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RESUMO

O acumulo de Na* no vacuolo central representa um importante mecanismo de defesa
de plantas contra o estresse salino. A V-ATPase exerce papel muito importante no
transporte de substéncias através da membrana vacuolar e em algumas plantas,
responde ao estresse salino com aumento da expressao e atividade enzimatica. No
presente trabalho, duas cultivares de Vigna unguiculata (L.) Walp (Vita 3 e Pérola) com
diferentes graus de sensibilidade ao estresse salino foram comparadas através do
estudo do desenvolvimento de plantas em resposta ao estresse salino, da atividade V-
ATPasica, dos niveis relativos de proteina da subunidade A da V-ATPase (VHA-A), da
quantidade de transcritos das subunidades da V-ATPase e do estudo do volume
vacuolar de células meristematicas de raizes além do estudo de atividades e
quantidades relativas de enzimas antioxidantes. As cultivares Vita 3 e Pérola
desenvolveram-se em meio nutritivo na auséncia e na presence de NaCl (100 mM) por
duas semanas. A producdo de biomassa de ambas as cultivares foi sensivel ao
estresse salino. O peso fresco de raizes diminuiu 52% em Vita 3 e 67% em Pérola, ja o
peso fresco de caules diminuiu 31,7% em Vita 3 e 49% em Pérola, e o peso fresco de
folhas diminuiu 51,4% em Vita 3 e 72% em Pérola, respectivamente. Andlise de
Western blot de extrato de raizes mostrou'aumento nos niveis protéicos da subunidade
A em resposta ao estresse salino em ambas as cultivares, sendo observado maior
aumento na cultivar Vita 3. Nao foram detectadas mudancas desses niveis nos caules
de ambas as cultivares e nas folhas de Pérola. Por outro lado, os niveis dessa proteina
aumentaram em folhas de Vita 3 sob condi¢do de estresse salino. A atividade V-
ATPasica aumentou em folhas de Vita 3 e em raizes de ambas as cultivares. Os niveis
de transcritos para as diferentes subunidades da V-ATPase de folhas foram
determinadas através de anadlise de macroarranjos de cDNA, que revelou regulagao
diferencial para as subunidades da V-ATPase em ambas as cultivares. As atividades
das enzimas APX e SOD de folhas de Vita 3 ndo se alteraram em resposta ao estresse
salino, ao passo que em raizes, a atividade da APX diminuiu e da SOD aumentou. Os
niveis relativos da peroxirredoxina II-C aumentaram em folhas da cv. Vita 3 e

diminuiram na cv. Pérola, enquanto os niveis da peroxirredoxina Q diminuiram em



folnas de ambas as cultivares em resposta ao estresse salino. Nossos resultados
mostraram que Vita 3 é mais tolerante a estresse salino moderado (100 mM NaCl) que
a cultivar Pérola e sugerem que a V-ATPase exerce um papel importante na tolerancia
diferencial ao estresse salino em Vita 3 e Pérola. J& as enzimas APX, SOD e Prx-Q
parecem nao ter protegido as referidas cultivares contra o estresse oxidativo gerado
pela salinidade.

Palavras-chave: V-ATPase, Vigna, estresse salino, estresse oxidativo, antioxidantes.
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ABSTRACT

The accumulation of Na* in the central vacuole represents an important mechanism for
plants to cope with salt stress. V-ATPase plays a very important role in energizing
transport across the vacuolar membrane. In many salt tolerant plants, V-ATPase is
known to respond to NaCl stress with increased expression and enzyme activity. In this
study two cultivars of Vigna unguiculata (L.) Walp (Vita 3 and Perola) with distinct salt
sensitivity were compared for V-ATPase modification in response to salinity. Parameters
studied in response to NaCl were growth, V-ATPase activity, protein levels of V-ATPase
subunit A (VHA) and transcript amounts. The cultivars Vita 3 and Perola were grown in
the absence or presence of NaCl (up to 100 mM) for two weeks. Biomass production of
both cultivars was sensitive to salt stress. Root mass decreased by 52% in Vita 3 and
67% in Perola, shoot weight by 31,7% in Vita 3 and 49% in Perola, and leaf weight by
51.4% in Vita 3 and 72% in Perola, respectively. Western blot analysis of root extracts
showed increases in the level of subunit A-protein under salt stress in both cultivars,
where the stimulation was stronger in Vita 3 than in Perola. Changes were neither seen
in shoots of both cultivars nor leaves of Perola. VHA-A levels of leaves increased in Vita
3 upon salt stress. V-ATPase activity was enhanced in leaves of Vita 3 and in roots of
both cultivars. Stimulation was greater in Vita 3. The transcript levels for different
subunits from V-ATPase from leaves were determined by cDNA array analysis and
revealed differential regulation of the V-ATPase subunits in both cultivars. The
enzymatic activities of APX and SOD from Vita 3 leaves it was not altered under salt
stress and in roots, it was observed decrease in APX and increase in SOD activity in
response to salt stress. The relative levels of Peroxiredoxin [I-C increased in leaves from
cv. Vita 3 and decreased in Pérola, while the levels of Peroxiredoxin Q decreased in
leaves from both cultivars in response to salt stress. The results show that Vita 3 is more
tolerant to moderate salt stress (100mM NaCl) than Perola. The results suggest that V-
ATPase play an important role in expressing differential tolerance to salt stress in Vita 3
and Perola. The enzymes APX, SOD and PRX-Q seems not protect this plant against to
oxidative stress generated by salt stress.

