hidrico. Ja os genétipos 15, 11, 3, 6,
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7 e 4 foram selecionados como tolerantes, uma vez que mostraram um atraso no processo de
murchamento.

A metodologia utilizada possibilitou identificar os gendtipos com melhores
caracteristicas de tolerancia e suscetibilidade ao deficit hidrico em nivel de plantulas. E a partir
da curva de murchamento permanente foi possivel seleciona os genétipos mais suscetiveis que
foram Santo Inacio Vermelho e BRS Tumucumaque. Os dados sobre a percentagem de murcha
em dias diferentes ap6s o término da irrigacdo indicam estes gendtipos como 0s mais
susceptiveis a seca (Figura 7) e, outros dois genotipos, Pingo de Ouro 1,2 e BRS Marataoa
como tolerantes a seca. No 14° dia ap06s retencéo de agua, 32% das plantas de Santo Inacio e
54% das plantas do BRS Tumucumaque tinham murchado, enquanto Pingo de Ouro 1,2 e BRS
Marataod tinham 10% e zero murchamento, respectivamente. Os outros gen6tipos apresentaram
variacdes de 21 a 43% quanto a percentagem de murchamento. No 24° dia 0s genotipos
susceptiveis ja estavam 100% murchos enquanto os tolerantes ainda tinham plantas vigorosas.
Figura 7. Curva de murcha ao longo dos dias ap6s a suspensdo da irrigacao do experimento de
Screening Box de 15 genotipos para tolerancia a seca.
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Este resultado corrobora com os resultados de Nascimento et al. (2011) e Oliveira et
al. (2004) que demonstraram que 0s genotipos Pingo de Ouro 1,2 e BRS Marataod apresentam

caracteristicas adequadas a tolerancia ao déficit hidrico.
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Barros et al. (2013), constataram que o gendtipo Pingo de Ouro 1,2 apresentam ampla
adaptabilidade e alta estabilidade aos ambientes do Nordeste do Brasil. Assim como a cultivar
BRS-Marataod é moderadamente tolerante ao déficit hidrico (EMBRAPA, 2004). Em relacdo
aos genotipos identificados com maior sensibilidade ao déficit hidrico (Figura 7), na literatura,
0 gendtipo Santo Inacio Vermelho apresenta caracteristicas de sensibilidade ao déficit hidrico,
porém a cultivar BRS Tumucumaque possui caracteristicas de tolerancia (EMBRAPA, 2009),
0 que néo foi verificado neste estudo.

Essa metodologia foi utilizada com sucesso por Singh e Matsui (2002), que validaram
esse método para répida identificacdo de genétipos promissores para toleréncia a seca e
confirmaram o mesmo resultado utilizando outras metodologias com plantas em estadios mais
avancados de desenvolvimento.

As duas metodologias demostraram resultados semelhantes ja que tanto os genotipos
Pingo de Ouro 1,2 e Santo Inacio Vermelho mostraram resultados similares em ambas as
metodologias utilizadas, corroborando com os resultados obtidos na literatura. Uma
vez que os resultados de estresse simulado com PEG600 e o método do Screening Box sdo
semelhantes, o método do Screening Box é mais pratico e a capacidade de possibilitar grande
numero de plantas/ linhas, faz deste método Util para a identificacdo de germoplasma de feijdo-
caupi a esse tipo de estresse. Além disso, 0 método com PEG6000, mesmo levando menos
tempo para o desenvolvimento do experimento é mais trabalhoso, € um método destrutivo das
plantulas, diferente do método de caixas que é simples e ndo destrutivo, as plantas tolerantes a
seca podem ser salvas e transplantadas para outros testes como teste de progénies e selecdo.

CONCLUSAO

As duas metodologias mostraram-se eficiente na sele¢do de genotipos de feijao-caupi.

Entre os gendtipos estudados o Pingo de Ouro 1,2 mostrou-se 0 mais tolerante ao déficit hidrico,

assim como o Santo Inacio Vermelho foi 0 mais sensivel a seca, em ambas as metodologias.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO FISIOLOGICA E BIOQUIMICA DE GENOTIPOS DE
FEIJAO-CAUPI CONTRASTANTES PARA TOLERANCIA A SECA

RESUMO

Objetivou-se, com esse trabalho, compreender os mecanismos de tolerancia por meio da
caracterizacdo fisiologica e bioquimica para tolerancia a seca em gendtipos de feijao-caupi
contrastantes para essa caracteristica. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da
Universidade Federal Ceard. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado (DIC), num arranjo fatorial 4x2, sendo o primeiro fator correspondente aos
tratamentos e o segundo aos genotipos estudados, com 5 repeticbes. As plantas quando
atingiram o periodo de pré-floracdo foram submetidas a quatro niveis de tratamento, 0s quais
corresponderam: controle, condi¢cdo moderada de déficit hidrico, condicdo severa de déficit
hidrico e condicdo de reidratacdo das plantas. Foram caracterizadas as respostas fisioldgicas,
como trocas gasosas, florescéncia da clorofila a pigmentos fotossintéticos, determinacdo da
peroxidacdo de lipideos (MDA) e solutos organicos (Prolina, Carboidratos Soltveis e N-
amino&cidos). Alguns mecanismos foram eficientes em evidenciar a tolerdncia do genoétipo
Pingo de Ouro 1,2, como a condutdncia estomatica ao vapor d’agua (gs), demostrando
eficiéncia no controle estdbmatico; a razdo da taxa de assimilacdo liquida e condutancia
estomatica ao vapor d’agua (A/gs); a eficiéncia do uso da dgua (A/E), provando maior eficiéncia
do uso da &gua no genotipo tolerante; a eficiéncia de carboxilacdo e a clorofila total que tiveram
os seus valores recuperados quando o genétipo foi irrigado novamente apds os quatros dias de

déficit severo, demostrando que este genotipo pode tolerar por mais tempo o periodo de seca.

Palavras-chave: Vigna unguiculata, Déficit hidrico, Adaptabilidade a seca
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CHAPTER 2
PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF COWPEA
GENOTYPES CONTRASTING FOR DRY TOLERANCE

ABSTRACT

The objective of this work was to understand the mechanisms involved in drought tolerance
through physiological and biochemical characterization in contrasting cowpea genotypes for
the mentioned trait. The experiment was carried out in the greenhouse located at the Federal
University of Ceara, in Fortaleza, Brazil. The experimental design utilized was a completely
randomized design (CRD), in a 4x2 factorial arrangement. The first correlated to the third, and
the second one correlate to the studied genotypes, with five replications. The plants were
submitted to four treatment levels when they reached the pre-flowering period: (a) control, (b)
moderate water deficit, (c) severe water deficit and (d) rehydration conditions of the plants.
Physiological responses, such as gas exchange, chlorophyll blooming to photosynthetic
pigments, determination of lipid peroxidation (MDA) and organic solutes (Proline, Soluble
Carbohydrates and N-amino acids) were characterized. Some mechanisms were efficient in
evidencing the tolerance of “Pingo de Ouro 1.2” genotype, such as stomata conductance to
water vapor (gs), demonstrating efficiency in the stomata control, the ratio of net assimilation
rate and stomata conductance to steam water (A/gs), water use efficiency (A/E), all providing
greater efficiency of water use in the tolerant genotype. The carboxylation efficiency and the
total chlorophyll that had their values recovered when the genotype was irrigated again. After
four days of severe deficit, it was demonstrated that this genotype can tolerant a longer drought
period.

Key-words: Vigna unguiculata, Water deficiency, Adaptability to drought
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INTRODUCAO

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é cultivado principalmente nas regiGes
Norte e Nordeste do Brasil (NASCIMENTO et al., 2011). A cultura é de grande importancia
para a alimentacdo da populacdo dessas regides, principalmente as mais carentes, pois seus
grdos sdo muito aceitos, possuem alto valor nutritivo e sdo relativamente mais acessiveis,
constituindo-se um dos principais alimentos da dieta alimentar (SILVA et al., 2010).

Além de ser utilizado na alimentacdo humana, o feijao-caupi pode ser utilizado na
alimentacdo animal, como forragem, e ainda como adubo verde e cobertura do solo
(ANDRADE JUNIOR et al., 2003). Desta forma, um dos objetivos da pesquisa com essa cultura
é buscar variedades com maior produtividade. A utilizacdo de variedades mais produtivas no
sistema agricola familiar é de grande importancia econémica para o produtor rural (SANTOS
et al., 2009). Entretanto, a regido Nordeste tem uma condicdo comum de déficit hidrico, sendo
um dos fatores que comumente reduzem a produtividade do feijdo-caupi (MENDES et al.,
2007).

A deficiéncia hidrica é uma situacdo comum a muitas culturas e constitui-se em um
dos fatores que mais afeta a producédo agricola, influenciando praticamente todos os aspectos
relacionados ao desenvolvimento vegetal (DAMATTA, 2007). Os danos provocados pelo
estresse hidrico variam conforme a duracdo, intensidade, frequéncia, época de sua ocorréncia e
0 gendtipo. A frequéncia e a intensidade da deficiéncia hidrica constituem os fatores mais
importantes a limitacdo da producédo agricola mundial (SANTOS e CARLESSO, 1998).

Apesar do feijdo-caupi ser considerado tolerante a baixas condi¢6es de disponibilidade
de &gua quando comparado a outras culturas, como por exemplo, o feijado comum (Phaseolus
vulgaris), o feijdo-caupi € moderadamente sensivel ao estresse hidrico (GWATHMEY e HALL,
1992; BELKO et al., 2012).

Segundo Lima et al. (2006), o requerimento de agua desta cultura é variavel com o seu
estadio de desenvolvimento, aumenta de um valor minimo na germinagao até um valor maximo
na floracdo e formacao de vagens, decrescendo a partir do inicio da maturacéo.

Diante da importancia do feijdo-caupi para o Norte-Nordeste do Brasil, torna-se
imprescindivel a realizacdo de estudos visando avaliar o desempenho de cultivares
desenvolvidas para o cultivo em regime de sequeiro, frente as limitacGes hidricas impostas que
ocorrem nas diferentes fases de crescimento da planta. Sousa et al. (2009) verificaram que o
efeito do estresse hidrico em feijoeiro causa reducdes nos componentes de producgéo e € mais

severo quando ocorre nas fases de floragdo e frutificagdo. J&, Guimardes et al. (2006) também
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constataram que a deficiéncia hidrica nas plantas é tanto maior quanto menor o suprimento de
agua pelas raizes. No caso do feijdo-caupi, alguns estudos sobre déficit hidrico foram
realizados, tais como os de Bastos et al., 2012; Nascimento et al., 2004;; Santos et al. 2010 e
Nascimento et al., 2011. Embora existam trabalhos relacionados com o déficit hidrico em
plantas ainda sdo incompletas as informac@es sobre os mecanismos que conferem tolerancia a
seca.

Nos programas de melhoramento de feijao-caupi a selecdo de genotipos com
caracteristicas de tolerancia a seca € importante para garantir a producdo, principalmente nas
regibes do semiarido onde, ocorre ma distribui¢cdo de chuvas e, nos dltimos anos, vem se
constatando periodos prolongados de seca. Com isso, objetivou-se com o presente trabalho
compreender 0s mecanismos de tolerancia por meio da caracterizacdo fisioldgica e bioquimica

para toleréncia a seca em genotipos de feijao-caupi contrastantes.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na horta da Universidade Federal
do Ceara, no periodo de julho a agosto de 2015, com temperatura ambiente de 35 £ 5°C e
umidade relativa de 70 £ 20%. As sementes de feijdo-caupi da cultivar Pingo de Ouro 1,2
(gendtipo tolerante ao déficit hidrico), cedidas pela Empresa Embrapa Meio-Norte e da
variedade Santo Inécio vermelho (gendtipo sensivel ao déficit hidrico), cedidas pelo Banco de
Germoplasma da Universidade Federal do Ceara, foram utilizadas no trabalho. As sementes de
cada gendtipo foram semeadas trés a trés em vasos de 11L em substrato contendo areia, himus
de minhoca e vermiculita, na propor¢éo 6:3:1, onde foram irrigadas todos os dias, realizando-
se 0 desbaste aos 10 dias ap0s a semeadura (DAS).

Quando as plantas atingiram o periodo de pré-floracdo foram aplicados os tratamentos,
0s quais corresponderam a (1) Controle — condigdes de plena irrigacéo; (2) Condi¢cdo moderada
de déficit hidrico com um potencial hidrico na antemanha (Wam) de —1,0 £ 0,1 MPa; (3)
Condicdo severa de déficit hidrico (-1,5 + 0,1 MPa) e (4) Condicéo de reidratacdo das plantas.
No quarto tratamento as plantas ao atingirem o déficit severo foram reidratadas pela retomada
da irrigacdo e avaliadas apds quatro dias da reidratagdo, a fim de avaliar as respostas de
recuperacao a seca.

A coleta dos dados foi realizada no momento em que as plantas alcangaram o potencial

hidrico desejado por meio de medi¢cGes com uma bomba de presséao tipo Sholander.
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As folhas e raizes de feijao-caupi foram coletadas e armazenadas em envelopes de
papel aluminizado, congeladas com nitrogénio liquido, e armazenadas a —80 °C, até posterior
uso. As mesmas foram secas em liofilizador e, em seguida, maceradas, até obter um p6 fino, o
qual foi armazenado.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), num
arranjo fatorial 4x2, sendo o primeiro fator correspondente aos tratamentos e o segundo aos
genotipos estudados, com 5 repetices. Os dados foram submetidos a analise de variancia,
sendo realizada a comparacdo entre as medias pelo teste de Tukey com nivel de significancia a
5%, com o auxilio do programa SISVAR (FERREIRA, 2011). Para elaboracdo dos graficos o
programa utilizado foi o SigmaPlot 11.0 (2008).

Caracterizacdo das respostas fisiologicas

Avaliou-se o potencial hidrico foliar (Yw) apos 10 dias da imposi¢ao do déficit entre
05h30min e 06h30min da manh& em folhas totalmente expandidas do quarto ou quinto trifdlio
a partir do apice, por meio de uma bomba de presséo do tipo Scholander (SCHOLANDER et
al., 1965).

Trocas gasosas

Para as trocas gasosas foram avaliadas: a taxa de assimilacdo liquida do COz (A), a
condutancia estomatica ao vapor d’agua (gs), a taxa transpiratoria (E), a concentragdo interna
do CO: (Ci) e a razéo interna e externa de carbono (razdo Ci/Ca) e a eficiéncia intrinseca do
uso da agua (A/gs), obtidas através de um IRGA modelo portatil LI-6400XT, LI-COR
Biosciences Inc., Lincon, Nebraska, USA. A eficiéncia instantanea do uso da &dgua foi calculada

pela razdo A/E e a eficiéncia instantanea de carboxilacdo pela razdo A/Ci.

Fluorescéncia

As variaveis de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas na mesma area da folha em
que foram realizadas as medidas das trocas gasosas, usando-se um fluorémetro acoplado ao
IRGA. As variaveis de inducdo da fluorescéncia obtidas foram: fluorescéncia inicial (Fo);
fluorescéncia maxima (Fm); fluorescéncia variavel (Fv), determinada pela diferenca entre Fo e
Fm. Com os valores de Fv e Fm foi obtido a eficiéncia fotoquimica potencial do PSII (Fv/Fm)
(GENTY etal., 1989). Também foi avaliada a taxa de transporte de elétrons (ETR) e a eficiéncia

fotoquimica efetiva do fotossistema 2 (¢ PSII).
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Pigmentos Fotossintéticos

Os teores das clorofilas a e b, das clorofilas totais e dos carotendides foram
determinados através do método descrito por Wellburn (1994). Trés discos medindo 1,0 cm de
diametro foram retirados do primeiro par de folhas completamente expandidas e colocados em
tubos de ensaio contendo 2 mL de uma solucdo de dimetilsulfoxido (DMSO) saturada com
CaCOs, os quais foram previamente revestidos com papel aluminio e permaneceram tampados
durante toda a analise. Em seguida, as amostras foram incubadas a 65 °C, em banho-maria, por
30 min. Decorrido esse tempo, e apds terem atingindo a temperatura ambiente, os discos foliares
foram reservados e o0 extrato de pigmentos foi utilizado para a determinacdo da absorbancia a
665, 649 e 480 nm. Por fim, os discos foliares foram lavados, para a retirada do excesso de
solucdo, e secos a 60 °C, por 48 h, em estufa, para a obtencdo de sua massa seca. Os teores de
clorofila a (Ca), clorofila b (Cp), clorofila total (Ct) e carotenoides foram calculados com base
nas seguintes equacoes:

Ca = (12,47 x Ages) - (3,62 X Asag);
Cb = (25,06 x Aeag) - (6,5  Asss);
Ct = (7,15 x Ases) + (18,71 x Asao);
Carotenoides = (1000 x Asgo - 1,29 x Ca - 53,78 x Cp) /220,
em que A representa a absorbancia em um respectivo comprimento de onda. O resultado foi
expresso em pg mL™.

Apos a leitura nos respectivos comprimentos de onda, os discos foram lavados para

retirada do excesso de DMSO e, em seguida, levados a estufa a 65 °C para obtencdo do peso

seco. O resultado final foi expresso em mg g MS.

Determinacdo da peroxidacéao de lipideos

A determinacdo da peroxidacdo dos lipidios foi inferida através da quantificacdo dos
teores de malondialdeido (MDA), produzido pela reacdo com o &cido tiobarbiturico (TBA),
como descrito previamente por Heath e Packer (1968). Os teores de MDA foram expressos em
nmol. gt MS.

Solutos Organicos

Os teores de prolina livre foram determinados de acordo com Bates et al. (1973), em
tubos de ensaio contendo 1 mL do extrato convenientemente diluida, foram adicionados 1 mL

de ninhidrina acida e 1 mL de acido glacial. Os teores de prolina foram estimados tendo como
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referéncia uma curva padréo de prolina e utilizando-se o tolueno como branco. Cada extrato e
suas repetices foram dosadas em duplicata sendo os resultados expressos em pmol. gtMS.

Os valores para carboidratos soltveis foram obtidos conforme metodologia de Dubois
et al. (1956), em aliquotas de 0,5 mL dos extratos convenientemente diluidos, foram
adicionados 0,5 mL de feno a 5% e 2,5 mL de acido sulfurico. Apos agitacédo vigorosa, 0s tubos
foram deixados & temperatura ambiente por 15 min para o seu resfriamento. Em seguida, as
amostras foram submetidas a leitura por meio de uma curva padréo de glicose D (+) anidra.
Cada extrato e suas repeticfes foram dosadas em duplicata, sendo resultados expressos em
umol. gtMS.

Os de N-aminossoluveis, foram determinados de acordo com o método de Yemm e
Cocking (1955). Em tubos de ensaio foram adicionados 0,5 mL do extrato bruto, devidamente
diluido, 0,25 mL de tampao citrato a 0,2 M (pH 5,0), 0,5 mL de cianeto de potassio a 0,2 mM
em metilcelosolve a 100% e 0,1 mL de ninhidrina a 5% em metilcelosolve a 100%. Em seguida,
0s tubos foram fechados, agitados e mantidos em banho-maria a 95 °C, durante 20 min. A
reacdo foi interrompida abruptamente colocando-se os tubos em banho de gelo, e apds o
resfriamento, foram adicionados 0,65 mL de etanol a 60%. Os teores de N-aminossoluveis
foram estimados através de leituras de absorbancia em 570 nm, e a curva padréo foi ajustada a
partir de solu¢bes com concentragdes crescentes de glicina. Os resultados de N-aminossolUveis

foram expressos em pumol gt MS sendo cada extrato dosado em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Potencial Hidrico

Nas plantas controle de ambos o0s genotipos de feijdo-caupi (Santo Inacio Vermelho,
sensivel e Pingo de Ouro 1,2, tolerante), o potencial hidrico da antemanha (yam) foi sempre
em torno de -0,04MPa (Figura 1).

As plantas do gendtipo Santo Inécio Vermelho alcangaram o yam em torno de -1,0 e
-1,5 MPa, no décimo dia apos a suspensdo da irrigacdo. Por sua vez, as plantas do gendtipo
Pingo de Ouro 1,2 demandaram um maior tempo para atingir os mesmos niveis de yam, cerca
de doze dias (Figura 1). Estes resultados mostram que se tem uma melhor economia hidrica no
genotipo Pingo de Ouro 1,2. Turner (1997) classifica este cultivar como tolerante a seca, com
alto potencial hidrico e acrescenta que a tolerancia desta planta ao deficit hidrico parece ser um
importante mecanismo de resisténcia para manter o processo produtivo em condigdes de baixa

disponibilidade de agua as plantas.
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E importante ressaltar que outro grupo de plantas, dos dois gendtipos, ao alcancarem
o potencial hidrico severo (-1,5 MPa) foram reirrigados, e quatro dias ap0s a suspensao da
irrigagéo recuperaram totalmente o status hidrico inicial, atingindo yam de -0,04 MPa no

gendtipo sensivel e de -0,045 MPa no gendtipo tolerante.

Figura 1. Potencial Hidrico (MPa) dos genotipos de feijdo-caupi, Santo Indcio Vermelho e
Pingo de Ouro 1,2. (D) Tratamento Irrigado, (D) Tratamento Moderado, (EI) Tratamento Severo
e () Tratamento Reirrigado.
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Trocas gasosas

Na auséncia de estresse, a taxa fotossintética liquida (A) foi igual para ambos os
gendtipos Pingo de Ouro 1,2 e Santo Indcio Vermelho, sendo esta em torno de 21 pmol CO2
m-2 s e, sempre menor, em ambos na presenca de estresse, diferindo estatisticamente entre os
genotipos apenas no déficit moderado (Figura 2 A), fato também verificado por diversos autores
em outros gendtipos como gergelim e algoddo herbaceo (SOUZA et al., 1997, SOUZA et al.,
2000 e BELTRAO et al., 2000). Observando ainda a mesma figura, verifica-se que a retomada
da irrigacdo permitiu uma recuperacdo total na taxa fotossintética de ambos os gendtipos,
indicando que os efeitos negativos do déficit severo na fotossintese foram revertidos (Figura 2
A). A fotossintese liquida é reduzida com o efeito do estresse hidrico, e a mesma e considerada

a principal da natureza e geradora de todas as sustancias organicas (Beltrao et al., 2003).
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Figura 2. Trocas Gasosas (taxa de assimilacdo liquida do CO> (A), condutancia estomatica ao
vapor d’agua (gs), taxa transpiratdria (E) e concentracao interna do CO2 (Ci)) dos genotipos de
feijdo-caupi, Santo Inacio Vermelho e Pingo de Ouro 1,2. (D) Tratamento Irrigado, (D)

Tratamento Moderado, (Iﬂ) Tratamento Severo e (I) Tratamento Reirrigado. Cada barra

representa a média + erro padrdo (n=5, onde n representa o nimero de plantas).
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Letras maiulsculas diferentes indicam diferencas significativas entre médias de um mesmo
tratamento em genotipos diferentes, e letras minusculas indicam diferencgas significativas entre
médias dentro de um mesmo genétipo (Tukey, p < 0,05). Os dados representam a média + erro

padrdo (n=5).

Em relacdo a condutancia estomatica ao vapor d’agua (gs), ndo houve diferenca
estatistica entre os gendtipos. Ja entre gen6tipos versos tratamento para o genotipo Santo Inécio
Vermelho observou-se, uma variacdo na gs de 0,06 mol m? s* e 0,01 mol m? s para os
tratamentos sob deficit moderado e deficit severo respectivamente (Figura 2 B), resultados que
se assemelham aos de Endres et al. (2010) que verificaram, em feijoeiro comum, uma gs de
0,01 mol m? s%, chegando quase ao total fechamento dos estdmatos, resultado de um estresse
hidrico severo. O genotipo Pingo de ouro 1,2 apresentou maior valor de gs em relacéo ao outro

genotipo, sob condicbes de deficiéncia hidrica severa demonstrando eficiéncia no controle
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estomatico, passivel de permitir uma alta atividade fotossintética, o que é desejavel para
genotipos mais tolerantes a seca (KRAMER e BOYER, 1995). Com relag¢do a concentracao
interna do CO> (Ci), ocorreu um aumento na taxa, no genotipo tolerante no tratamento severo
e diminuicdo no sensivel no mesmo tratamento (Figura 2 C). Evidencia-se, portanto, uma
diferenca entre os tratamentos do genotipo tolerante, ndo ocorrendo diferenca no sensivel.

Os genotipos reduziram a transpiracao (E) quando submetidos ao deficit hidrico com
maior intensidade na reducdo no deficit severo do genotipo Santo Indcio vermelho (Figura 2D).
Segundo Nascimento et al. (2011) um dos principais mecanismos de adaptacdo da cultura ao
déficit hidrico é evitar a desidratacdo dos tecidos, embora isto resulte na diminuicdo de sua
capacidade produtiva, sobretudo quando o estresse é prolongado. Para Laffay e Louguet,
(1990), o feijdo-caupi apresenta, simultaneamente, um rapido fechamento e alta tolerancia
protoplasmatica, estratégias adaptativas que ndo sdo opostas, permitindo aos melhoristas
vegetais levar em conta essas duas caracteristicas em estudos de tolerancia a seca.

A relacdo eficiéncia do uso da agua, (A/E) [ (umol m-? s) (mmol H20 m2s?) -1] no
tratamento severo foi menor no genotipo Pingo de Ouro 1,2 (Figura 3 B), porém as demais
foram maiores, esse resultado mostra que este gendtipo teve uma maior eficiéncia do uso da

agua instantanea (A/E).
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Figura 3. Trocas Gasosas (razdo da taxa de assimilacdo liquida e condutancia estomatica ao
vapor d’agua (A/gs), eficiéncia instantanea do uso da agua (A/E), razdo interna e externa de
carbono (razdo Ci/Ca), e a eficiéncia instantanea de carboxilacdo pela razéo (A/Ci.) dos
genotipos de feijao-caupi, Santo In4cio Vermelho e Pingo de Ouro 1,2. (D) Tratamento Irrigado,

(D) Tratamento Moderado, @) Tratamento Severo e (I) Tratamento Reirrigado.
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Cada barra representa a média + erro padrdo (n=5, onde n representa 0 nimero de plantas).
Estatistica figura 2.

Na figura 3 A, observamos que houve diferenca estatistica entre 0s gendétipos nos
tratamentos severo que foi maior no gendtipo sensivel e no tratamento reirrigado que este foi
maior no tolerante. No gendtipo Pingo de Ouro 1,2 quando comparamos tratamentos versos
gendtipo houve diferenca estatistica entre os tratamentos sendo que o tratamento reirrigado
obteve recuperacao total, ja que ndo diferiu do controle. Para o gen6tipo Santo Inacio Vermelho
também houve diferenca estatistica entre os tratamentos, porém diferente do genétipo tolerante,
0 mesmo ndo consegui recupera-se ao ser irrigado novamente.

Para raz&o interna e externa de carbono (razdo Ci/Ca) (Figura 3 C), houve diferenca
estatistica entre os gendtipos somente no tratamento sob deficit severo, onde foi maior no
genotipo tolerante, ja em relacdo gendtipo quando comparados com os tratamentos houve

diferenca estatistica somente no genotipo sensivel, onde o deficit severo diferi-o dos demais.
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A eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci) [ (umol m? s1) (umol mol™?) -1], houve diferenca
estatistica entre os gendtipos nos tratamentos moderado que foi maior no sensivel e no
reirrigado que foi maior no tolerante. Também foi observado que com a imposi¢do do déficit
ocorreu uma reducdo progressiva nesta relacdo em ambos os gendtipos nos déficits moderado
e severo, recuperada somente no gendtipo tolerante apos reidratacdo (Figura 3 D). Esse
resultado evidencia uma maior eficiéncia de carboxilacdo do genotipo tolerante, associada a sua

maior capacidade fotossintética (Figura 3 A).

Fluorescéncia

Com relacgdo a eficiéncia fotoquimica potencial do PSII, houve diferenca significativa
na razdo entre a fluorescéncia variavel e a fluorescéncia méaxima da clorofila (Fv/Fm), somente
no tratamento reirrigado entre os gendtipos, as demais se mantiveram inalteradas (Figura 4 A).
Porém, quando se avaliam os gendtipos separadamente, ambos tiveram uma reducdo em Fv/Fm,
indicando um possivel dano fotoinibitorio. A relacdo (Fv/Fm) tem sido utilizada para detectar
perturbacdes no sistema fotossintético causada pelo estresse, visto que sua diminuicao indica
um declinio na eficiéncia fotoquimica do PSII e um disturbio ou dano no aparato fotossintético
(GLYNN et al., 2003). De acordo com Bolhar-Nordenkampf et al. (1989), quando uma planta
ndo esta submetida ao estresse, a razdo Fv/Fm deve ser de 0,75 a 0,85. Os valores referentes a
razdo Fv/Fm durante os dias sem irrigacdo, para as cultivares estudadas, foram sempre entre
estes valores de referéncia, ou seja, esse comportamento poderia indicar dano menos severo ao
PSII.

A cultivar Pingo de Ouro 1,2 apresentou menor ¢ PSII em relagdo a variedade Santo
Indcio vermelho no tratamento irrigado (Figura 4 B), ndo diferindo dos demais tratamentos.
Ocorreu uma redugdo no ¢ PSII nos dois gendtipos sob estrese hidrico, essa reducdo esta
associada a reducdo em A (Figura 2 A), provavelmente devido a baixa disponibilidade de CO>
em consequéncia da diminuigdo da gs (Figura 2 B).

Sabe-se que o PSII é responsavel pelo fornecimento de energia para a fotossintese, a
avaliacdo de sua eficiéncia mediante medidas da emissao de fluorescéncia pode ser usada como
indicador dos danos causados por varios tipos de estresse, gasoso (encharcamento do solo,
inundag&o), deficit hidrico e salino (DURING, 1998).
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Figura 4. Florescéncia: A) eficiéncia fotoquimica potencial do PSII (Fv/Fm); B) e a eficiéncia
fotoquimica efetiva do fotossistema 2 (¢ PSII) dos gendtipos de feijao-caupi, Santo Inéacio
Vermelho e Pingo de Ouro 1,2. (D) Tratamento Irrigado, (D) Tratamento Moderado, (@)

Tratamento Severo e (I) Tratamento Reirrigado.
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Cada barra representa a média + erro padrdo (n=5, onde n representa 0 niumero de plantas).
Estatistica figura 2

Na presenca de estresse hidrico, a taxa de transporte de elétrons (ETR) foi reduzida de
forma proporcional com o nivel de estresse em ambos 0s gendtipos (Figura 5), sendo que 0s
mesmos ndo diferiram em quase todos os tratamentos, diferindo apenas no tratamento
reirrigado, sendo maior na variedade sensivel (Figura 5).

Na auséncia de estresse e sob déficit hidrico, houve um paralelismo entre a reducdo da
ETR e a A, de modo que o gendtipo sensivel apresentou uma maior taxa de ETR no controle e
maiores valores de A no tratamento moderado (Figura 5, Figura 2 A). Outro fator observado é
que em ambos os genotipos houve um aumento no tratamento reirrigado. O ETR aumenta
conforme a intensidade de luz, até que ocorra a saturacdo dos carreadores de elétrons. Em alguns
casos, a curva de ETR pode estar correlacionada a taxa fotossintética bruta (Ac)

(MOHAMMED et al., 1995).
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Figura 5. Taxa de transporte de elétrons (ETR) (D) Tratamento Irrigado, (|:[) Tratamento
Moderado, @) Tratamento Severo e (ll) Tratamento Reirrigado.

300
Aa Aa
250 - Aa

200 - L

150 -

100 H

ETR ( mol.mz.s'l)

Ac

50 A
Ab

Pingo de ouro 1,2 Santo Inacio Vermelho

Cada barra representa a média + erro padrdo (n=5, onde n representa o nimero de plantas).

Estatistica figura 2

Pigmentos fotossintéticos

Com relacdo aos teores de pigmentos, verificou-se um menor teor de clorofila a no
cultivar tolerante em relacdo a variedade sensivel, no tratamento sob déficit severo, néo
diferindo estatisticamente nos demais tratamentos (Figura 6 A). Na variedade sensivel observa-
se uma reducdo nos tratamentos moderado e sensivel em relacdo ao tratamento controle,
seguido de um aumento no tratamento reirrigado (Figura 6 A). Para o genotipo tolerante os
teores de clorofila a se mantiveram constantes no controle, moderado e severo, havendo um
aumento no reirrigado (Figura 6 A). Com relacdo a clorofila b foi observado diferenca
significativa entre os genétipos nos tratamentos controle, moderado e reirrigado, sendo que o
tolerante apresentou maiores teores. Ja sob déficit severo houve uma reducdo em relacdo ao
genotipo sensivel (Figura 6 B). Em relagdo aos teores de clorofila total, s6 houve diferenca no
tratamento reirrigado entre os gendtipos (Figura 6 C). No gendtipo tolerante ocorreu uma
reducdo seguida de um aumento nos déficit severo e reirrigado, respectivamente. Para o
sensivel, os teores se mantiveram constantes (Figura 6 C). Ja em relagdo aos teores de
carotenoides observa-se que ndo houve nenhuma diferenca entre os genotipos e tratamentos
(Figura 6 D).
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Figura 6. Teores de pigmentos em cultivares de feijdo-caupi. Clorofila a (A), clorofila b (B),
clorofila total (C) e carotendides (D). (D) Tratamento Irrigado, (D) Tratamento Moderado, (@)

Tratamento Severo e (I) Tratamento Reirrigado. Estatistica figura 2.
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Em tratamentos sob déficit hidrico, os teores de clorofila a séo reduzidos devido a
formacdo e, consequentemente, acdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que promovem
danos gradativos nas moléculas de clorofila. Ja para a clorofila b, certamente, esta relacionada
a degradacdo dos cloroplastos (CARVALHO et al., 2003). Essa diminuicdo de clorofilas pode
ser uma consequéncia do rompimento de membranas dos tilacéides, sendo liberado o contetido
anteriormente presente dentro do cloroplasto, inclusive a clorofila b, para o citosol
(MARCONDES e GARCIA, 2009).