Keywords: V-ATPase, Vigna, salt stress, oxidative stress, antioxidants.
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1 INTRODUCAO

1.1 FEIJAO DE CORDA - VIGNA UNGUICULATA (L.) WALP

A espécie Vigna unguiculata (L.) Walp é vulgarmente conhecida como
feijao-de-corda, feijao fradinho, feijao macassar e feijao caupi. E uma dicotiledénea que
pertence a ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae,
subtribo Phaseolinae e género Vigna (VERCOURT, 1970).

O género Vigna Fabaceae, anteriormente denominado Leguminosae, é
composto de mais de 200 espécies que sado nativas de regides quentes em todos os
continentes (FERY, 2002). A maior parte dessas espécies esta localizada na Africa, das
quais 66 sao consideradas endémicas, sugerindo que o género Vigna deve ter tido sua
evolugao ligada ao continente africano. Esse género possui varias espécies que sao
consideradas importantes economicamente em muitos paises em desenvolvimento
(FERY, 2002). Entre as espécies que ocorrem na Africa esta a Vigna unguiculata (L.)

Walp, cuja origem e localizacdo ainda sao bastante discutidos.

O feijao caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) é uma cultura
predominantemente de clima quente e pode crescer e desenvolver-se relativamente
bem em condi¢cdes que sdo totalmente inadequadas para outras espécies de feijdo. O
feijao caupi apresenta ciclo de vida curto, baixa exigéncia hidrica e capacidade para
desenvolver-se em solos de baixa fertilidade. Outra caracteristica de suma importancia
€ a capacidade de fixacao do nitrogénio atmosférico através da simbiose estabelecida
com bactérias do género Rhizobium nos nddulos das raizes (ANDRADE JUNIOR et al.,
2004). |

A espécie Vigna unguiculata (L.) Walp € uma excelente fonte de
proteinas (23-25% em média) contendo todos os aminoacidos essenciais e ainda
carboidratos (62%,), vitaminas, minerais, grande quantidade de fibras dietéticas e baixa
quantidade de lipidios (teor de 6leo de 2%, em média) e auséncia de colesterol. Pelo
seu valor nutritivo, o feijao-caupi & cultivado principalmente para a produgao de graos
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secos ou verdes, visando o consumo humano in natura, na forma de conserva ou
desidratado. Além disso, o caupi também é utilizado como forragem verde, farinha para
alimentacédo animal e, ainda, como adubagéo verde e prote¢do do solo. Assim, 0 caupi
representa um alimento basico para as populagdes de baixa renda do Nordeste
brasileiro (ANDRADE JUNIOR et al., 2004).

A area mundialmente ocupada com feijao-caupi, € de aproximadamente
12,5 milhdes de hectares, estando 64% dessa area localizada (8 milhdes) na parte
oeste e central da Africa. O restante dessa area esta localizado na América do Sul,
América Central e Asia, com pequenas areas espalhadas pelo sudoeste da Europa, dos
Estados Unidos e da Oceania. Os principais produtores mundiais sdo Nigéria, Niger e
Brasil (QUIN, 1997). No Brasil, o feijao-caupi € cultivado predominantemente no sertdo
semi-arido da regido Nordeste e em pequenas areas na Amazodnia. No Nordeste, a
producdo e a produtividade sdo de 429.375 t e 303,5 kg/ha, respectivamente. Os
maiores produtores sao os Estados do Ceara (159.471 t), Piaui (58.786 t), Bahia
(50.249 t) e Maranhao (35.213 t), os quais também apresentam as maiores areas
plantadas (Levantamento Sistematico da Producdo Agricola, 1993-2001 apud
ANDRADE JUNIOR et al., 2004).

A cultura do feijao-caupi € responsavel pela geracdo de 1.451.578
empregos/ano no Brasil, com o valor de produgdo estimado em USS$
249.142.582,00/ano (EMBRAPA MEIO NORTE, 2001). O cultivo do feijao-de-corda
constitui atividade agricola tradicional no Estado do Ceard, em face de sua importancia
socio-econémica. Em conseqiiéncia, ele é cultivado na totalidade dos municipios
(Anuario, 1996), que apresenta distintas caracteristicas ambientais especialmente
aquelas relacionadas ao solo e ao clima (BARRETO et al., 2001).

A deficiéncia de agua é um dos fatores mais limitantes para a obtengao
de boa produtividade de feijao-caupi. Essa cultura exige um minimo de 300 mm de
precipitacdo pluvial para que haja producdo adequada independente da pratica de
irrigacdo. As regides cujas cotas pluviométricas oscilam entre 250 e 500 mm anuais sdo

consideradas aptas para a implantacdo da cultura. Convém salientar, que o fator



19

limitante na deficiéncia de agua esta diretamente relacionado com a distribuicéo das

chuvas e ndo com a quantidade de chuvas ocorridas no periodo (ANDRADE JUNIOR et
al, 2004).

Com o uso da irrigagao é possivel suprir a quantidade de agua para o
adequado crescimento e desenvolvimento do feijado-caupi. Entretanto, para o sucesso
técnico e econdmico dessa atividade, é necessario que se identifique quando, quanto e
como irrigar, pois 0o uso inadequado da irrigagdo pode trazer sérias conseqiiéncias
como, a salinizagéo dos solos (ANDRADE JUNIOR et al, 2004).

1.2 SALINIDADE DOS SOLOS E SEU EFEITO EM PLANTAS

O estresse salino € um dos principais fatores que limita a produtividade
de diferentes culturas agronémicas (APSE et al., 1999). Quase um bilhdo de hectares
de solos agrarios é afetado pela salinidade (SZABOLCS, 1994 apud MUNNS, 2002), o
que representa 7% de toda a area terrestre. Dentre os 1,5 bilhdes de hectares que sdo
cultivados, cerca de 5% (77 milhdes ha) sdo afetados por altas concentracées de sais
(MUNNS et al., 1999).

A salinizacao crescente dos solos € principalmente devido ao processo
inadequado da irrigacdo e aproximadamente um terco dessas areas sdo afetadas pela
salinidade (FLOWERS; YEO, 1997). Dessa forma, o processo de irrigagdo realizado
inadequadamente pode trazer sérias conseqiiéncias para o solo e, por conseguinte
para o meio ambiente, perturbando o equilibrio de ecossistemas, uma vez que
alteragGes nos solos podem e devem interferir diretamente nas populagées de plantas,
que formam a cadeia primaria de muitos ecossistemas. A despeito do pequeno
contigente de 4dreas irrigadas, essas sdo responsaveis pela produgcdo de
aproximadamente um tergo da alimentagdo mundial (MUNNS, 2002).

A agua utilizada para a irrigagdo dos solos contém usualmente
elevada concentragdo de cations de calcio e de magnésio e menor concentragdo de
cétions de soédio (Na’). Com a evaporagdo da agua, o calcio e o magnésio sdo
induzidos a precipitarem no solo na forma de carbonatos e o Na* tornar-se o cation
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predominante na solugdo do solo (ASHRAF, 1999 apud SERRANO et al., 1999;
JACOBSEN; ADAMS, 1958). Os sais podem afetar o desenvolvimento das plantas, mas
nem todos inibem o crescimento das mesmas. A inibicdo do crescimento é um efeito da
salinidade decorrente da presencga dos ions Na® e CI' (TESTER; DAVENPORT, 2003).

A salinidade induz estresse osmético provocado pela diminuicdo da
atividade quimica da agua, causando dessa forma, perda do turgor celular. Sabe-se
que o crescimento das células depende da elasticidade da parede celular que por sua
vez depende da pressao de turgor. Portanto, um mecanismo de ajustamento osmético,
em resposta ao estresse salino, € a producdao de solutos compativeis (osmolitos)
intracelulares tais como glicerol, sacarose, trealose, prolina e betaina prevenindo assim
a perda do turgor celular (MCCUE; HANSON apud SERRANO et al., 1999; YANCEY et
al., 1982). Contudo, a sintese desses solutos compativeis n&ao-téxicos, é
energeticamente dispendiosa para a célula (TESTER; DAVENPORT, 2003) e outro
agravante do estresse osmotico &€ também a indugdo do estresse oxidativo (NORAN et
al., 1994 apud TESTER; DAVENPORT, 2003). Existem proteinas consideradas
tolerantes ao estresse osmoético, tais como aquelas que protegem a integridade de
membranas, controlam a homeostase i6nica ou hidrica e o seqiiestro de espécies
reativas de oxigénio (BRAY, 1994, HASEGAWA et al.,, 2000; INGRAM; BARTELS,
1996).