Os resultados dos teores total de clorofila foram semelhantes ao obtido por Nascimento
et al. (2011), quando estudavam o comportamento de genotipos de feijdo-caupi sob déficit
hidrico. Estes autores constataram que a reducdo na disponibilidade hidrica do solo fez com
gue houvesse decréscimo nos teores dos pigmentos clorofilianos nas folhas dos genétipos
estudados. Ainda os mesmos autores estudando o cultivar pingo de ouro 1,2 sob déficit hidrico
apresentou uma caracteristica marcante, quando as plantas submetidas ao estresse hidrico se
comportaram de forma semelhante as sob irrigacdo plena, o0 mesmo foi observado neste

trabalho. Estatisticamente os valores do tratamento controle e dos tratamentos impostos a déficit
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hidrico ndo diferiram. Essa resposta apresentada pode ser uma caracteristica importante, pois,
pode aumentar sua eficiéncia na absorcdo de radiagdo solar, consequentemente maior taxa

fotossintética.

Peroxidacao de lipideos (MDA)

Os danos celulares foram avaliados pela peroxidacdo de lipideos através da
quantificacdo dos teores de malondialdeido (MDA) em folhas.

A peroxidacdo lipidica aumentou no genoétipo tolerante sob condicdo de déficit
moderado em comparacdo com 0S grupos severo e reirrigado, sendo que o mesmo nao diferiu
do controle (irrigado) (Figura 7), e o gendtipo sensivel (Santo Inacio Vermelho) apresentou
valores semelhantes ao tolerante (Pingo de ouro 1,2) em quase todos 0s regimes hidricos (Figura
7). Para o gendtipo tolerante houve uma redu¢do no dano oxidativo no tratamento reirrigado,
sendo que o seu valor foi ainda inferior ao tratamento controle, indicando que néo foi alcancada
uma recuperagdo completa do dano oxidativo ap6s 4 dias de reirrigagdo (Figura 7). Ja na
variedade sensivel, o dano oxidativo, apés a reirrigacdo, foi semelhante ao tratamento controle.

Danos em membranas a nivel foliar podem ser um dos primeiros sinais ao estresse
(FAROOQ et al., 2009). Segundo Rosales et al. (2012), genotipos de feijdo carioca susceptiveis
ao estresse hidrico em condicdes de restricdo hidrica apresentam maiores concentracfes de
indicadores de estresses oxidativos, como a concentracdo de malondialdeido (MDA), que esta
relacionado a degradacdo da membrana plasmaética celular, e aumento de peroxido de
hidrogénio (H20>) nas folhas. Em contraste, genotipos tolerantes apresentam mecanismos para
ndo alterar a concentracdo destes compostos durante o estresse hidrico.

Sob estas condigdes de estresse, as plantas tendem a aumentar a atividade de
peroxidases e, as vezes, € a primeira enzima a ter a atividade alterada, independente do substrato
utilizado ou do estresse aplicado (SIEGEL, 1993). A variacdo na atividade de peroxidase pode

ser uma adaptacéo do tecido vegetal a esta condi¢cdo (GASPAR et al., 1985).
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Figura 7. Teores de malondialdeido de feijao-caupi. (D) Tratamento Irrigado, (D) Tratamento

Moderado, (B) Tratamento Severo e (ll) Tratamento Reirrigado. Estatistica figura 2.
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Solutos organicos
Prolina

O déficit hidrico alterou os teores de prolina de forma diferencial entre os gendtipos
estudados. Nas folhas, o acimulo de prolina foi maior no tratamento severo em ambos o0s
genotipos (Figura 8 A). Na variedade sensivel os teores de prolina foram maiores nos
tratamentos moderado e controle em relacéo a cultivar tolerante.

Nas raizes, para o cultivar pingo de ouro 1,2, houve um aumento de prolina nos
tratamentos moderado e severo, 0 mesmo ocorreu no Santo Inacio Vermelho (Figura 8 B). O
que se observa é que esse acimulo de prolina ocorre quando as plantas sdo submetidas ao déficit
hidrico. Segundo Costa et al. (2003), o acumulo de prolina ocorre em vérias espécies,
geralmente em resposta a estresses prolongados, sendo tal resposta também observada no
feijao-caupi.

A sintese de osmdlitos, incluindo prolina, é amplamente usada por plantas para
estabilizar as membranas e manter a conformacdo de proteinas sob baixo potencial de agua
(EFEOGLU et al., 2008). A sintese e acumulo de osmolitos variam entre espécies vegetais,
assim como em diferentes cultivares da mesma espécie. A prolina é também conhecida por estar
envolvida em reduzir danos nos tilacoides das membranas, agindo como um eliminador de

radicais livres, como oxigénio singleto (Reddy et al., 2004).
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Figura 8. Teores de Prolina de feijdo-caupi (D) Tratamento Irrigado, ([[) Tratamento Moderado,

(@) Tratamento Severo e (I) Tratamento Reirrigado. Estatistica figura 2.
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Carboidratos solUveis e N-aminoacidos

Os teores de N-aminossoluveis nas folhas aumentaram em ambos 0s genétipos com o
deficit hidrico, o acimulo desses solutos no cultivar Pingo de Ouro 1,2 foi maior do que no
Santo Inécio vermelho, com um aumento de 70% no tratamento severo, em relacdo ao controle
(Figura9 A). Nas raizes, os teores de N-aminossoluveis tiveram um comportamento semelhante
ao das folhas, porém, com um aumento de quase 28% no tratamento controle do cultivar
tolerante em relacdo ao controle na variedade Santo Inacio Vermelho (Figura 9 B). Este fato se
deve, provavelmente, ao aumento da atividade da enzima protease, que quebra as proteinas de
reservas com o aumento do tempo de estresse, aumentando o teor de aminoacidos soluveis totais

das mesmas, no intuito de se ajustar osmoticamente ao meio estressante (KERBAUY, 2004).
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Figura 9. Teores de N-aminoacidos e Carboidratos Sollveis feijdo-caupi. ([[) Tratamento

Irrigado, (D) Tratamento Moderado, (B) Tratamento Severo e (l) Tratamento Reirrigado.
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Os niveis de carboidratos soltveis nas folhas do genétipo Pingo de Ouro 1,2 foram
diminuidos com a imposicdo dos déficits moderado e severo, como também no tratamento
reirrigado em comparacgdo com o controle. Ja o gendtipo sensivel (Santo Inacio Vermelho), os
terores de carboidratos se mantiveram constantes (Figura 9 C). Nas raizes para o genoétipo
tolerante observou-se que ndo foi constatado qualquer significancia entre os tratamentos (Figura
9 D), porém houve diferenca entre os gendtipos em relacdo ao déficit moderado e reirrigados,
onde foi maior no Santo Inacio Vermelho. Nessa variedade houve um aumento de 20% nos
teores de carboidratos no tratamento reirrigado em relagéo ao controle.

O aumento dos teores dos carboidratos pode ser atribuido a inducdo do ajustamento
osmotico causado, provavelmente, pelo declinio na atividade da amilase invertase acida. Em
virtude do efeito da seca, o amido é degradado nos tecidos que o acumulam. A redu¢do nessa
quantidade de amido € uma consequéncia da atividade da amilase, sendo acompanhada por um
aumento da quantidade de acgucares sollveis redutores (KELLER et al., 1993). Porque na
maioria das plantas, a sacarose € o principal agucar exportado dos locais de sintese (folhas) para
as regides de consumo como o caule, gemas vegetativas, raizes e érgdos reprodutivos, onde

sera utilizada para o crescimento e/ou armazenamento. As hexoses liberadas a partir da hidrélise
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de sacarose podem ser utilizadas em processos anabolicos ou catabolicos e tambem fornecendo
acucares redutores para o processo de ajustamento osmético (CHAVES FILHO e
STACCIARINI-SERAPHIN, 2001).

Portanto, mesmo mostrando resultados semelhantes entre 0s genoétipos estudados,
alguns mecanismos foram eficientes em evidenciar a tolerancia do gendtipo Pingo de Ouro 1,2,
como a condutancia estomatica ao vapor d’agua (gs), demostrando eficiéncia no controle
estdOmatico, a razdo da taxa de assimilag@o liquida e condutancia estomatica ao vapor d’agua
(A/gs), a eficiéncia do uso da agua (A/E), provando maior eficiéncia do uso da d&gua no genétipo
tolerante, a eficiéncia de carboxilacao e a clorofila total que tiveram os seus valores recuperados
quando o gendtipo foi irrigado novamente apds os quatros dias de deficit hidrico severo,
demostrado que este gendtipo pode tolerar por mais tempo o periodo de seca.

CONCLUSAO

Este trabalho indica que alguns mecanismos foram eficientes em evidenciar a
tolerancia do gen6tipo Pingo de Ouro 1,2, como a condutancia estomatica ao vapor d’agua (gs),
a razdo da taxa de assimilacdo liquida e condutancia estomatica ao vapor d’agua (A/gs), a
eficiéncia do uso da agua (A/E), a eficiéncia de carboxilacdo e a clorofila total, demostrando
que este gendtipo pode tolerar por mais tempo o periodo de seca. Portanto estes mecanismos
confirmam a tolerancia do gendtipo Pingo de Ouro 1,2 e a susceptibilidade do genétipo Santo

In4cio vermelho.
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CAPITULO 3

PROTEOMICA DIFERENCIAL EM FOLHAS DE GENOTIPOS CONTRASTANTES
DE FEIJAO-CAUPI SUBMETIDOS A DIFERENTES REGIMES HIDRICOS

RESUMO

O feijdo-caupi é classificado como moderadamente tolerante, tanto a deficiéncia hidrica quanto
ao excesso de agua no solo. Nos programas de melhoramento de feijdo-caupi a selecdo de
gendtipos com caracteristicas de tolerancia a seca é de grande importancia para garantir
producdo, principalmente nas regides do semiarido. O uso da biologia molecular pode auxiliar
na obtencdo e langamento de cultivares comerciais com tolerancia a seca. Diante do exposto,
objetivou-se identificar as proteinas diferencialmente expressas e as proteinas responsivas aos
déficits hidricos nos genotipos contrastantes do experimento 2. As proteinas foram extraidas de
folhas de feijdo-caupi, dos tratamentos controle (irrigado), déficit moderado (-1,0 MPa) e déficit
severo (-1,5 MPa), de cada genotipo tolerante e sensivel ao déficit hidrico e foram analisadas
pela 2D-SDS PAGE, usando espectrometria de massa na identificacdo das proteinas. Dentro de
todas as comparacfes foram identificadas 108 proteinas diferencialmente expressas, dessas
foram encontradas proteinas envolvidas em vérias vias celulares que afetou os dois genotipos.
Foram identificadas proteinas tanto no genétipo Pingo de Ouro 1,2 (tolerante) quanto no
gendtipo Santo Indcio Vermelho, podendo ser utilizadas como marcadores. Das proteinas que
foram mais expressas entre 0s gendétipos tem-se a subunidade maior ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase, parcial (cloroplasto). Uma diferenca encontrada entre os dois gendtipos
esta relacionada a essa proteina. O genotipo sensivel teve maior repressdo dessa proteina, com
isso pode-se sugerir que o tolerante possua mecanismo mais eficiente de escape a seca que 0

sensivel.

Palavras-chave: Espectrometria de massa, Proteinas, Fotossintese.
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CHAPTER 3
DIFFERENTIAL PROTEIN IN LEAVES OF CONTRASTING GENOTYPES OF
COWPEA SUBMITTED DIFFERENT WATER SYSTEMS

ABSTRACT

Cowpea, [Vigna unguiculata (L.) Walp. ] is an annual herbaceous legume from the genus Vigna
classified as moderately tolerant, both to water deficient and to excess water in the soil. In the
breeding programs of cowpea, the selection of genotype with drought tolerance characteristic
is of great importance for assure production, especially in the semi-arid regions of the northeast
part of Brazil. The use of molecular biology can help to obtain and release commercial drought
tolerant cultivars. In view of the above, the objective of this research was to identify the
differentially expressed proteins and the proteins responsible for the water deficits in the
contrasting genotypes of the experiment 2. Proteins were extracted from leaves of cowpea
plants control treatments (irrigated), with moderate deficit (-1.0 MPa) and with severe deficit
(-1.5 MPa) of each genotype tolerant and sensitive to water deficit and then they were analyzed
by 2D-SDS PAGE, using mass spectrometry to identify the proteins. Considering all
comparisons made among the 108 differentially expressed proteins there were identified
proteins involved in several cell pathways were found that affected the two genotypes. Proteins
were identified both in the “Pingo de Ouro 1.2” genotype (tolerant) and in the “Santo Inacio
Vermelho” both of which can be used as markers. Of the proteins that were most expressed
among the genotypes there was the subunit of larger ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase, partial (chloroplast). The differences found between the two genotypes
are related to this protein, in the sensible genotype that had greater that the tolerant genotype

has a more efficient escape mechanism than the sensible one.

Key words: Mass spectrometry, Proteins, Photosynthesis.
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INTRODUCAO

O feijao-caupi ou feijdo-de-corda [Vigna unguiculata (L.) Walp. ] é considerado uma
leguminosa de ciclo anual, porte herbaceo, sendo cultivada em toda a regido Nordeste do Brasil
(MELO etal., 1999). A colheita pode ser realizada quando os graos estdo secos ou ainda verdes,
mas isso depende do tipo de mercado consumidor a quem se pretende comercializar o produto
(BLANCO et al., 2011).

Essa cultura apresenta ciclo precoce, quando comparada a outras culturas anuais,
pouco exigente em agua e se adapta as mais diversas condi¢des de solo. O cultivo do feijdo-
caupi possui papel de destaque na agricultura familiar, principalmente nos aspectos econémico,
social e nutricional (FREIRE FILHO, 2005; TEOFILO et al., 2008). E caracterizado por ser
uma leguminosa de alto contetdo proteico, nas quais suas sementes sao fontes de aminoacidos,
tiamina e niacina, além de fibras dietéticas, sendo por isso uma boa opc¢édo para a melhoria da
qualidade de vida, especialmente da populagéo carente no meio rural e urbano (FONSECA et
al., 2010).

As respostas das plantas as condices de estresse hidrico variam de acordo com a
espécie, cultivar, tempo de exposicao e fatores edaficos, entre outros (NOGUEIRA et al., 2001).
O feijdo-caupi é classificado como moderadamente tolerante, tanto a deficiéncia hidrica quanto
ao excesso de agua no solo (BOYER, 1978). O requerimento de &gua desta cultura é variavel
com o seu estadio de desenvolvimento (LIMA et al., 2006) e aumenta de um valor minimo na
germinacdo até um valor maximo na floracdo e formacao de vagens, decrescendo a partir do
inicio da maturacdo (BASTOS et al., 2008).

Segundo Fontana et al. (1992), déficit hidrico € um dos fatores que afetam a producéo
agricola com maior frequéncia e intensidade, influenciando praticamente todos os aspectos
relacionados ao desenvolvimento vegetal, diminuindo a taxa de fotossintese pela reducdo da
area foliar e afetando varios outros processos fisioldgicos, além de alterar o ambiente fisico das
culturas. Dessa forma, a identificacdo de genotipos que possam se adaptar a essas condi¢des é
essencial para uma producéo de gréos sustentavel.

Nos programas de melhoramento de feijdo-caupi a selecdo de genotipos com
caracteristicas de tolerancia a seca é de grande importancia para garantir a producéo,
principalmente nas regides do semiarido onde, muitas vezes, ocorre ma distribuigdo de chuvas
e, nos ultimos anos, vem se constatando periodos prolongados de seca. Com isso, 0 uso da

biologia molecular, em um curto espaco de tempo, pode auxiliar na identificacdo e selecdo de
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gendtipos tolerantes a seca e, consequentemente, na obtencéo de cultivares comerciais com essa
caracteristica.

Entre as técnicas da biologia molecular destaca-se a protebmica que é uma poderosa
ferramenta no melhoramento genético, pois, diferentemente do que ocorre quando sdo
utilizados marcadores fenotipicos ou baseados em DNA, a protedmica fornece informacéo em
nivel molecular da variabilidade genética que é efetivamente expressa do genoma
(PENNINGTON e DUNN, 2001).

Dentre as diversas aplicacOes ja realizadas na investigacdo de proteomas de resposta a
estresses vegetais (expressdo diferencial) nos ultimos 15 anos (JORRIN- NOVO et al., 2009),
destacam-se as analises em plantas submetidas a estresse abidtico por seca (RABELLO et al.,
2008), salinidade (CHENG et al., 2009, ABREU et al., 2014), baixa temperatura (LEE et al.,
2008), alta temperatura (XU e HUANG, 2010), ozbnio (CHO et al., 2008), luz visivel (KIM et
al., 2005) e estresse oxidativo (WAN et al., 2008). Todos estes estudos constituem contetidos
especificos da protebmica em plantas e tém permitido identificar as proteinas em vegetais que
desempenham fung¢des importantes diretamente contra estresses abidticos, na regulagdo génica
dependente de estresses ou como enzima chave na biossintese de moléculas anti-estresses como
osmoprotetores e as fitoquelatinas (QUESHI et al., 2007).