Além do estresse osmético, a salinidade causa toxicidade idnica, pois
altas concentragdes de Na* e CI sdo deletérias a célula. Altas concentracdes salinas
(maiores que 0,4 M) inibem a maioria das enzimas por causar perturbagdo no
balango hidrofébo-eletrostatico nas forcas que mantém a estrutura das proteinas
(WYN JONES; POLLARD, 1983). Entretanto, os efeitos téxicos especificos desses
ions nas células ocorrem em concentragées muito mais baixas (cerca de 0,1 M) e os
alvos da toxicidade do CI in vivo é ainda pouco conhecido. Segundo Wyn Jones e
Pollard (1983) e Serrano (1996), os ions CI" podem interferir nos sitios aniénicos
envolvidos na ligagdo do RNA e em metabdlitos anidnicos tais como bicarbonato,
carboxilatos e agucares fosfato. Ja o estudo da toxicidade do Na' tem sido
amplamente explorado e a genética molecular de leveduras mostrou a existéncia de
dois alvos da toxicidade fisiolégica dos ions Na™: a Hal2 nucleotidase (GLASER et
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al.. 1993: MURGUIA et al., 1995, 1996) e a RNase MRP (DICHTL et al., 1997). A
caracteristica comum dos sitios ligantes dos ions Na® em nucleotidases e
ribonucleases é que eles correspondem aos sitios de ligagéo de baixa afinidade ao
magnésio (afinidade na faixa de mM) e possuem grupos fosfato e grupos
carboxilatos (DICHTL et al., 1997). Ademais, de acordo com Wyn Jones e Pollard
(1983) e Serrano (1996), os ions Na* podem ligar-se a outros sitios catiénicos como

os de K* ou Ca?’.

O mecanismo de toxicidade do Na® indica que a manutencdo da
homeostase das concentracdes intracelulares de cétions, principalmente Na* e K,
sao de importancia primordial na tolerancia de organismos ao estresse salino.  Os
transportadores de ions bem como sua regulagao desempenham papeis fisiologicos
cruciais como a manutengdo da concentragao intracelular 6tima de ions. Em geral,
com excecdo de archaebactérias halofitas, essa faixa consiste de concentragées
relativamente altas de K" (10° M) e concentragdes relativamente baixas de Na*
(102 M), de prétons (107 M) e de calcio (107 M). Um pH neutro pode ser necessario
para a estabilidade de proteinas, além disso, uma relagdo alta de magnésio/calcio
favorece a solubilidade de compostos fosfatados. A elevada concentragao
intracelular do K* em relagédo a do Na* pode ser explicada pela menor interacdo de
K" com os sitios de ligagdo de baixa afinidade ao magnésio e que séo ocupados por
Na® e Li" (SERRANO et al., 1999).

Segundo Munns (1993, 2002), os prejuizos causados
especificamente pelo Na* estdo associados a acumulacido desse ion nas folhas
levando a necrose das mais velhas, a partir das extremidades e margens alcangcando
posteriormente toda a sua extensado. A redugédo do crescimento e da safra ocorre
como resultado do menor tempo de vida de folhas individuais, reduzindo assim a
produtividade de culturas. O prejuizo devido ao Na® depende da sua taxa de
acumulagao dentro das folhas e da sua compartimentalizagdo dentro de tecidos e de
células foliares (TESTER ; DAVENPORT, 2003).

Alguns efeitos da elevada concentacido de Na* na fisiologia das
plantas, sdo ainda resultado da deficiéncia de outros nutrientes (SILBERBUSH; BEN-
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ASHER, 2001), ou de interacdes com outros fatores ambientais tais como seca, que
potencializa a toxicidade do Na'. A deficiéncia de outros nutrientes pode ocorrer
especificamente porque elevadas concentragdes de Na* inibem a captagdo de outros
nutrientes através da interferéncia com transportadores na membrana plasmatica de
raizes, tais como canais de ions seletivos para K*, pela inibicdo do crescimento de
raizes pelo efeito osmético do Na* e por causa dos efeitos deletérios do Na* na
estrutura do solo (WILD, 1988, apud TESTER; DAVENPORT, 2003).

Ha plantas que toleram altas concentragdes salinas no solo melhor
que outras, e esta variabilidade ocorre entre os maiores grupos de plantas como, por
exemplo, em grupos taxondmicos bem distintos, entre espécies estritamente
relacionadas, em diferentes variedades de uma mesma espécie ou entre individuos
dentro de uma linha varietal. Apesar das diferencas na adaptagédo de plantas ao
estresse salino, estudos bioquimicos mostraram que as enzimas de plantas haléfitas
(plantas adaptadas a habitats salinos) ndo sdo mais tolerantes as altas
concentracbes de NaCl que as enzimas de plantas nao-haléfitas (glicofitas)
(FLOWERS et al., 1977; GREENWAY; OSMOND, 1972).

1.3 ADAPTACAO DE PLANTAS AO ESTRESSE SALINO

A tolerancia ao sal é freqiientemente avaliada como a porcentagem
de producéo de biomassa em condig¢do salina comparada a biomassa em condigdo
controle em determinado periodo de tempo. Sdo encontradas diferengas drasticas na
tolerancia ao sal entre diferentes espécies de plantas. A exposicdo de diferentes
plantas a 200 mM de NaCl em funcdo dos diferentes graus de tolerancia induz
reducdes de peso seco de apenas 20% no caso da beterraba, espécie mais tolerante
e de 60% no algodao, espécie moderadamente tolerante ao passo que espécies
mais sensiveis como soja podem morrer (GREENWAY; MUNNS, 1980). Enquanto,
uma haléfita como Saueda maritima pode crescer nessas condigdes com uma taxa
6tima de crescimento (FLOWERS et al., 1977, 1986; MUNNS, 2002). Dessa forma, a
analise da fisiologia da resposta e mecanismos de adaptagdo das plantas ao

esiresse salino pode e deve fornecer boas informagdes sobre o processo de
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adaptacdo ao sal e a identificacdo de fatores que determinam a sensibilidade ou a

tolerancia de uma determinada espécie.