Vaérios artigos vém sendo publicados sobre protedmica do estresse hidrico em
diferentes espécies vegetais: feijio comum (ZADRAZNIK et al., 2013); trigo (PENG et al.,
2009); arroz (KE et al., 2009); e milho (ALVAREZ et al., 2008). Estes estudos sdo importantes
visto que possibilitam uma melhor compreensdo do complexo mecanismo de resposta ao
estresse hidrico. Além disso, os peptideos e genes identificados poderdo ser Uteis para o
desenvolvimento de novas variedades menos susceptiveis a seca. Portanto, diante do exposto,
objetivou-se identificar as proteinas diferencialmente expressas e as proteinas responsivas aos

déficits hidricos nos genotipos contrastantes do experimento 2.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e imposi¢do do déficit

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao, no periodo de julho a agosto de
2015, com temperatura ambiente de 35 £ 5 °C e umidade relativa de 70 = 20%.

As sementes de feijdo-caupi da cultivar Pingo de Ouro 1,2 (gendtipo tolerante ao
déficit hidrico), cedidas pela Empresa Embrapa Meio-Norte e da variedade Santo Inécio
vermelho (gendétipo sensivel ao déficit hidrico), cedidas pelo Banco de Germoplasma da
Universidade Federal do Ceard, foram utilizadas no trabalho. As sementes de cada genotipo
foram semeadas trés a trés em vasos de 11L em substrato contendo areia: himus de minhoca:
vermiculita, na proporgdo 6:3:1, onde foram irrigadas todos os dias, realizando-se o desbaste
aos 10 dias apos a semeadura (DAS). Quando as plantas atingiram o periodo de pré-floracédo
foram iniciados os tratamentos.

As plantas, ao atingirem o estadio de desenvolvimento V4, foram avaliadas em
condigdes de plena irrigacdo (controle) ou submetidas a déficit hidrico, imposto pela suspensao
da irrigagdo, até propiciar um potencial hidrico na antemanha (Yam) de —1,0 £ 0,1 MPa e -1,5
+ 0,1 MPa, valores que caracterizam uma condicao de estresse moderado e severo para plantas

de feijao-caupi, respectivamente.

Anélises do proteoma

A andlise protedmica diferencial entre os genétipos de feijdo-caupi foi realizada em
folhas das plantas nos regimes hidricos: irrigado, déficit moderado (-1,0 MPa) e déficit severo
(-1,5 MPa).

Extracdo de proteinas

Para a extracdo, foram utilizadas cerca de cinco repeti¢cGes de cada gendtipo resultando
em 20 tubos, os quais foram utilizados para a extracdo de proteinas totais. As folhas foram
maceradas em nitrogénio liquido e a extracdo foi feita baseada no método de extracdo descrito
por Mesquita et al. (2013).

O pellet final foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e deixado secar a
temperatura ambiente. As proteinas foram solubilizadas em tamp&o de solubilizagdo contendo

ureia 7 M, tioureia 2 M e CHAPS 2% e depois sonicadas em banho de gelo numa poténcia de
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10%, em sonicador marca UltraSonic EIma (Modelo EImasonic). As proteinas extraidas foram

armazenadas em freezer -20 °C.

Quantificacao das proteinas e eletroforese unidimensional

A concentracdo proteica foi determinada de acordo com o método de Bradford (1976)
utilizando-se a albumina sérica bovina (BSA) como proteina padrdo. Os resultados da
quantificacdo proteica foram avaliados, tanto por meio da dosagem das proteinas, como em
eletroforese SDS-PAGE unidimensional.

Para a preparacdo do gel unidimensional, visando verificar a integridade e a
distribuicdo das bandas das proteinas, utilizou-se um volume total de 30 uL, em que quantidades
iguais de extrato de proteina (10 pg) foram adicionadas ao tampé&o de amostra contendo SDS
que consiste em 0,187 M Tris- HCI pH 6,8, glicerol 30%, 6% (m/v) de SDS e 0,007% de azul
de bromofenol. As amostras foram desnaturadas durante 5 min a 90 °C e carregadas para um
gel de empilhamento pré-fundido de Tris-HCI 4% de 1,0 milimetro com 20 pogos. A corrida
foi realizada em 100 V e 40 mA e, em seguida, aumentou-se para 200 V e 80 mA para o gel de
separacdo de Tris-HCI 10%. As bandas de proteinas foram visualizadas por coloragédo
Coomassie Blue (NEUHOFF et al., 1988).

Eletroforese bidimensional (2D-PAGE) e revelacéo dos spots

A eletroforese bidimensional consiste inicialmente na separacdo das proteinas de
acordo com seu ponto isoelétrico (pl) por meio de focalizacdo isoelétrica. Para isso foram
utilizadas fitas de gradientes de pH imobilizados em géis de poliacrilamida (IPG) de 13 cm,
com pH 4-7 (GE Healthcare). As amostras proteicas foram solubilizadas em solucdo de
rehidratacdo [uréia 7M, tiouréia 2M, DTT 65 mM, CHAPS 2% (m/v), tampao IPG 2% (v/v) e
azul de bromofenol 0,02%] durante 16 h em cubas de reidratacdo (Reswelling Tray II,
Pharmacia Biotech). Em seguida, as fitas reidratadas foram submetidas a separacao isoelétrica
utilizando a seguinte programacéo: 200 V (Stp) por 60 min; 500 V (Stp) por 500 Vxh; 1000 V
(Grd) por 800 Vxh; 8000 V (Stp) por 11300 Vxh; 8000 V (Grd) por 6500 Vxh; 6300 V (Stp)
por 3:00 h no aparelho IPGphor modelo Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare).

Apos a focalizagéo isoelétrica nas fitas, foram realizadas duas etapas de equilibrio com
a finalidade de reduzir e alquilar as proteinas, sob agitacdo lenta por 20 min em solucéo de
equilibrio [Tris-HCI 1,5 M, pH 8.8, glicerol 87% (v/v), ureia 6 M, SDS 2% (m/v) e azul de
bromofenol] mais 1% (m/v) de DTT e depois mais 20 min com a solugéo de equilibrio mais 2,5

% (m/v) de iodoacetamida, sob agitacdo lenta.
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A segunda dimensédo (SDS-PAGE) foi realizada em gel vertical homogéneo (14 x 14
cm), na unidade de eletroforese vertical SE 600 Ruby (GE-Healthcare), por meio da fixagéo
das fitas focalizadas sobre o gel de poliacrilamida de 12,5%, utilizando solugéo de agarose 0,5%
(m/v) e azul de bromofenol a 0,002% (m/v). A separacdo das proteinas, de acordo com suas
massas moleculares, foi realizada a 5 °C, por uma fonte EPS 3501 XL. A corrida foi composta
de duas etapas: 20 mA/gel durante 30 min e 40 mA/gel até que o indicador (azul de bromofenol)
saisse do gel o que ocorreu aproximadamente 4 h apds o inicio. Juntamente com a amostra, foi
aplicada uma mistura de proteinas com massas moleculares conhecidas (MW Marker Kit
Range: 14.000-70.000, Sigma-Aldrich, USA). Depois de fixadas no gel com uma solucao de
acido acético a 10% (v/v) e etanol a 40% (v/v), as proteinas separadas foram coradas com
solucdo de Coomassie Blue G-250 coloidal a 0,1% (v/v) (Neuhoff et al. 1988). Os géis foram
escaneados utilizando-se o programa LabScan v. 5.0 (GE-Healthcare) no ImageScanner
(Amersham Biosciences) e as imagens obtidas analisadas no programa ImageMaster 2D
Platinum 6.0 (GE-Healthcare). Através deste programa foram estimados os pontos isoelétricos
e as massas moleculares de cada “spot”.

A comparacao foi feita entre géis de plantas sob diferentes regimes hidricos de
gendtipos contrastantes para seca e também foi feita comparacdo entre plantas irrigadas e sob
déficit hidrico nos genotipos tolerante e sensivel, considerando trés repeti¢@es bioldgicas para
cada tratamento. Foram considerados diferencialmente expressos, spots que apresentaram uma
variacdo de sobreposicdo de medidas acima de 1,5 e ANOVA (p<0,05).

Depois da deteccdo dos spots, os géis foram combinados uns com 0s outros e se
fundiram em um gel master que contém os spots encontrados em todos 0s géis analisados. A
comparacao do gel master com os outros géis dos tratamentos permitiu a visualizagdo de spots

diferencialmente expressos.

Processamento dos spots, espectrometria de massas e identificacdo de proteinas

Os spots foram retirados manualmente a partir dos géis corados com CBG coloidal,
sendo entdo descorados e digeridos com tripsina (Promega, Madison, WI, USA), conforme
descrito por Shevchenko et al. (2006). Ap6s as amostras serem tratadas, estas foram transferidas
para microtubos limpos, secas em uma centrifuga a vacuo (SpeedVac SVC 100H, Svant, USA)
e, entdo armazenadas em freezer -80 °C para posterior analise por espectrometria de massa.

Os peptideos da digestdo triptica foram analisados por espectrometria de massas
sequencial com ionizacdo por eletrospray, acoplada a cromatografia liquida (Nano-high-

performace, UPCL), o qual por sua vez estava acoplado a um espectrémetro de massas hibrido
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de alta resolucédo (Q-TOF), com dois analisadores de massa, um quadruplo (Q) e um analisador
por tempo de voo (TOF-Time-of-flight) (Waters Cop,. Milford, MA, USA). Os espectros de
massas resultantes (.raw) foram coletados e processados utilizando o programa ProteinLynx
Global Server 2 (Walters Co.), sendo posteriormente convertidos para arquivos de micromassa
(.pKkl). Esses arquivos foram carregados no programa Mascot v.2.2 (Matrix Science) para a
confirmacéo da identidade das proteinas em pesquisa de sequéncias contra o banco de dados do
NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Os parametros utilizados para a busca das proteinas foram: peptideos com até dois
sitios de clivagem perdidos; erro de +1,2 Da para identificacdo de peptideos; como
modificacOes variaveis escolheu-se carbamidometilacdo dos residuos de cisteina e oxidacéo dos
residuos de metionina. Para as proteinas identificadas, utilizou-se o programa Uniprot
(www.uniprot.org/) para caracterizar as vias metabdlicas e funcGes bioldgicas que as proteinas

estdo envolvidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela analise das imagens dos géis bidimensionais de folhas de feijao-caupi foi
detectado um total de 120 spots diferencialmente expressos comparando-se 0s gendtipos
tolerante (Pingo de Ouro 1,2) e sensivel (Santo Indcio Vermelho) nos diferentes regimes
hidricos (irrigado, déficit moderado e déficit severo). Destes, 108 foram identificados por
MS/MS. A identificacdo das proteinas foi realizada pelo auxilio do algoritmo do programa

Mascot.

Proteinas diferencialmente expressas na condicdo irrigada nos genétipos contrastantes

As proteinas identificadas foram organizadas na Tabela 1 (ANEXO), conforme a
analise da similaridade com outras sequéncias de proteinas ja depositadas no NCBI (banco de
dados para pesquisa em bioinformatica). Na tabela constam: nimero do spot, nimero de acesso
no banco de dados, identidade das proteinas, organismo de referéncia, os valores de ponto
isoelétrico e massa molecular (experimentais e teéricos), escore, cobertura da sequéncia e
processo bioldgico.

Na figura 1 estdo representados os spots que apresentaram abundancia diferencial em
folhas de feijdo-caupi nos genotipo tolerante e genotipo sensivel sob condicdo controle e que

foram retirados para analise por MS e detec¢do por MS/MS.
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Figura 1. Proteinas de folhas de feijao-caupi com expressdo diferencial no gendtipo tolerante
(Pingo de Ouro 1,2) em relacdo ao genotipo sensivel (Santo Inacio Vermelho) sob condic¢des
irrigadas (controle). As proteinas foram isofocalizadas em gradiente linear de pH 4-7,
posteriormente separadas por 2D/SDS-PAGE e coradas com Coomassie coloidal. A expressao

diferencial foi analisada no software ImageMaster 2D Platinum
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Comparando-se as folhas do genétipo tolerante Pingo de Ouro 1,2 com o gendtipo
Santo In&cio Vermelho, na auséncia de estresse, observou-se um total de 14 spots
diferencialmente expressos, com um aumento na abundancia relativa em 6 spots e reducdo em
8 spots. Os 14 spots que foram identificados no tratamento irrigado corresponderam a 13
proteinas diferentes (Tabela 2), pois foram encontradas duas possiveis isoformas ou
modificacfes de uma mesma proteina, representada por mais de um spot em um mesmo gel. As
proteinas que aumentaram sua expressdo no gendtipo tolerante estdo envolvidas em diferentes
processos importantes como metabolismo energético (spot 3 e 101), metabolismo de proteinas
(spot 53), fotossintese (spots 56 e 153) e desconhecida (spot 36). Ja os spots que apresentaram
reducdo na abundancia relativa no genétipo tolerante em comparagdo com o sensivel, estdo
envolvidos no metabolismo de proteina (spots 10 e 50), defesa (spot 93), fotossintese (spots
138 e 152), respiracdo e metabolismo energético (spot 111) e desconhecida (spot 46) (Figura
2).
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Tabela 2. Nivel de expressdo relativa das proteinas diferencialmente expressas (P<0,05)

baseada na média da % de volume em folhas de plantas contrastantes de feijao-caupi na

auséncia de deéficit hidrico (controle), com sua identificacdo das proteinas por MS.

Spot ID Proteina Média da % de volume + DP Nivel de
Pingo de Ouro Santo Inécio expressao
1,2 Vermelho
3 Proteina LR48_Vigan03g317700 0,225 + 0,04 0,097 + 0,097 4231
10 PREDICTO: isoforma do tipo
alantoinase X1 0,026+0,001 0,062 +0,062 6,91
36 Proteina hipotética GPECTOR_71g584 0,567 + 0,161 1,048 + 1,948 43,43
46 Proteina 3 desconhecida, parcial 0,037 + 0,001 0,116 + 0,116 928
50 Proteina LR48_Vigan01g229200 0,330 + 0,048 0,158 + 0,158 208
53 Proteina PHAVU_009G224900g 0,097 + 0,005 0,368 + 0,368 43,77
56 RecName: Full = Clorofila a-b proteina
3, cloroplastica; AltName: Full =
LHCII tipo | CAB-3; Curto = LHCP;
Sinalizadores: Precursor 0,196 + 0,029 0,080 + 0,080 +2.43
93 Proteina CPRD8 2354+0147 3,992 +3,992 4,34
101 Proteina PHAVU_001G240200g 0,128 + 0,057 0,320 + 0,320 250
111 Subunidade beta do componente
piruvato desidrogenase E1 0,306 + 0,306 1,332 + 0,539 6,51
138 PREVISIVEL: proteina potenciadora
de oxigénio 1, cloroplastica 0,069 + 0,030 0,072 + 0,069 377
152 Putativo rubisco activase, parcial 0,037 + 0,001 0,116 + 0,116 928
153 Proteina 5 contendo dominios PsbP,
cloroplastica, parcial 0,091 + 0,03 0,261 + 0,261 1,58
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Figura 2. Classificacdo funcional de proteinas de folhas de feijdo-caupi com expressao
diferencial no genotipo tolerante (Pingo de Ouro 1,2) em relagdo ao gend6tipo sensivel (Santo
Indcio Vermelho) sob condigdo irrigada. Classificacdo baseada no catélogo de informacg6es de

proteinas UniProt (Universal Protein Resource).
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Um dos principais grupos de proteinas que difere entre os gendtipos esta relacionado
a fotossintese. Os spots 56 (proteina de ligacdo a clorofila a-b) e 153 (proteina 5 contendo
dominios PsbP, cloroplastica, parcial) aumentaram suas expressdes em relagcdo ao tolerante
guando comparado com o gendtipo sensivel, porém os spots 138 (potenciador de oxigénio 1,
cloroplastico) e 152 (rubisco ativase putativa, parcial) ocorreram uma diminui¢cdo na sua
expressdo quando compararam-se gendtipos tolerante e sensivel. No capitulo anterior foi
observado que a fotossintese, na auséncia de estresse, ndo apresenta respostas diferenciadas
entre 0s gendtipos estudados.

A subunidade beta do componente piruvato desidrogenase E1 (spot 111), foi uma das
proteinas que diminuiu em sua abundancia no genétipo tolerante em relacdo ao sensivel. Essa
enzima atua na respiracdo e metabolismo energético. O seu complexo catalisa a conversao
global do piruvato em acetil-CoA e CO2 (PATEL e ROCHE, 1990; MOONEY et al., 2002). A
proteina LR48 Vigan03g317700 (spot 3), € uma proteina relacionada com atividades
cataliticas, ligacdo de fosfato piridoxal e processos biossintético. J& a proteina
PHAVU_001G240200g (spot 101), é relacionada com sintese de carboidratos. Estas proteinas
sdo importantes para 0 processo de respiracao, segundo Wang et al. (2014) a respiracdo é um

importante processo metabolico no qual os compostos organicos reduzidos produzidos na
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fotossintese sdo oxidados, de forma que parte da energia liberada € utilizada pela célula, de
acordo com a demanda da planta.