Os mecanismos de tolerancia ao sal em células vegetais tém sido
amplamente descritos na perspectiva ecologica e fisiolégica e através de aspectos
biolégicos celulares e moleculares (FLOWERS et al. 1977; HASEGAWA et al., 2000,
MIMURA et al, 2003). Segundo Mimura et al. (2003), a tolerancia de células de
plantas ao estresse salino é principalmente devido a combinagdo de trés diferentes

mecanismos:

(1) ajustamento osmoético do citoplasma devido ao acumulo de solutos
compativeis, tais como betaina, prolina ou alcool de carboidratos;

(2) exclusado do sal da célula através da membrana plasmatica usando
transportadores de ions, tais como contra-transportadores Na*/H* (ALLEN et al., 2000;
DUPON, 1992; MIMURA et al., 2003; SHI et al., 2000), com o objetivo de minimizar a
concentragao de sal na planta;

(3) acumulo de sal nos vacuolos usando transportadores no tonoplasto
tais como contra-transportadores Na*/H" ou canais CI' (BLUMWALD & POOLE, 1987;
GABARINO & DUPON, 1988; GAXIOLA et al., 1999).

A Figura 1 mostra os mecanismos envolvidos na manutencdo da
homeostase celular estabelecida apés adaptacdo de plantas ao estresse salino (NaCl)
(HASEGAWA et al., 2000). O acumulo de ions no vactolo serve nao somente para
evitar o aumento da concentragdo iénica no citoplasma, mas ainda para aumentar a
osmolaridade celular prevenindo o estresse osmoético (MIMURA et al., 2003). O vactolo
€ uma organela presente em células de animais (protozodrios e esponjas), de fungos
(leveduras), de algas e de plantas. Em plantas, essa organela é diversificada no tocante
a forma, tamanho, contetido e dindmica funcional (MARTY, 1999).
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Figura 1. Homeostase celular estabelecida ap6s adaptacdo de plantas ao estresse
salino (NaCl). Estao indicados: compartimentacdo de osmolitos e ions no citoplasma e
vacuolo; as proteinas transportadoras responsaveis pela homeostase do Na* e CI;
canais de agua; e o potencial eletroquimico através da membrana plasmatica e do
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tonoplasto. As organelas que tém importancia no seqiiestro de EROS estéo indicadas

como: cloroplasto (cp), mitocdndria (mt), e peroxissomos (perox)
Fonte: HASEGAWA et al. (2000).
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Em células de plantas imaturas e ndo diferenciadas encontram-se, numerosos e
pequenos provacuolos com predominancia do material citoplasmatico em relacdo ao
sistema de endomembranas (MARTY, 1978). Os pequenos provactolos parecem ser
provenientes de vesiculas originarias do reticulo endoplasmatico e do complexo de
Golgi. Na maioria das células de tecidos vegetativos de plantas, um grande vacuolo
central ocupa a maior parte do volume celular e exerce um papel essencial na fisiologia
da planta (MARTY, 1999).

O vacuolo de células vegetais contém a maior parte dos ions organicos
e de metabdlitos que geram uma pressédo osmética levando ao acumulo de agua no seu
interior e facilitando a expanséao celular. A regulagéo da pressdo osmética depende do
transporte de acucares, de ions e de outros metabolitos através da membrana
plasmatica e do tonoplasto bem como das velocidades de quebra e de sintese de
polimeros vacuolares (TAIZ, 1992). Além do papel do vacuolo na expansao celular e
consequente crescimento das células vegetais, ele exerce outras importantes fungdes,
tais como:

1. Acumulo e armazenamentio de metabdlitos como, por exemplo,
acucares, proteinas, acidos organicos e nutrientes temporarios (MAESHIMA et al.,
1996);

2. Regulacao das concentragdes citosélicas de ions inorganicos como
nitrato e Ca®" e sua redistribuicdo para o citosol de acordo com as necessidades
celulares, sendo essa organela considerada um dispositivo homeostatico (MAESHIMA
et al., 1996);

3. Compartimentagdo de  substéncias -toxicas  (glicosideos
cianogénicos e alcal6ides) que podem ser liberadas para o citoplasma quando a planta
sofre injuria ou ataque por insetos ou outros animais (MAESHIMA et al., 1996),

4. Hidrolise e reciclagem de compostos celulares pela acao de
enzimas presentes no seu interior (proteases, ribonucleases, fosfodiesterase,
glicosidases, fitases e fosfatases alcalinas) (MAESHIMA et al., 1996);

A membrana vacuolar, também denominada de tonoplasto, possui uma
estrutura basica comum a todas as membranas celulares, consistindo de uma bicamada

ipidica continua na qual proteinas sao inseridas. Nela estao localizados os sistemas de
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transporte de uma variedade de substancias (sistemas primarios e secundarios), sendo
dessa forma considerada uma membrana funcional e altamente organizada
(MAESHIMA, 2001).