Dentre as proteinas relacionadas ao metabolismo de proteinas foram encontradas,
proteinas relacionadas a sintese de purinas (spot 10) e enovelamento de proteinas (spot 53).
Segundo Kosova et al. (2013), as mudancas na expressao génica e adaptacdes a tolerancia, estao
diretamente envolvidas com uma grande mudanc¢a no metabolismo de proteinas, seja de sintese

ou de degradacédo, tendo em vista que elas tém papel crucial na toleréncia ao estresse.

Proteinas diferencialmente expressas na presenca de déficit moderado nos gendtipos
contrastantes

Na figura 3 estdo representados os spots que apresentaram abundancia diferencial em

folhas do tratamento de déficit moderado (-1,0 MPa) e que foram retirados para analise por MS
e deteccdo por MS/MS.
Figura 3. Proteinas de folhas de feijao-caupi com expressao diferencial no genétipo tolerante
(Pingo de Ouro 1,2) em relacdo ao gendtipo sensivel (Santo Inacio Vermelho) sob condicdes
moderada de déficit hidrico. As proteinas foram isofocalizadas em gradiente linear de pH 4-7,
posteriormente separadas por 2D/SDS-PAGE e coradas com Coomassie coloidal. A expressao
diferencial foi analisada no software ImageMaster 2D Platinum.

/ | | |
N 0 - S pl
97 = e =97 —
4 135 135 134 .
- — . 134 -d
66 ' > 10653 115 66 106 i 115
— TN
- Sl e - - — - -
E »
45 . ) L8 45 @01 1057112 /1ak 12
-y M pus g
- s oy S - wy e 7
14 % 15 -2% o8 ; e 23 Yo VPN
S ‘ i 40, “54 *
30 Tt . i o aly i} 6
—— AT J : o« b ‘.‘30 . a 3
144 44 » T 114 * e & © Y
-
.- . - ‘ 14
i "
¢ P . 144 =S - 25
20,1 .~ > % SF 20,1 & ke
o » o 4 2
14,3 - : 'L —t o
. % 143 2
. ¥ - -
W L bt e |
Pingo de Ouro 1,2 Santo Inacio Vermelho

Na condicdo de déficit moderado foram encontradas 20 proteinas diferencialmente
expressas, sendo 18 identificadas (Tabela 1, ANEXO).
Dos 18 spots diferencialmente expressos identificados ocorreu aumento da abundancia

em 11 proteinas (Tabela 3) em relacdo ao gendtipo sensivel, estando elas envolvidas nos
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processos envolvendo metabolismo do nitrogénio (spot 13), metabolismo de proteina (spots 76,

144 e 147), fotossintese (spots 91 e 112), respiracdo e metabolismo energético (spot 115 e 118),

envelopamento e metabolismo energético (spot 135) e desconhecida (spots 25 e 134) (Figura

4).

Tabela 3. Nivel de expressdo relativa das proteinas diferencialmente expressas (P<0,05)

baseada na média da % de volume em folhas de plantas contrastantes de feijao-caupi sob

estresse moderado (-1,0 MPa), com sua identificacdo das proteinas por MS.

Spot Proteina Média da % de volume + DP Nivel de
ID Pingo de Ouro 1,2  Santo Indcio expressdo
Vermelho

13 Rubisco ativase putativo, parcial 0,081 + 0,011 0,235 + 0,083 287
25 Proteina SOVF_145230 0,169 + 0,005 0,533 + 0,132 470
76 PREDICTO: cinnamoyl-CoA redutase

1-like [Vigna angularis] 0,101 + 0,013 1,240 + 0,462 1183
91 PREVISTO: ribulose bisfosfato

carboxilase / oxigenase ativase, tipo

cloroplastico 0,571 + 0,202 2,475 + 0,510 4,33
112 PREDICTO: PROTEINA DE BAIXA

QUALIDADE: frutose-bisfosfato

aldolase, Isoenzima 1 citoplasmatica 0,387 + 0,071 0,657 + 0,041 169
115 Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase /

oxigenase subunidade grande, parcial

(cloroplasto) 0,284 + 0,085 0,364 + 0,314 2,68
118 Proteina hipotética VIGAN_05238000 0,049 + 0,007 0,282 + 0,082 861
134 RecName: Full = proteina 3

desconhecida, parcial 0,019 + 0,001 0,048 + 0,015 7,54
135 Chaperone Dnak 0,174 +0,178 0,375 + 0,070 +2,98
144 Hipotética proteina SOVF_007620,

parcial 0,134 + 0,166 0,233 + 0,087 -9,14
147 Proteina hipotética VIGAN_10094100 0,290 + 0,023 0,571 + 0,093 196
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Figura 4. Classificacdo funcional de proteinas de folhas de feijdo-caupi com expressao
diferencial no gendtipo tolerante (Pingo de Ouro 1,2) em relacdo ao genotipo sensivel (Santo
Indcio Vermelho) sob condigdes de déficit moderado (-1,0 MPa). Classificacdo baseada no
catalogo de informacdes de proteinas UniProt (Universal Protein Resource).

W Desconhecida

M Envelopamento e Metabolismo
energético

M Fotossintese

M Respiragdo e Metabolismo
energético

B Metabolismo de Proteina

m Metabolismo do Nitrogénio

O spot 13 tem funcdo em processo metabdlico de compostos nitrogenados, em déficit
hidrico este metabolismo € afetado, alguns metabolitos nitrogenados, como 0 aminoacido
prolina, tendem a acumular nos tecidos vegetais sob estresse hidrico (FERREIRA et al., 2002).
No capitulo anterior, houve um aumento de prolina nos dois gen6tipos, sendo mais pronunciado
no genotipo sensivel, fato também observado que esta proteina teve aumento neste mesmo
genotipo. Como a assimilagdo do nitrogénio é reduzida sob déficit hidrico, pode-se supor que
tais compostos se originam da rotatividade de proteinas, assim as enzimas envolvidas na
incorporacdo de amdnia a compostos organicos, podem agir como precursores para diferentes
metabolitos podendo ter importante papel na sobrevivéncia de plantas durante estresse
(FERREIRA et al., 2002).

Foram identificadas também, proteinas envolvidas com a fixagdo de CO3, a etapa final
da fotossintese, conhecida como ciclo de Calvin-Benson, na qual ocorre a producdo de glicose
e outros esqueletos de carbono. A proteina encontrada foi a subunidade maior da Rubisco (spot
115) que catalisa a primeira e principal reacdo do ciclo de Calvin, onde fixa CO2 a molécula de
ribulose-1,5-bifosfato, produzindo compostos organicos. Outra proteina encontrada foi a
frutose-1,6-bifosfatase, que catalisa a conversao de frutose-1,6-bifosfato em frutose-6-fosfato,
essas duas enzimas sdo importantes para producao dos produtos fotossintéticos, como agucar e
amido, que aumentam a tolerancia a estresse e auxiliam na producéo de reserva energética para

a planta (WANG et al., 2013). Paiva (2015), estudando feijdo-caupi submetido ao estresse
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salino encontrou estas duas proteinas que tiveram seus valores aumentados. Neste estudo,
ocorreu um aumento desta proteina no genétipo tolerante quando comparado com o sensivel.
No capitulo anterior, foi verificado uma mudanca no teor de fotossintese liquida quando estes
gendtipos foram submetidos ao déficit hidrico, observou-se também que houve diferenca
estatistica entre os genotipos em condicdes de estresse moderado.

As proteinas identificadas foram organizadas na Tabela 1 (ANEXO), conforme a
andlise da similaridade com outras sequéncias de proteinas ja depositadas no NCBI (banco de

dados para pesquisa em bioinformatica).

Proteinas diferencialmente expressas sob déficit severo nos gendtipos contrastantes

Na figura 5 estdo representados os spots que apresentaram abundancia diferencial em
folhas do tratamento de déficit severo (-1,5 MPa) e que foram retirados para analise por MS e
deteccdo por MS/MS.
Figura 5. Proteinas de folhas de feijao-caupi com expressao diferencial no gendtipo tolerante
(Pingo de Ouro 1,2) em relacdo ao gendtipo sensivel (Santo Inacio Vermelho) sob condicéo
severa de déficit hidrico. As proteinas foram isofocalizadas em gradiente linear de pH 4-7,
posteriormente separadas por 2D/SDS-PAGE e coradas com Coomassie coloidal. A expressao

diferencial foi analisada no software ImageMaster 2D Platinum
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Quando analisadas as proteinas diferencialmente expressas nos gendtipos contrastantes
na presenca de déficit severo, 14 spots (Tabela 4) diferenciais foram encontrados, onde todas
estas proteinas foram identificadas e corresponderam a diferentes proteinas (Tabela 1,
ANEXO).
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Tabela 4. Nivel de expressdo relativa das proteinas diferencialmente expressas (P<0,05)

baseada na média da % de volume em folhas de plantas contrastantes de feijao-caupi sob

estresse severo (-1,5 MPa), com sua identificacdo das proteinas por MS.

Spot Proteina Média da % de volume + DP Nivel de
ID Pingo de Ouro 1,2 Santo Inéacio expressao
Vermelho

1 Serina hidroximetiltransferase,

mitocondrial 1,033 + 0,725 3,348 + 0,919 3,52
19 PREVISTO: fator de iniciacdo da

traducdo eucari6tica 5A-2 0.093 + 0001 0.165 + 0 034 - 530
23 Hipotética proteina

PHAVU_009G224300g 0,058 + 0,010 0,195 + 0,021 5,42
33 RecName: Full = proteina 3

desconhecida, parcial 0,038 + 0,014 0,132 + 0,026 5,42
48  Hipotética proteina

LR48_Vigan09g195100 0,090 + 0,064 0,215 + 0,053 3,53
55 PREVISTO: cisteina sintase,

cloroplastica / cromoplasia 0.044 + 0.019 0.164 + 0.013 574
59 PREVISTO: frutose-bisfosfato - -

aldolase, isoenzima citoplasmaética

1 0,272 + 0,112 0,092 + 0,022 3,32
64 PREVISTO: PROTEINA DE

BAIXA QUALIDADE: frutose-

bisfosfato aldolase, isoenzima 1

citoplasmatica 0,147 + 0,027 0,914 + 0,245 5,48
65 Isoenzima foliar de glutamina

sintetase, cloropléstica 0.496 + 0 023 0.896 + 0 095 180
75  Proteina contendo dominio HSP20 0.076 + 0 001 0.174 + 0 001 551
78  Hipotética proteina TSUD_75090 0.039 : 0.007 0.225 : 0.092 2909
79  Hipotética proteina - B

LR48_Vigan099195100 1,005 + 0,251 0,421 + 0,014 +2,38
83  Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase

/ oxigenase subunidade grande,

parcial (cloroplasto) 0,075 + 0,002 0,421 +0,177 7,38
85 PREVISTO: chaperonina CPN60-

2, mitocondrial 0,031 + 0,001 0,214 + 0,049 19,3

As 14 proteinas identificadas tiveram suas expressdes modificadas, sendo estas

envolvidas na resposta ao estresse (spots 1 e 75), no metabolismo de proteina e envelopamento
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(spots 19, 23, 55, 65 e 85), na fotossintese (spots 59 e 64), na respiracdo e metabolismo
energeético (spot 83) e quatro com fungéo desconhecida (spots 33, 48, 78 e 79) (Figura 6).

Figura 6. Classificagdo funcional de proteinas de folhas de feijdo-caupi com expresséo
diferencial no gendtipo tolerante (Pingo de Ouro 1,2) em relacdo ao gendtipo sensivel (Santo
Indcio Vermelho) sob condicBGes de déficit severo (-1,5 MPa). Classificacdo baseada no

catalogo de informac6es de proteinas UniProt (Universal Protein Resource).

M Desconhecido

m Metabolismo de Proteina e
Envelopamento

Fotossintese

m Respiracdo e Metabolismo
Energético

M Resposta ao estresse

As proteinas envolvidas na sintese de proteinas foram glutamina sintetase (spot 65),
cisteina sintase (spot 55), PHAVU_009G224900g (spot 23) e chaperonina CPN60-2,
mitocondrial (spot 85). Estas aumentaram em abundancia sob a seca no genotipo sensivel. A
glutamina sintetase é essencial para a biossintese de glutamina e a cisteina sintase é a enzima
chave na sintese de cisteina, que é necessaria para a biossintese de glutationa, importante para
o0 metabolismo antioxidativo em plantas sob estresse hidrico (SOFO et al. 2010). Essas
proteinas juntamente com as proteinas ribossémicas, sob restri¢do hidrica, contribuem para a
sintese de proteinas de defesa do estresse e outras como uma estratégia das células em lidar com
o estresse (ZADRAZNIK et al., 2013). Também foram encontradas proteinas envolvidas no
redobramento de proteinas com a chaperonina CPN60-2, mitocondrial. Em geral essa
chaperonina desempenha um papel crucial no estresse através do estabelecimento de
conformacdes normais da funcdo de proteinas (WANG et al., 2004).

Outra proteina envolvida no enovelamento de proteinas é PHAVU_009G224900g, que
teve maior abundancia no genétipo Santo Inacio Vermelho, quando comparado com o Pingo de
Ouro 1,2. Comportamento semelhante foi observado por Zadraznik et al. (2013), quando
proteinas relacionadas no redobramento de proteinas foram mais abundantes no cultivar

sensivel quando comparadas com o tolerante em condi¢des de seca em feijdo comum. Sharma
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et al. (2003), sugerem que este efeito pode ser devido a presenca de diferentes vias regulatorias
nas plantas.

Outra proteina encontrada relacionada ao metabolismo de proteina foi fator de
iniciacdo da traducdo eucaridtica 5A-2 (spot 19), esta proteina esta envolvida em processos de
senescéncia e tolerancia a seca (FENG et al., 2007), a mesma foi mais pronunciada no genotipo
sensivel quando comparado com o tolerante.

O spot 1 foi identificado como serina hidroximetiltransferase, mitocondrial, esta
enzima pode participar da sintese de serina ou da degradacéo da glicina-betaina. Essa enzima
teve aumento na sua abundancia no genotipo sensivel, esse aumento pode ser um ajustamento
osmatico em resposta ao estresse (MESQUITA, 2013).

As proteinas em resposta a fotossintese foram frutose-bisfosfato aldolase, isoenzima
citoplasmatica 1 (spot 59) e frutose-bisfosfato aldolase, semelhante a isoenzima citoplasmatica
1 (spot 64), sendo que o spot 59 teve sua abundancia aumentada no genétipo tolerante e o spot
64 aumentou no gendtipo sensivel. Estes resultados sugerem que o spot 59 desempenhou papel
essencial na manutencao da fotossintese enquanto spot 64 foi inibido no geno6tipo tolerante.

A subunidade maior da enzima ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase, também
conhecida como Rubisco, foi identifica no spot 83. Esta enzima capta o didxido de carbono
procedente do ar e um agUcar existente na célula chamado RuDP (ribulose 1,5-difosfato ou
RuBP - ribulose bis-fosfato). A reacdo entre estes dois reagentes da origem a duas moléculas
do aclcar PGA (fosfoglicerato). A Rubisco € assim responsavel pelo importante primeiro passo
do ciclo de Calvin e em concreto pela fixacdo do didxido de carbono na sua forma organica.
No trabalho desenvolvido por Abreu et al. (2014), esta proteina, correspondente ao spot 83 no
presente trabalho, foi aumentada 2,9 vezes no gendtipo sensivel. Esses autores estudaram
feijdo-caupi sobre estresse salino e identificaram essa mesma enzima na qual também teve
maior abundancia no gendtipo sensivel. De modo semelhante, Ali e Komatsu (2006) também
encontraram redugdes na expressao da Rubisco em arroz (Oryza sativa L.).

As proteinas identificadas foram organizadas na Tabela 1 (ANEXO), conforme a
analise da similaridade com outras sequéncias de proteinas ja depositadas no NCBI (banco de
dados para pesquisa em bioinformatica).

Os resultados do proteoma diferencial de folhas de feijdo-caupi dos gendtipos
contrastantes revelam uma modulacdo na expressédo de proteinas, em que as proteinas que mais
aumentaram suas expressdes no genotipo tolerante foram aquelas envolvidas diretamente no
metabolismo de proteinas, seguido de proteinas responsaveis pela fotossintese, tanto na

condicdo de controle como sob déficit hidrico. De acordo com Mesquita (2013), essas
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diferencas sdo importantes mecanismos de tolerancia e identificacdo de potenciais moléculas
candidatas & manipulacdo para uso em genética com vistas a selecdo de genotipos tolerantes a

Seca.

Proteoma diferencial de proteinas responsivas ao déficit hidrico no genoétipo tolerante
(Pingo de Ouro 1,2) e gendtipo sensivel (Santo In&cio Vermelho)

As proteinas responsivas ao deficit hidrico mostraram diferencas na sua abundancia
relativa. A percentagem de volume (% Volume) dos spots foi comparada com as imagens dos
géis nas plantas submetidas ao déficit hidrico em relagdo ao controle (irrigado). Essas proteinas
diferencialmente expressas sdo ditas responsivas ao déficit hidrico, devido apresentarem
aumento ou diminuicdo na expressdo em termos de abundéncia relativa (MESQUITA, 2013).
Muitas dessas proteinas podem revelar fungdes consistentes com a resposta ao estresse
(SALVATO e CARVALHO, 2010).

Folhas do gen6tipo Pingo de Ouro 1,2 submetido ao déficit hidrico moderado (-1,0 MPa)
apresentaram 22 proteinas com abundancia diferencial (Tabela 5) em relacdo ao controle.
Dessas, 11 foram reduzidas e 11 foram aumentadas em resposta ao deficit hidrico moderado
(Tabela 1, ANEXO).

Tabela 5. Nivel de expressao relativa das proteinas de folhas baseada na média da % de volume
de plantas de feijao-caupi responsivas ao déficit hidrico moderado no genoétipo tolerante.

Spot Proteina Meédia da % de volume + DP Nivel de
ID Irrigado Moderado expressao

3 Hipotética proteina

LR48_Vigan03g317700 0,2303 + 0,0442  0,0960 + 0,0317 +2,39
11 Sistema de clivagem de glicina Proteina

H, mitocondrial 04421401232 1,1195 +0,2203 2,53
20 Ribulose-1,5-bisfosfato-carboxilase  /

oxigenase, subunidade parcial 59781 + 11705 2,6925 + 07485 42,22
33 RecName: Full = proteina 3

desconhecida, parcial 0,1163 +0,0119 0,2872 +0,0823 -2,46
34 Inibidor da ribonuclease E RraA /

Dimetilmenaquinona  metiltransferase

isoforma 1 0,0544 +0,0139  0,0227 + 0,0010 +7,17
56 RecName: Full = Clorofila a-b proteina

3, cloropléstica; AltName: Full = LHCII

tipo | CAB-3; Curto = LHCP;

Sinalizadores: Precursor 0,2013 +0,0325  0,1032 + 0,0300 +2,92
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58

63

70

77

79

81

99
105

107
110
115

117

121

125
130

131

BnaA04g12000D
Desconhecida
Hipotética
GLYMA _18G244900
Hipotética
AXX17_AT4G25850
Hipotética
LR48_Vigan09g195100
PREVISTO: haloacid dehalogenase-
like  hidrolase
protein At3g48420
Malato desidrogenase
PREVISTO:

carboxilase [/

proteina

proteina

proteina

domain-containing

ribulose bisfosfato

oxigenase activase,
cloroplastica

Proteina hipotética VIGAN_05238000
Desconhecido

Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase /
oxigenase subunidade grande, parcial
(cloroplasto)

Hipotética proteina TSUD_247570
Cadeia B,
cloroplasto F1-Atpase de espinafre
Hipotética proteina TSUD_346040
Hipotética
LR48_Vigan05g022600
PREDICTO: &cido 2-metileno-furan-3-
ona redutase

estrutura cristalina do

proteina

0,3395 + 0,0541
0,2659 + 0,1439

0,0763 + 0,0344

0,3261 + 0,1113

0,2299 + 0,0176

0,1327 + 0,0169
0,0812 + 0,0333

0,154 + 0,0020
0,0823 + 0,0424
0,1653 + 0,0430

11,268 + 2,2674

0,0484 +0,0170

0,1523 + 0,0582
0,1094 + 0,0429

0,0501 + 0,0095

0,0777 +0,0212

0,1733 + 0,0218
0,0502 + 0,0126

0,2406 + 0,0969

0,1113 + 0,0337

0,4418 + 0,0800

0,3178 +0,0600
0,1480 + 0,0053

0,801 +0,03000
0,4059 +0,0330
0,0567 +0,0010

2,8579 + 0,7930

0,6182 +0,3420

0,1435 +0,0790
0,2087 +0,0175

0,1194 +0,0071

0,2788 +0,0441

+1,95
+5,28

-4,72

+2,97

-2,88

-2,39
-2,88

+7,46
-6,88
+8,74

+3,94

-12,7

+3,35
-2,86

-3,38

-5,12

Quando o gendtipo tolerante foi submetido ao déficit hidrico severo (-1,5 MPa)

apresentaram 16 proteinas com abundancia diferencial (Tabela 6) em relacdo ao controle.

Tabela 6. Nivel de expressao relativa das proteinas de folhas baseada na média da % de volume

de plantas de feijdo-caupi responsivas ao déficit hidrico severo no genétipo tolerante.

Spot Proteina Média da % de volume + DP Nivel de
ID Irrigado Severo expressao
6 PREVISTO: subunidade de
proteassoma alfa tipo-6 0,0721 +0,0188  0,28266 + 0,079 3,91

90



20

37

41

50

54

79

84

86

94

98

99

115

138

139

141

Ribulose-1,5-bisfosfato-carboxilase  /
oxigenase, subunidade parcial

Produto proteico ndo identificado
Proteina hipotética KK1_007370

Hipotética proteina
LR48_Vigan01g229200

RecName: Full = proteina 3
desconhecida, parcial

Hipotética proteina
LR48_Vigan09g195100

Glutamine synthetase leaf isozyme,
chloroplastic

Proteina hipotética

PRUPE_ppa005137mg

Subunidade beta de ATP sintase CF1
(cloroplasto)
Hipotética
PHAVU_011G082600g

Malato desidrogenase

proteina

Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase /
oxigenase subunidade grande, parcial
(cloroplasto)

PREVISIVEL: proteina potenciadora
de oxigénio 1, cloropléstica
PREVISTO: isoforma X2 de proteina
36 contendo o dominio CCCH do dedo
de zinco

Hipotética
PHAVU_001G181000g

proteina

5,9330 + 1,1249

0,1273 + 0,0189

0,2291 +0,0713

0,0858 + 0,0019

0,0990 + 0,0701

0,2284 + 0,0210

0,4373 +0,0741

0,5095 + 0,0876

0,6185 + 0,1632

0,0167 + 0,0064

0,0804 + 0,0318

13,034 +2,1078

0,7882 + 0,2348

0,1375 + 0,0418

0,8042 + 0,1266

2,22008 + 0,9567

0,3379 + 0,0506

0,0338 + 0,0078

0,2284 + 0,0706

0,2894 + 0,0216

1,0419 + 0,2664

0,9833 + 0,1592

1,3100 + 0,2014

0,1436 + 0,0385

0,4010 + 0,1075

0,1822 + 0,0035

4,3343 + 0,2982

2,603 +0,6737

0,3545 + 0,1180

1,3151 + 0,0449

+2,67

-2,65

+10,1

-3,99

-4,38

-6,84

-2,24

-2,57

+4,30

-33,8

-4,03

+3,00

-3,00

+2,57

-1,63

Desse total, 4 tiveram sua expressao reduzida e 12 aumentada com a imposi¢éo do

déficit severo (Tabela 1, ANEXO). Na figura 7, observa-se o diagrama de venn o qual demostra

a quantidade de proteinas responsivas que foram observadas no geno6tipo tolerante sob déficit

hidrico quando comparado com o controle.
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Figura 7. Diagrama de Venn de proteinas expressas diferencialmente do genétipo Pingo de

Ouro 1,2 sob déficit hidrico em comparag¢do com o controle.

IRRIGADO

MODERADC Q‘ ’ EVERO

Observa-se, pela distribuicdo funcional, que as proteinas responsivas ao déficit
moderado foram encontradas em diferentes grupos, fotossintese, metabolismo de proteina,
metabolismo de RNA, respiracdo e metabolismo energético, metabolismo de carboidratos,
sinalizacdo e desconhecida (Figura 8). Observou-se predominancia em relacdo a fotossintese,
com 27% das proteinas expressa.

Figura 8. Classificacdo funcional das proteinas de feijdo-caupi com expressao diferencial no
cultivar tolerante (Pingo de Ouro 1,2) quando submetido ao deficit moderado (- 1,0 MPa).
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Para o déficit severo foram encontradas proteinas com fun¢es de metabolismo de
proteina, fotossintese, metabolismo de nitrogénio, respiracdo e metabolismo energético,

metabolismo de carbono, sinalizacéo e desconhecido (Figura 9).
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Figura 9. Classificacdo funcional das proteinas de feijdo-caupi com expressao diferencial no
cultivar tolerante (Pingo de Ouro 1,2) quando submetido ao déficit severo (- 1,5 MPa).
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Enquanto que no estresse moderado houve expressao diferencial mais acentuada de
proteinas no processo de fotossintese, no estresse severo houve uma equivaléncia da expressao
diferencial entre metabolismo de proteina, fotossintese e respiracéo e metabolismo energético.

Os spots 20, 56, 70, 105, 107 e 131 sdo proteinas responsaveis pelo processo
fotossintético, sendo que 70, 107 e 131, tiveram seus valores de expressdes aumentados no
déficit hidrico moderado. A proteina GLYMA _18G244900 (spot 70), VIGAN_05238000 (spot
107), PREVISTO: acido 2-metileno-furan-3-ona redutase (spot 131), ambas participam do
processo de fotorrespiracdo, que é o fenbmeno de absorcéo de Oz e evolucdo de CO; dependente
da luz durante a fotossintese em plantas verdes. Essas proteinas aumentaram a sua abundancia,
evidenciando um aumento na fotorrespiracédo, que reduz a fotossintese. No capitulo anterior foi
apresentado a ocorréncia de queda na fotossintese quando comparado com o tratamento
moderado e controle. Com o aumento da taxa de fotorrespiracdo, a atividade de processos
anaerobicos no metabolismo ocasiona o excesso de ions, também contribuem na producédo de
EROs. Essas espécies reativas de oxigénio induzidas pelo estresse podem agir como moléculas
sinalizadoras e desencadear a expressdo de genes envolvidos em mecanismos de defesa ou
danificar o mecanismo celular, provocando diversos efeitos negativos na planta (DU et al.,
2010).

Inibidor da ribonuclease E RraA / Dimetilmenaquinona metiltransferase isoforma 1
(spot 34) e LR48 Vigan059022600 (spot 130), sdo proteinas responsaveis pelo metabolismo
de RNA e sinalizacdo respectivamente. Neste estudo poucas proteinas com essa funcdo foram

encontradas. De acordo com Paiva (2015), isso € justificado pela sua propria funcdo, onde
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pequenas mudancas em suas expressdes ou abundancia ja sdo capazes de alterar varios outros
processos e geralmente sdo encontradas com pouca abundancia.

O spot 99 (Malato desidrogenase) mostrou alteragdo tanto no déficit hidrico moderado
como no déficit hidrico severo, onde aumentou sua expressdo 2,88 e 4,03 vezes
respectivamente, ou seja, quanto mais esse genotipo exposto ao estresse mais essa proteina se
expressa. (Figura 10).

Figura 10. Detalhe do spot 99 diferencialmente expresso sob déficit hidrico, os gréaficos
mostram os valores da média % do volume + desvio padrdo em cada condicdo de déficit hidrico.
Figura A: irrigado x moderado e Figura B: irrigado x severo.
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Para o tratamento severo quando comparado com o controle destacam-se proteinas
relacionadas com metabolismo de proteina, subunidade de proteassoma alfa tipo 6 (spot 6),
LR48 Vigan01g229200 (spot 50) e PHAVU_011G082600g (spot 98). O spot 6 tem funcéo
relacionada com a protedlise, spot 50 relacionado com sintese de &cidos nucleicos e spot 98

com enrolamento de proteinas. Estes processos tiveram suas expressées aumentadas.
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Apesar do crescimento da planta ser controlado por uma variedade de processos
fisioldgicos, bioquimicos e moleculares, a fotossintese € o mecanismo chave, que fornece parte
da energia e moléculas organicas para o crescimento e desenvolvimento da planta (NOURI et
al., 2015). Para o processo de fotossintese destaca-se os spots 20, 86 e 138. A subunidade menor
Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase / oxigenase, parcial (spot 20), este mesmo spot foi expresso
no déficit hidrico moderado, sendo que em ambos sua expressdo foi diminuida. Razavizadeh et
al. (2009), verificaram um aumento na expressdo dessa enzima em folhas de tabaco (Nicotiana
tabacum), quando submetidas a estresse salino. Abreu (2014), diz que a Rubisco é uma enzima
que esta sujeita tanto ao aumento como a diminuicéo da expressdo em condicdes de estresse.

Na respiracdo e metabolismo energético o spot 94 (ATP sintase CF1 subunidade beta
cloroplasto), diminui sua expressdo quando submetido ao déficit hidrico severo. Essa proteina
também foi identificada por Paiva (2015) em feijdo-caupi quando submetido ao estresse bidtico
e abidtico, e a mesma teve sua expressao reduzida quando comparada com o controle, supondo
que essa proteina sofre alteragdes quando submetida a algum tipo de estresse.

A subunidade maior Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase / oxigenase, parcial
(cloroplasto) (spot 115), foi reduzida tanto no estresse moderado quanto no severo quando
comparados com o controle. Também conhecida como a rubisco, essa enzima atua na fixacéo
do carbono no ciclo de Calvin-Benson. O nivel de expressdo dessa proteina nas folhas do
genotipo tolerante sob déficit hidrico moderado e severo foi de 3,94 e 3,00, respectivamente,
quando comparado com o controle (Figura 11). A medida que se aumenta o nivel de severidade
do déficit hidrico, a expressao desta proteina diminui. No capitulo anterior, verificou-se uma
reducdo na fotossintese, comparando os tratamentos, controle, moderado e severo, com isso

pode-se demonstrar o papel importante desta proteina na resposta da planta ao estresse.
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Figura 11. Detalhe do spot 115 diferencialmente expresso sob déficit hidrico, os graficos
mostram os valores da média % do volume + desvio padrdo em cada condicao de deficit hidrico.
Figura A: irrigado x moderado e Figura B: irrigado x severo.
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Para o genotipo sensivel quando submetido ao déficit hidrico moderado (-1,0 MPa),
obteve-se 0 maior nimero de proteina responsivas 31 (Tabela 1, ANEXO), apresentando 21
proteinas diferentes (Tabela 7), pois foram encontradas 10 possiveis isoformas ou modifica¢fes

de uma mesma proteina, representada por mais de um spot em um mesmo gel.
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Tabela 7. Nivel de expressao relativa das proteinas de folhas baseada na média da % de volume

de plantas de feijao-caupi responsivas ao déficit hidrico moderado no genétipo sensivel.

Spot ID Proteina Média da % de volume + DP Nivel de
Irrigado Moderado expressao
5 Hipotética proteina
GLYMA_17G228800 0,1399 + 0,0265 0,0361 + 0,0094 3,87
9 Proteina 2, intensificadora da

oxigenacao 0,7228 +0,3051 0,1788 + 0,0878 4,04
14 Hipotética proteina

LR48_Vigan09g195100 0,0733 +0,0167 0,1862 + 0,0358 2,54
15 Proteina de choque térmico de classe

I de 17,9 kDa 0,0490 + 0,001  0,2583 + 0,0951 7,49
18 PREVISTO: peroxiredoxina-2E,

cloroplastica 0,7140 +0,0682  3,0002 + 1,4584 -4,20
27 RecName: Full = proteina 3

desconhecida, parcial 0,0716 +0,0097 01773 + 0,0284 2,48
40 Desconhecido 0,1032 +0,0124 03451 + 0,1318 3,34
41 Proteina hipotética KK1_007370 0.0483 + 0.0059 0.1702 + 0.0274 550
42 Mog1l / PshP, sanduiche alfa / beta / - -

alfa 0,0182 +0,0002 0,1031 + 0,0113 -14,91
74 Proteina hipotética KK1_025388 0.0196 + 0.0019  0.0492 + 0.0100 251
87  PREVISTO: ribulose bisfosfato - -

carboxilase / oxigenase activase,

cloroplastica 0,7340 + 0,4736 23114 + 0,2856 3,15
93 Proteina CPRDS 0,0429 +0,0067 0,0846 + 0,0069 2,04
109 PREVISTO: dissulfureto de proteina-

isomerase-like 0,0052 + 0,0005 0,1011 + 0,0397 -28,9
115 Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase /

oxigenase subunidade grande, parcial

(cloroplasto) 8,8011 +2,1900 1,7708 + 2,1898 +4,97
116 Chaperone Dnak 0,1781+0,0332  0,3740 + 0,0709 2,05
142 ATP sintase epsilon subunidde,

parcial (cloroplasto) 0,0599 +0,0075  0,1542 + 0,0602 2,65
143 RecName: Full = proteina 3

desconhecida, parcial 0,0435 +0,0020  0,2984 + 0,0637 -6,85
144 Hipotética proteina SOVF_007620,

parcial 0,0882 +0,0062  0,2392 + 0,0864 2,71
146 Rubisco ativase putativo, parcial 00527 + 00105 0.1217 + 00195 231
147 Proteina hipotética - -

VIGAN_10094100 0,2838 +0,0396  0,5863 + 0,0865 2,07
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151

Hipotética proteina TSUD_191560

0,1318 + 0,0510

1,1334 + 0,2962

-12,9

Desse total, duas tiveram sua expresséo reduzida e 19 aumentadas (Figura 12). Para

déficit severo (-1,5 MPa) foram encontradas 19 proteinas (Tabela 8), na qual 18 foram

classificadas como proteinas diferenciais. Dessas 18, 5 foram reduzidas e 13 aumentadas

(Figura 12).