Os sistemas primarios sao capazes de gerar um gradiente
eletroquimico ao transportar ions contra um gradiente de concentragéo utilizando-se da
energia liberada na quebra de ligagbes covalentes. Ja os sistemas secundarios,
transportam ions e substancias através da membrana, sem envolver a quebra de
ligagcdes covalentes, mas dependendo do gradiente eletroquimico de H* gerado na
membrana pelos sistemas primarios (LOGAN et al., 1997). As bombas vacuolares de H*
(H*-ATPase e H'-PPase), transportadores ativos primarios, utilizam a energia
proveniente da quebra de ligagbes de alta energia das moléculas de ATP e PPi,
respectivamente, para transportar H* para o interior do vacuolo. Dessa forma, um
gradiente de prétons (AuH") é gerado, o qual tem como componentes a variagéo de pH
(ApH) e a variacao do potencial de membrana (A¥). A entrada de prétons realizada por
essas bombas gera um potencial elétrico de membrana positivo do lado interno em
relacdo ao lado externo do tonoplasto, bem como uma variagcdo de pH, onde a
concentragdo de H* é maior no interior do vactiolo em relagdo ao meio citoplasmatico.
O gradiente gerado pelas bombas de prétons fornece energia para os transportadores
secundarios (MAESHIMA, 2001).

Os sistemas de contra-transporte foram primeiramente descritos por
West e Mitchell (1974) e estdo amplamente difundidos tanto em células procari6ticas
como em células eucariéticas (BLUMWALD; AHARON; APSE, 2000; PADAN et al.,
2001).

Os sistemas secundarios consistem de varios transportadores de
aclcares, de acidos organicos, de ions e de outros metabdlitos. Existem dois tipos de
transporte secundario: simporte e antiporte. No transporte simporte, as duas
substancias se movem na mesma direcdo através da membrana e a proteina envolvida
nesse transporte € denominada transportador tipo simporte. O transporte antiporte
refere-se ao transporte acoplado, no qual o movimento a favor do gradiente de prétons
impulsiona o transporte ativo de um soluto na diregdo oposta e é facilitado pela proteina
denominada transportador tipo antiporte (contra-transportador) (TAIZ; ZEIGER, 1998).
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Os contra-transportadores Na‘/H* s3o proteinas transportadoras que
movem ions Na* para fora da célula ou para o interior de organelas em troca de ions H
exercendo papel importante na homeostase celular do pH e da concentragédo de Na*
(BLUMWALD; AHARON; APSE, 2000; PADAN et al., 2001; WIEBE et al., 2001).

Nos ultimos anos, avangos significativos foram feitos para esclarecer a
estrutura e a fungcdo dos contra-transportadores Na’/H" bem como os mecanismos
essenciais das reagdes de troca e sua regulagao (BLUMWALD; AHARON; APSE, 2000;
HASEGAWA et al.,, 2000; PADAN et al.,, 2001). Os genes que codificam os contra-
transportadores Na‘/H* foram clonados em células de varios organismos: bactérias,
leveduras, animais e plantas (COUNILLON; POUYSSEGUR, 2000; GAXIOLA et al.,
1999; PADAN et al., 2001).

As evidéncias de que os contra-transportadores Na‘/H" exercem papel
crucial na tolerancia de plantas ao estresse salino ttm aumentado nos ultimos anos
(ZHAO et al., 2006). Esses contra-transportadores, presentes na membrana vacuolar e
plasmatica, agem removendo ions Na* do citoplasma e transportando-os para o interior
do vacutolo ou para fora da célula e dessa forma, previnem a toxicidade celular
decorrente da acumulagdo excessiva de Na® (BLUMWALD; AHARON; APSE, 2000;
HASEGAWA et al., 2000). Foram observados aumentos na tolerancia de varias plantas
ao estresse salino em decorréncia da superexpressao do gene que codifica a proteina
do contra-transporte Na*/H" de tonoplasto (AtNHX1) em Arabidopsis, tomate, Brassica,
trigo e arroz (APSE et al. 1999; FUKUDA et al. 2004; OHTA et al. 2002; XUE et al.
2004; ZHANG; BLUMWALD, 2001; ZHANG et al. 2001;). Esses resultados indicam que
a expressdo do gene do contra-transportador Na*/H" pode ser fundamental para a
toleréncia de plantas e o suporte para essa evidéncia foi adquirido a partir de estudos
de super-expressao do gene Atnhx1 em plantas e leveduras (APSE et al., 1999;
DARLEY et al.,, 2000; QUINTERO et al.,, 2000; VENEMA et al., 2002; ZHANG &
BLUMWALD, 2001; ZHANG et al., 2001). Entretanto, até agora os mecanismos
essenciais do aumento da tolerdncia ao sal em plantas transformadas (contra-
transportadores Na*/H*) nao estao claros (TESTER; DAVENPORT, 2003).