Tabela 8. Nivel de expressao relativa das proteinas de folhas baseada na média da % de volume

de plantas de feijao-caupi responsivas ao déficit hidrico severo no genotipo sensivel.

Spot ID Proteina Média da % de volume + DP Nivel de
Irrigado Severo expressdo
1 Serina  hidroximetiltransferase,

mitocondrial 1,075+ 1075 3,672+ 1,070 -4,70
4 Cinamoil-CoA redutase 1-like 4124 + 4,124 1,788 + 0,395 +231
17 G-tipo lectina  S-receptor-tipo

serina / treonina-proteina quinase

LECRK2 0,096+ 0096 0,550 + 0,126 5,70
20 Ribulose-1,5-bisfosfato-

carboxilase / oxigenase,

subunidade parcial 1,623+1,623 0,132 + 0,026 +12,33
28 PREVISTO: hidroxiacilglutatina

hidrolase citoplasmatica 0025 + 0025 0083 + 0.030 121
29 Desconhecido 0,099 +0,099 0,286 + 0,106 2,90
34 Inibidor da ribonuclease E RraA /

Dimetilmenaquinona

metiltransferase isoforma 1 0.377 + 0.377 0.996 + 0.062 264
46 RecName: Full = proteina 3 - B

desconhecida, parcial 1,08+ 1,108 2,695 + 0,380 -2,17
51 Hipotética proteina

PHAVU_002G024000g 0,573+0573 1,553 + 0,505 271
60 Produto proteico ndo identificado 0143 + 0 143 0087 + 0.050 +4.90
68 Desconhecido 0718+0718 2,103 +0,225 2,93
82 PREVISTO: ribulose-fosfato 3-

epimerase, cloroplastico 0010 + 0010 0080 + 0.043 26.0
88 PREVISTO: ribulose bisfosfato

carboxilase / oxigenase activase,

cloroplastica 0,036+0,036 0,307 +0,139 -12,8
106 Proteina hipotética

LR48_Vigan02¢169000 0,029 0029 0,375+ 0,150 13,1
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111 Subunidade beta do componente

piruvato desidrogenase E1

0,311 + 0,311 0,162 + 0,027 +1,92
144 Hipotética proteina
SOVF_007620, parcial 0,086+0,086 0,181 + 0,047 2,10
149 Rubisco ativase putativo, parcial 0,280 + 0,280 0,115 + 0,008 43,66
151 Hipotética proteina
TSUD_191560 0,042 + 0,042 0,093 + 0,019 -2,20

Figura 12. Anélise de diagramas de Venn de proteinas expressas diferencialmente do genotipo

Santo Inacio Vermelho sob déficit hidrico em comparagdo com o controle.

IRRIGADO

MODERADQ SEVERO

O gendtipo Santo Inacio Vermelho quando submetido ao déficit hidrico moderado
apresentou proteinas responsivas com diferentes grupos de funcdo, fotossintese, estresse,
metabolismo de aminoécidos, homeostase redox, respiracdo e metabolismo energético,

protedlise e funcdo desconhecida (Figura 13).
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Figura 13. Classificacdo funcional das proteinas de feijdo-caupi com expressao diferencial no

cultivar sensivel (Santo In&cio Vermelho) quando submetido ao déficit moderado (- 1,0 MPa).
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Para o déficit severo foram encontradas proteinas com funces de metabolismo de
proteina, fotossintese, metabolismo de RNA, respiracdo e metabolismo energético,
metabolismo secundario, defesa, protetlise e desconhecido (Figura 14).

Figura 14. Classificacao funcional das proteinas de feijdo-caupi com expressao diferencial no

cultivar tolerante (Santo Inécio Vermelho) quando submetido ao deficit severo (- 1,5 MPa).
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As proteinas responsivas que mais se destacaram no estresse moderado foram as
responsaveis pelo processo de fotossintese sendo um total de 6, proteina 2 intensificadora da
oxigenacao, (spot 9), Mogl / PsbP, sanduiche alfa / beta / alfa (spot 42), KK1_025388 (spot
74), Ribulose bisfosfato carboxilase / oxigenase ativase, Cloroplastico (spot 87) e rubisco
ativase putative, partial (spot 146), apenas o spot 9 (Proteina 2 intensificadora da oxigenagao),
teve seu valor reduzido. Essa proteina tem fungdo no processo de fotossintese. Paiva (2015),
também encontrou essa proteina em feijdo-caupi submetido a dois tipos de estresse, na qual a
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mesma teve sua expressao reduzida, quando comparada com o controle, fato semelhante ao
encontrado neste trabalho.

A rubisco ativase putative, partial (spot 146), também encontrada por Paiva (2015),
agiu de modo diferente do spot 9, tendo o seu valor aumentado. Essa proteina tem o papel de
remover a pentose fosfato da Rubisco, permitindo sua carbamilacdo e promove sua ativacao,
além disso, também tem papel de chaperona quando a célula esta sob estresse (FATEHI et al.,
2012). Tal fato pode estar relacionado com uma recuperacdo da planta e a tentativa de
reativacdo da Rubisco para fixar o CO2 remanescente (RINALDUCCI et al., 2011) .

As proteinas identificadas com resposta ao estresse foram, Proteina de choque térmico
de classe Il de 17,9 kDa (spot 15), Proteina CPRD8 (spot 93), PREVISTO: dissulfureto de
proteina-isomerase-like (spot 109) e Chaperone DnaK (spot 116), na qual estdo relacionadas
com resposta ao calor, atividade oxiredutase e estresse, resposta ao estresse do reticulo
endoplasmatico e dobramento de proteinas.

As chaperonas moleculares sdo uma familia diversificada de proteinas que funcionam
para proteger proteinas no meio intracelular da agregacdo irreversivel durante a sintese e em
tempos de estresse celular. A chaperona DnaK (spot 116) é uma enzima que acopla ciclos de
ligacdo a ATP, hidrolise e libertacdo de ADP por um dominio de hidrélise de ATP N-terminal
para ciclos de sequestro e libertagdo de proteinas desdobradas por um dominio de ligacdo de
substrato C-terminal. DnaK é em si um ATPase fraco. A hidrdlise de ATP pelo DnaK é
estimulada pela interacdo com outro co-chaperone, DnaJ. Deste modo, as co-chaperonas Dnal
e GrpE sdo capazes de regular rigorosamente o estado ligado a ligacdo a nucleotideo e ligado a
substrato de DnaK de modo que sdo necessarios para as funcbes normais de manutencdo e
funcdes relacionadas com o estresse (GEORGOPOULOS e WELCH 1993).

A subunidade maior Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase, parcial
(cloroplasto), foi uma proteina que apareceu trés vezes no mesmo gel, sendo identificado nos
spots 26, 100 e 115, fato interessante que os spots 26 e 100 tiveram suas expressdes aumentadas
e o spot 115 reduzido (Figura 15). Essa enzima catalisa a primeira e principal reacdo do ciclo
de Calvin-Benson, onde fixa CO2 a molécula ribulose-1,5-bisfosfato, produzindo compostos
organicos. Essa enzima é importante para producéo dos fotossintéticos, como agtcares e amido,
que aumentam a toleréncia a estresse e auxiliam na producg&o de reserva energetica para a planta
(WANG et al., 2013). A presenca da mesma proteina em diferentes spots indica maiores taxas
de degradacéo proteica, como sugerido por Hajheidari et al. (2005).
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Figura 15. Detalhe dos spots 26, 100 e 115 [Subunidade maior Ribulose-1,5-bisfosfato

carboxilase/oxigenase, parcial (cloroplasto) ], os graficos mostram os valores da média % do

volume + desvio padrdo em condicao de déficit hidrico moderado. Figura A: spot 26, irrigado

x moderado, Figura B: spot 100, irrigado x moderado e Figura C: spot 115, irrigado x moderado.
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Para o déficit hidrico severo, novamente foi destacado proteinas relacionadas com a
fotossintese onde foram identificadas, subunidade menor Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase /
oxigenase, parcial (spot 20), PHAVU_002G024000g (spot 51), ribulose-fosfato 3-epimerase,
cloroplastico (spot 82), ribulose bisfosfato carboxilase / oxigenase ativase, cloroplastico (spot

88) e rubisco ativase putative, parcial (spot 149). Os spots 20 e 149 foram reduzidos e 0s spots
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82 e 88 foram aumentados, ambos tém funcdo com a ativagdo da Rubisco importante processo
para a fotossintese. Com maior exposicao a seca, pode-se ocorrer a reducdo da abundancia de
Rubisco, sugerindo que a eficiéncia da fixacdo de CO: diminui sob estresse hidrico
(ZADRAZNIK et al., 2013).

A enzima Serina hidroximetiltransferase, mitocondrial (spot 1), pode participar da
sintese de serina ou da degradacdo da glicina-betaina. No estresse severo observa-se um
aumento de serina, fato esse que esta relacionado ao ajustamento osmotico em resposta ao
estresse. Para o metabolismo secundario foi identificado a proteina Cinamoil-CoA redutase 1-
like (spot 4), onde tem funcdo relacionada com processo de biossintese de esteroides.

As plantas também respondem as condicGes de estresse ligadas a respiracdo e
metabolismo energético. Como esperado, ambos séo afetados pela seca, piruvato desidrogenase
E1 subunidade componente beta (spot 111), teve sua expressdo aumentada, isso poderia estar
relacionado a necessidade de células para obter energia extra para lidar com o estresse e reparar
danificagdes. Paiva (2015), também observou esta proteina aumentada quando submetida ao
estresse.

CONCLUSAO

A partir da andlise do proteoma diferencial de folhas de feido-caupi responsivas ao
déficit hidrico e proteinas diferenciais nos gendtipos sob déficits foi possivel obter uma visdo
da resposta ao déficit hidrico na folha, por meio da identificacdo proteinas/enzimas de diferentes
rotas metabdlicas envolvidas no processo de tolerancia a seca em feijdo-caupi. As proteinas que
mais aumentaram suas expressdes no genoétipo tolerante foram aquelas envolvidas diretamente
no metabolismo de proteinas, seguido de proteinas responsaveis pela fotossintese, tanto na
condicdo de controle como sob déficit hidrico.

Com estes resultados sugere que um dos fatores para a tolerdncia diferencial dos
genotipos podem estar relacionados, pelo menos em parte, com os passos inicial da fotossintese.
Isso € evidenciado pelos aumentos na Rubisco no genoétipo tolerante. A proteina que mais
expressou entre 0s gendtipos foi a subunidade maior ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase, parcial (cloroplasto), uma diferenca encontrada entre os dois gendtipos
esta relacionada a essa proteina, o gendétipo sensivel teve maior repressdo dessa proteina, com
iSSO pode-se sugerir que o tolerante possua mecanismo mais eficiente de escape a seca que 0

sensivel.
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ANEXO



Tabela 1 - Identificacdo das proteinas diferencialmente expressas em folhas de feijdo-caupi nos genétipos contrastantes, através de analise por ESI-Q-TOF MS e buscas no NCBI. O nivel

ncia considerado nas identificacdes foi p<0,05.

N° Acesso Proteina Espécie pl/Mr (kDa)b Scorec  Cobertura da Processo
Sggt (NCBI) Experimental Tebrico sequéncia (%) biol6gico
1 gi|734319689|KHN03621.1 Serina hidroximetiltransferase,  Glycine soja 6,65/46 8.60/57,45 339 12 Estresse
mitocondrial.
3 gi|920696570|KOM39795.1 Proteina hipotética Vigna angularis 5,83/46 5.29/41,15 65 2 Metabolismo
LR48_Vigan03g317700 Energético
4 0i|1044577539|XP_017425528.1 Cinocheil-CoA redutase 1-like  Vigna angularis 6,62/26 7/36,08 461 30 Metabolismo
Secundério
5 gi|947056007|KRH05460.1 Proteina hipotética Glycine max 6,36/82 7.05/114,52 135 2 Metabolismo de
GLYMA _17G228800 aminoacidos
6 gi|950946060|XP_014494399.1 PEVISTO: subunidade de Vigna radiata var.  5,80/27 5.58/27,53 218 15 Metabolismo de
proteassoma alfa tipo-6 radiata proteina
9 0i|950991454|XP_014504521.1 A proteina potenciadora de Vigna radiata var.  5,74/20 8.81/28,46 435 31 Fotossintese
evolugdo de oxigénio 2, radiata
cloroplasto
10 0i|951044472|XP_014518642.1 PREVISTO: isoforma de tipo Vigna radiata var.  5,69/31 5.09/56,85 65 2 Metabolismo de
alantoinase X1 radiata Proteina
11 0i|1035945099|0AY69884.1 Sistema de clivagem de glicina ~ Ananas comosus ~ 4,84/16 5,44/17,45 73 9 Metabolismo de
Proteina H, mitocondrial Proteina
12 gi|149941202|CA002533.1 rubisco ativase Putative, parcial ~ Vigna 6,76/42 8.31/28,12 252 17 Fotossintese
unguiculata
13 gi|902184685|KNA10343.1 Proteina hipotética Spinacia oleracea  5,76/37 8.44/40,26 158 6 Metabolismo do
SOVF_145230 Nitrogénio
14 gi|920712043|KOM53292.1 Proteina hipotética Vigna angularis 4,82/31 5.28/36,10 206 10 Funcéo
LR48 Vigan09g195100 desconhecida
15 gi|734335969|KHN08087.1 Proteina de choque térmico de Glycine soja 5,82/14 6.62/17,96 81 10 Estresse
classe Il de 17,9 kDa
16 gi|558695536|AHA84121.1 Peroxiredoxin-2E Phaseolus 4,72/15 7.67/23,07 159 16 Homeostase
vulgaris redox
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Continuacdo. Tabela 1 - Identificacdo das proteinas diferencialmente expressas em folhas de feijdo-caupi nos gendtipos contrastantes, através de analise por ESI-Q-TOF MS e buscas no
NCBI. O nivel de significancia considerado nas identificagdes foi p<0,05

N° Acesso Proteina Espécie pl/Mr (kDa)b Scorec  Coberturada Processo
do (NCBI) Experimental  Tedrico sequéncia bioldgico
spot (%)
17 0i|460366084|XP_004228923.1 G-tipo lectina S-receptor-tipo Solanum 5,47/16 6.18/94,551 65 1 Defesa
serina / treonina-proteina lycopersicum
quinase LECRK2
18 gi|950949607|XP_014495197.1 PREVISTO: peroxiredoxina- Vigna radiata var.  4,95/15 8.38/23,08 166 15 Homeostase
2E, cloroplastica radiata redox
19 gij449441864|XP_004138702.1 PREVISTO: factor de iniciagio ~ Cucumis sativus ~ 6,09/19 5.32/17,61 122 13 Metabolismo de
da traducéo eucaridtica 5A-2 Proteina e
envelopamento
23 gi|593330407|XP_007138630.1 Proteina hipotética Phaseolus 5,77/25 8.86/26,30 168 9 Metabolismo de
PHAVU_009G224900g vulgaris Proteina e
envelopamento
25 gi|965665675|BAT81163.1 Proteina hipotética Vigna angularis 6,77/19 8.74/27,99 169 11 Proteina nao
VIGAN_03082800 var. angularis caracterizada
26 gi|353444485|AER00006.1 Ribulose-1,5-bisfosfato Habenaria 5,46/21 5,78/22,99 86 6 Respiracdo e
carboxilase / oxigenase roxburghii Metabolismo
subunidade grande, parcial energeético
(cloroplasto)
27 gi|172046675|P85487.1 RecName: Full = proteina 3 Pinus halepensis ~ 5,17/21 4,21/11,58 58 100 Funcéo
desconhecida, parcial desconhecida
28 0i|950986436|XP_014503567.1 PREVISTO: Vigna radiata var.  4,39/30 5.76/28,95 100 5 Metabolismo de
hidroxiacilglutatina hidrolase radiata proteina
citoplasmatica
29 0i|388515001|AFK45562.1 Desconhecido Lotus japonicus 5,43/23 5,75/21,52 64 5 Proteina nao
caracterizada
33 gi|172046675|P85487.1 RecName: Full = proteina 3 Pinus halepensis  5,32/17 4,21/11,58 58 100 Funcéo
desconhecida, parcial desconhecida
34 gi|508714523|EOY06420.1 Inibidor da ribonuclease E RraA  Theobroma cacao  5,94/27 9,38/32,70 66 3 Metabolismo de

/ Dimetilmenaquinona
metiltransferase isoforma 1

RNA
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Continuacao. Tabela 1 - Identificagdo das proteinas diferencialmente expressas em folhas de feijdo-caupi nos genotipos contrastantes, através de analise por ESI-Q-TOF MS e buscas no
NCBI. O nivel de significancia considerado nas identifica¢des foi p<0,05.

N°  Acesso Proteina Espécie pl/Mr (kDa)b Scorec  Coberturada Processo
do  (NCBI) Experimental  Tedrico sequéncia bioldgico
spot (%)
36 gi|1004136181|KXZ44223.1 Proteina hipotética Gonium pectorale  4,93/16 8,63/21,05 66 5 Funcéo
GPECTOR_71g584 desconhecida
37 gi|661893989|CDP02430.1 Produto de proteina sem nome Coffea canephora  5,58/20 6,51/35,31 64 5 Fungéo
desconheci
39 0i|950991454|XP_014504521.1 PREVISTO: protein 2 Vigna radiata var.  6,27/23 8,81/28,47 201 16 Fotossintese
potenciador de oxigénio, radiata
Tipo cloropléstico
40 gi|388515001|AFK45562.1 Desconhecido Lotus japonicus 5,43/24 5,74/21,52 69 5 Fungéo
desconhecida
41 gi|1012363500|KYP74683.1 Proteina hipotética Cajanus cajan 5,78/23 8.89/28,54 71 3 Fungéo
KK1_007370 desconhecida
42 gi|976915702|KV101566.1 Mog1l / PsbP, sanduiche alfa / Cynara 4,72/25 5,97/28,45 227 16 Fotossintese
beta / alfa cardunculus var.
scolymus
44 i|388504372|AFK40252.1 Desconhecido Lotus japonicus 5,69/24 9.14/26,64 155 9 Funcéo
desconhecida
46 gi|172046675|P85487.1 RecName: Full = proteina 3 Pinus halepensis  5,40/25 4,21/11,58 63 100 Funcéo
desconhecida, parcial desconhecida
48 gi|920712043|KOM53292.1 Proteina hipotética Vigna angularis 5,01/33 5.28/36,10 123 7 Funcéo
LR48 Vigan09g195100 desconhecida
50 gi|920688753|KOM32736.1 Proteina hipotética Vigna angularis 5,25/27 4,95/31,61 127 9 Metabolismo de
LR48 Vigan019229200 proteina
51 gi|593787652|XP_007156865.1 Proteina hipotética Phaseolus 6,39/30 6.08/35,20 445 27 Fotossintese
PHAVU_002G024000g vulgaris
53 gi|593330407|XP_007138630.1 Proteina hipotética Phaseolus 5,96/25 8,86/23,1 153 9 Metabolismo de
PHAVU_009G224900g vulgaris Proteinas
54 gi|172046675|P85487.1 RecName: Full = proteina 3 Pinus halepensis  4,45/27 4,21/11,58 58 100 Funcéo

desconhecida, parcial

desconhecida
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Continuacdo. Tabela 1 - Identificacdo das proteinas diferencialmente expressas em folhas de feijao-caupi nos genétipos contrastantes, através de analise por ESI-Q-TOF MS e buscas no
NCBI. O nivel de significancia considerado nas identificacdes foi p<0,05.

N°  Acesso Proteina Espécie pl/Mr (kDa)b Scorec  Coberturada Processo
do  (NCBI) Experimental  Teérico sequéncia  bioldgico
spot (%)
55 gi|1044541266|XP_017406459.1 PREVISTO: cisteina sintase, Vigna angularis 5,96/25 6.86/41,11 835 53 Metabolismo de
cloroplastica / cromoplasia Proteina e
envelopamento
56 gi|115800|P09756.1 RecName: Full = Clorofila a-b Glycine max 4,98/27 5,46/27,90 76 4 Fotossintese
proteina 3, cloroplastica;
AltName: Full = LHCII tipo |
CAB-3; Curto = LHCP;
Sinalizadores: Precursor
58 gi|674917301|CDY15911.1 BnaA04g12000D Brassica napus 5,59/26 6,90/33,45 73 4 Respiracdo e
Metabolismo
Energético
59 gi|950994906|XP_014505248.1 PREVISTO: fructose-bisfosfato  Vigna radiata var. 6,22/38 6.07/38,57 409 13 Fotossintese
aldolase, isoenzima radiata
citoplasmatica 1
60 gi|661894930|CDP01929.1 Produto de proteina sem nome Coffea canephora  5,88/37 8.76/35,26 171 8 Funcéo
desconhecida
63 gi|388491410|AFK33771.1 Desconhecido Lotus japonicus 6,69/28 6,63/27,02 154 11 Funcéo
desconhecida
64  @i]1012199871|XP_015972885.1 PREVISTO: PROTEINA DE Arachis 6,23/39 5.67/34,73 813 27 Fotossintese
BAIXA QUALIDADE: duranensis
fructose-bisfosfato aldolase,
isoenzima 1 citoplasmatica
65 gi|955071241|NP_001304236.1 Isoenzima foliar de glutamina Vigna radiata 5,18/42 6.77/47,51 296 12 Metabolismo de
sintetase, cloropléstica Proteina e
envelopamento
68 gi|217073226|ACJ84972.1 Desconhecido Medicago 5,87/33 7.60/29,11 129 13 Fungéo
truncatula desconhecida
70 gi|947051433|KRH00962.1 Proteina hipotética Glycine max 5,02/30 5.75/30,777 207 17 Fotossintese

GLYMA_18G244900
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Continuacdo. Tabela 1 - Identificacdo das proteinas diferencialmente expressas em folhas de feijdo-caupi nos gendtipos contrastantes, através de analise por ESI-Q-TOF MS e buscas no
NCBI. O nivel de significancia considerado nas identificagdes foi p<0,05.

N°  Acesso Proteina Espécie pl/Mr (kDa)b Scorec  Coberturada Processo

do (NCBI) Experimental  Tedrico sequéncia Bioldgico

spot (%)

73 gi|113208365|BAF03553.1 Cisteina proteinase CP2 Phaseolus 5,59/32 6.16/40,42 79 5 Funcéo

vulgaris desconhecida

74 gij1012341444|KYP52647.1 Proteina hipotética Cajanus cajan 5,87/36 7,09/38,36 174 6 Fotossintese
KK1_025388

75 gi|1130844837|GAV74505.1 Proteina contendo dominio Cephalotus 6,85/53 5,41/27,02 144 11 Resposta ao
HSP20 follicularis Estresse

76 gi|1044577539|XP_017425528.1 PREVISTO: cinnamoyl-CoA Vigna angularis 6,7/35 7/36,08 196 10 Metabolismo de
redutase 1-like Proteina

77 gi|1032285790|0AP00118.1 Proteina hipotética Arabidopsis 4,97/31 6,03/33,81 60 4 Funcéo
AXX17_AT4G25850 thaliana desconhecida

78 gi|1045407955|GAU11758.1 hypothetical protein Trifolium 5,48/47 5,99/55,13 148 4 Funcéo
TSUD_75090 subterraneum desconhecida

79 gi|920712043|KOM53292.1 Hypothetical protein Vigna angularis 4,86/31 5,28/36,10 265 14 Funcéo
LR48 Vigan09g195100 desconhecida

81 gi|950964179|XP_014498496.1 PREDICTO: haloacid Vigna radiata var.  5,12/31 6,33/35,91 313 14 Funcéo
dehalogenase-like hidrolase radiata desconhecida
domain-containing protein
At3g48420

82 0i|1098782533|XP_018850886.1 PREVISTO: ribulose-fosfato 3-  Juglans regia 8,97/30,32 85 5 Fotossintese
epimerase, cloropléstico

83 gi|1770222|CAB00006.1 Ribulose-1,5-bisfosfato Dovyalis 5,70/54 6,18/52,18 69 2 Respiracdo e
carboxilase / oxigenase rhamnoides Metabolismo
subunidade grande, parcial energetico
(cloroplasto)

84 gi|955071241|NP_001304236.1 A isozima foliar de glutamina Vigna radiata 5,40/41 6,77/47,52 211 12 Metabolismo de
sintetase Nitrogénio

85 gi|734312817|KHN00995.1 PREVISTO: chaperonina Glycine soja 5,56/59 5,75/61/93 284 8 Estresse

CPN60-2, mitocondrial
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86 gi|595823828|XP_007205135.1 Proteina hipotética Prunus persica 5,51/41 6,10/52,22 419 15 Fotossintese
PRUPE_ppa005137mg

87 gi|1044564536|XP_017418548.1 PREVISTO: ribulose bisfosfato ~ Vigna angularis 7,57/48,51 751 30 Fotossintese
carboxilase / oxigenase
activase, cloroplastica

88 gi|1044564536|XP_017418548.1 PREVISAQ: bisfosfato de Vigna angularis 7,57/48,51 932 30 Fotossintese
ribulose carboxilase / oxigenase
ativase, cloroplastica

91 0i|1044587493|XP_017430917.1 PREVISTO: ribulose bisfosfato ~ Vigna angularis 5,54/40 5,57/52,42 322 9 Fotossintese
carboxilase / oxigenase ativase,
tipo cloroplastico

92 gi|11989977|CAC19521.1 Ribulose-1,5-bisfosfato Arcytophyllum 6,13/52,34 218 7 Fotossintese
carboxilase / oxigenase aristatum
subunidade grande, parcial
(cloroplasto)

93 gi|1854443|BAA12160.1 Proteina CPRD8 Vigna 5,49/42,33 63 4 Estresse

unguiculata

94 gi|393396089|YP_006460328.1 Subunidade beta de ATP sintase  Vignha 5,19/47 5,20/53,80 592 23 Fotossintese
CF1 (cloroplasto) unguiculata

98 gi|593191312|XP_007132293.1 Proteina hipotética Phaseolus 4,90/56 5,12/61,60 846 21 Metabolismo de
PHAVU_011G082600g vulgaris proteina

99 gi|3273828|AAC24855.1 Malato-desidrogenase reforcada  Glycine max 5,33/36 6,91/43,86 353 16 Metabolismo de
com nddulos carboidratos

100 gi|1770222|CAB00006.1 Ribulose-1,5-bisfosfato Dovyalis 5,7/46 6.18/52,18 142 5 Respiragdo e
carboxilase / oxigenase rhamnoides Metabolismo
subunidade grande, parcial Energético
(cloroplasto)

101  @i|593800950XP_007163512.1 Proteina hipotética Phaseolus 5,38/36 5,94/41,97 276 11 Metabolismo
PHAVU 001G240200g vulgaris Energético
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105 gi|1044564536|XP_017418548.1 PREVISTO: ribulose bisfosfato  Vigna angularis 6,63/39 7.57/48,51 854 29 Fotossintese
carboxilase / oxigenase
activase, cloroplastica
106  @i|920692315/KOM35540.1 Proteina hipotética Vigna angularis 4,57/39 5.52/53,40 328 10 Fungéo
LR48 Vigan029169000 desconhecida
107 @i|965601597|BAT88775.1 Proteina hipotética Vigna angularis 6,18/38 5,89/42,80 99 2 Fotossintese
VIGAN_05238000 var. angularis
109  gi|950979939|XP_014501963.1 PREVISTO: dissulfureto de Vigna radiata var.  5,33/76 5.35/61,79 64 2 Estresse
proteina-isomerase-like radiata
110 gi|255646270/ACU23619.1 Desconhecido Glycine max 5,24/39 5,89/45,76 130 5 Funcéo
desconhecida
111 gi|195621752|ACG32706.1 Subunidade beta do componente  Zea mays 6,83/35 5,46/40,15 73 2 Respiracdo e
piruvato desidrogenase E1 Metabolismo
energeético
112 @i|1012199871|XP_015972885.1 PREDICTO: PROTEINA DE Arachis 6,15/40 5,67/34,73 683 27 Fotossintese
BAIXA QUALIDADE: frutose- duranensis
bisfosfato aldolase, isoenzima 1
citoplasmatica
113  gi|172046675|P85487.1 RecName: Full = proteina 3 Pinus halepensis  5,78/40 4,21/11,58 58 100 Funcéo
desconhecida, parcial desconhecida
114 i|661878473|CDP17775.1 Produto de proteina sem nome Coffea canephora  6,65/26 5,65/24,26 242 17 Funcéo
desconhecida
115 i|353444485/AER00006.1 Ribulose-1,5-bisfosfato Withania 6,48/47 6,30/51,10 737 28 Respiracdo e
carboxilase / oxigenase somnifera Metabolismo
subunidade grande, parcial energético

(cloroplasto)
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116  gi|976917633|KV103056.1 Chaperone DnaK Cynara 4,9/63 5,36/78,43 369 10 Estresse
cardunculus var.
scolymus
117  gi|1045364182|GAU47135.1 Proteina hipotética Trifolium 5,27/43 5,53/44,40 561 28 Funcéo
TSUD_247570 subterraneum desconhecida
118 @i|965601597|BAT88775.1 Proteina hipotética Vigna angularis 6,29/43 5,89/42,8 155 6 Respiracdo e
VIGAN_05238000 var. angularis Metabolismo
energetico
121 gi|15988217|1FX0_B Cadeia B, estrutura cristalina do  Spinacia oleracea  5,69/48 5,46/53,9 93 2 Funcéo
cloroplasto F1-Atpase de desconhecida
espinafre
122 @i|1770222|CAB00006.1 Ribulose-1,5-bisfosfato Dovyalis 5,93/47 6,18/52,18 72 2 Respiracdo e
carboxilase / oxigenase rhamnoides Metabolismo
subunidade grande, parcial energeético
(cloroplasto)
125 @i|1045408543|GAU11612.1 Proteina hipotética Trifolium 4,82/26 5,28/30,05 80 5 Funcéo
TSUD_346040 subterraneum desconhecida
130 Qi|1044576486|XP_017424963.1 Proteina hipotética Vigna angularis 5,54/34 5,63/92,23 128 4 Sinalizacéo
LR48 Vigan05g022600
131  gi|1044559695|XP_017416029.1 PREDICTO: &cido 2-metileno-  Vigna angularis 6,06/33 5,94/34,16 338 13 Fotossintese
furan-3-ona redutase
134 gi|172046675|P85487.1 RecName: Full = proteina 3 Pinus halepensis  6,11/61 4,21/11,58 66 100 Funcéo
desconhecida, parcial desconhecida
135  gi|976917633|KV103056.1 Chaperone DnaK Cynara 5,05/69 5,36/76,43 587 15 Envelopamento
cardunculus var. e Metabolismo
scolymus Energético
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138  @i|951055290[XP_014521436.1 PREVISIVEL: proteina Vigna radiata var.  5,25/31 5,87/35,06 585 30 Fotossintese
potenciadora de oxigénio 1, radiata
cloroplastica

139  @i|1072951011|XP_018486209.1 PREDICTO: isoforma X2 de Raphanus sativus ~ 5,46/35 9,58/18,18 63 14 Sinalizagdo
proteina 36 contendo o dominio
CCCH do dedo de zinco

140 @i|172046675|P85487.1 RecName: Full = proteina 3 Pinus halepensis  6,12/60 4,21/11,58 65 100 Fungéo
desconhecida, parcial desconhecida

141 @i|593799508|XP_007162792.1 Hipotética proteina Phaseolus 5,88/24 7,59/33,27 366 26 Respiracdo e
PHAVU_001G181000g vulgaris Metabolismo

energetico

142 gi|22797153|CAD23995.1 ATP sintase epsilon Pentaphragma 5,70/16 5,41/14,55 131 19 Fotossintese
subunidade, parcial ellipticum
(cloroplasto)

143 @i|172046675|P85487.1 RecName: Full = proteina 3 Pinus halepensis  5,63/23 4,21/11,58 65 100 Funcéo
desconhecida, parcial desconhecida

144 @i|902238787|KNA25317.1 Hipotética proteina Spinacia oleracea  5,37/23 5,46/29,74 215 11 Metabolismo de
SOVF_007620, parcial Proteina

146  @i|149941202|CA002533.1 Rubisco ativase putativo, partial  Vigna 6,20/32 8,31/28,12 74 5 Fotossintese

unguiculata

147  Qi|965613862|BAT99494.1 Proteina hipotética Vigna angularis 5,99/44 5,67/53,83 420 16 Metabolismo de
VIGAN_10094100 var. angularis Proteina

148  @i|920712672|KOM53921.1 Proteina hipotética Vigna angularis 5,59/79 5,45/73,72 133 3 Funcéo
LR48_Vigan09g258000 desconhecida

149  @i|149941202|CA002533.1 Rubisco ativase Putativo, 5,89/38 8,31/28,12 486 38 Fotossintese
parcial

151 i|661896938|CDP00127.1 Hipotética proteina Trifolium 5,32/42 6,08/35,14 99 5 Funcéo
TSUD_191560 subterraneum desconhecida

152 @i|149941202|CA002533.1 Rubisco ativase Putativo, Vigna 6,12/19 8,31/28,12 74 5 Fotossintese
parcial unguiculata
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153  i|1098892032|JAU04506.1 Proteina 5 contendo dominios Noccaea 5,67/29 9,04/34,99 76 3 Fotossintese
PsbP, cloroplastica, parcial caerulescens
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