Apesar de existirem varios tipos de transportadores nas membranas
celulares, as bombas de prétons ocupam uma posicdo proeminente dentre todos os
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transportadores, pois sem a forca préton motora primaria gerada para energizar e
possibilitar o transporte de substancias via carreadores ou canais de ions, todas as

outras formas de transporte cessariam. Das trés diferentes bombas de prétons das
plantas: F-ATPase, V-ATPase e P-ATPase, a H'-ATPase vacuolar (V-ATPase) é a mais
complexa em relagdo a composicdo de subunidades (DIETZ et al., 2001; LUTTGE;
RATAJCZAK, 1997; SZE, 1999).

1.4 CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL E FUNCIONAL DA V-ATPASE

A V-ATPase é uma bomba com diversas e surpreendentes fungées nos
eucariotos. O complexo da V-ATPase parece ser conservado em todos os eucariontes
(STEVENS; FORGAC, 1997). Em plantas, ela foi localizada no tonoplasto e em outras
membranas do sistema secretor, como no reticulo endoplasmatico (RE), no complexo
golgiense e em pequenas vesiculas bem como na membrana plasmatica (DIETZ et al.,
2001; SZE, 1999; LUTTGE; RATAJCZAK,1997).

Apesar da descorberta da V-ATPase ter sido realizada ha vinte anos
(SZE, 1985), suas fungdes nas plantas ainda ndo foram totalmente elucidadas. Os
mutantes com deficiéncia na V-ATPase sdo ferramentas (teis para desvendar as
funcbes da V-ATPase in vivo. O primeiro mutante de V-ATPase em plantas foi o
mutante det3, que mostrou uma redugao na quantidade da subunidade C e na atividade
V-ATPasica e foi desttiolado quando crescido no escuro (SCHUMACHER et al., 1999).
Além disso, o fechamento dos estébmatos induzidos por altas concentragées externas
de ions calcio foi abolido nesse mutante (ALLEN et al, 2000). Esses estudos
mostraram que as fungbes da V-ATPase estdo intimamente integradas com
crescimento, desenvolvimento e sinalizacao de células-guarda. Ademais, foi sugerido
que o gradiente eletroquimico de prétons € importante na distribuicdo de proteinas
(MATSUOKA, 2000). Demontrou-se também a necessidade do setor integral de
membrana V, na fusdo de vesiculas em leveduras, sugerindo que esse setor de
membrana tem papel fundamental na fusdo de membranas durante a formagédo do
vacuolo central (PETERS et al, 2001; WICKNER; HAAS, 2000). Apesar da diversidade
de funcdes, o papel prepoderante da V-ATPase ¢ acidificar o vacuolo, gerando energia
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para transporte de ions e de metabdlitos, com repercussdo na expansao € no turgor
celular.

A V-ATPase consiste de varias subunidades polipeptidicas que estéao
localizadas em dois grandes dominios, um dominio periférico de membrana (V1) € um
dominio integral de membrana (V,). Estudos com microscopia eletrénica usando técnica
de coramento negativo revelaram uma estrutura formada por uma cabeca e uma haste
para o dominio periférico de membrana da V-ATPase de Mesembryanthemum
crystallinum (KLINK; LUTTGE, 1991), Daucus carota (LEE TAIZ; TAIZ, 1991), Glycine
max (MOORRE et al., 1991), Beta vulgaris (GETZ; KLEIN, 1995) e Vigna radiata (LI;
ZHANG, 2004). Essa estutura &€ muito semelhante a F-ATP sintase e a H"-ATPase de
archaea (KLINK; LUTTGE, 1991; LEE; TAIZ, 1991; NELSON; TAIZ, 1989). Todas essas
bombas evoluiram provavelmente a partir de um protétipo ancestral, caracterizada pela
simetria trimera em suas partes centrais. A cabeca da V-ATPase é composta de um
hexamero de subunidades alternadas entre a subunidade A e B. Um anel de
subunidades ¢ na membrana se estende através da subunidade D para a cabeca. A
despeito das similaridades entre V-, A- e F-ATPases, existem diferencas basicas na
presenca de subunidades adicionais, regulagéo e sensibilidade a inibidores. Em funcéo
do tipo de ATPase, uma ou varias hastes conectam a parte associada da membrana (V,
ou F,) a estrutura da cabecga (LI; ZHANG, 2004).

A estrutura sugerida para a V-ATPase de plantas, até o momento, é de
12 diferentes subunidades e dessa forma, muito parecida com a estrutura da V-ATPase
de leveduras (DIETZ et al., 2001; SZE et al., 2002). Foi proposta a estequiometria de
A3B3;CDEFG;Hacsc’1c’1d para o holocomplexo da V-ATPase (POWELL et al., 2000).
Kluge et al (2003) afirmaram ainda que apesar dos estudos de analise estrutural da V-
ATPase terem avangado e que a identificacdo de genes tenha sido realizada, ndo se
pode excluir a possibilidade de existir subunidades adicionais ou fatores de
agrupamento que possam ser identificados como constituintes do complexo da V-
ATPase. Além disso, subunidades adicionais podem ter sido perdidas durante o
processo de purificacdo ou ndo estarem visiveis no coramento do gel (RATAJCZAK,
2000).



Li e Zhang (2004) purificaram a V-ATPase de hipdcotilos de plantas de
Vigna radiata (L.) Wilczek e analisaram sua estrutura através de microscopia eletronica.
A V-ATPase purificada consistiu de 12 subunidades com massas moleculares
aparentes de 100, 68, 57, 51, 44, 40, 38, 37, 32, 16, 13 e 12 kDa. Somente parte
dessas subunidades foram identificadas, como aquelas de massa moleculares de 68-,
57-, 38-, 37-, 32-, e 16- kDa que corresponderam respectivamente as subunidades A,
B, E4, E2, D e c (onde E1 e E; sdo isoformas da subunidade E) (MATSUURA-ENDO et
al. 1990; KAWAMURA et al. 2000). Imagens de microscopia eletrénica de dominios V4
isolados revelaram a presenca de subunidades A, B e E, sugerindo que a subunidade
E esteja localizada na haste central. A figura 2 mostra o modelo da V-ATPase de Vigna
radiata de acordo com os dados estruturais obtidos por Li € Zhang (2004).

O numero de hastes presentes na regido periférica € uma das questoes
mais freqlientemente discutidas sobre a estrutrura da V-ATPase. Projecoes
bidimensionais da V-ATPase de C. fervidus e de vesiculas bovinas de clatrina sugerem
que ha trés hastes perfiféricas e simétricas além da haste central (UBBINK-KOK et al.
2000; WILKENS et al. 1999). O modelo estrutural proposto para a V-ATPase de K.
daigremontiana derivado de conhecimentos bioquimicos e dados estruturais, obtidos
através de projecdes tridimensionais, mostra que a haste central esta rodeada por 3
hastes periféricas de diferentes tamanho e forma (Figura 3) (DOMGALL et al. 2002). Ja
o modelo estrutural proposto para a V-ATPase de Vigna radiata sugere a existéncia de
pelo menos 2 hastes periféricas em torno da haste central, vez que o numero exato de
hastes ndao pdde ser calculado por causa do numero limitado de orientagbes das
particulas no filme de carbono (LI; ZHANG, 2004).

De acordo com a nomenclatura sugerida por Sze et al. (2002), as
subunidades da V-ATPase sdao denominadas VHA-A até VHA-H para as subunidades
hidrolfilicas que compdem o setor V4 e VHA-a, VHA-c, VHA-d e VHA-e para as
subunidades associadas a membrana.
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10 nm

Figura 2. Modelo da V-ATPase de Vigna radiata (L.) Wilczeck por Lie Zhang (2004).
Organizacgédo das subunidades overlaid, ordenada pela projecdo da visdo lateral da V-ATPase.
A figura mostra o esquema da posicédo A;B; da parte da cabeca (setor V), a subunidade E e o
setor a membrane V, que incluem as subunidades a, c e d. As subunidades remanescentes
nédo puderam ser posicionadas utilizando os resultados obtidos pelos autores.



Figura 3. Modelo estrutural da V-ATPase de K. daigremontiana proposto por Domgmal et al.,
2002. Os pares de triangulos brancos indicam diferentes reacdes cruzadas entre as
subunidades da V-ATPase. As diferentes cores representam o subcomplexo (AB)3 (azul), o
rotor (verde) e o componente estator (vermelho) (DOMGMALL et al., 2002).
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Acredita-se que a V-ATPase funciona como um modelo molecular analogo a F-ATP
sintase. De acordo com esse modelo, todas as hastes periféricas e a cabega formam o
estator, enquanto um anel de seis ou mais subunidades c juntamente com as
subunidades que se projetam a partir do proteolipidio para o centro da cabeca,
representam o rotor. Uma mudanga conformacional gerada pela hidrélise do ATP na
subunidade A é convertida numa rotagdo da haste (subunidade D e F) que causa uma
rotagéo no anel de subunidades c inserido na membrana. Os prétons sdo vetorialmente
translocados do lado citoplasmatico para o limen do vactolo (KLUGE et al., 2003)

1.5 SUBUNIDADES DA V-ATPASE DE PLANTAS

A V-ATPase consiste de varias subunidades polipeptidicas que estéo
localizadas em dois grandes dominios, um dominio periférico (V1) € um dominio integral
de membrana (V,). O quadro | mostra as subunidades da V-ATPase de plantas com

suas respectivas fungdes, nomenclatura e localizagao.
1.5.1 SUBUNIDADES DA CABEGA DO SETOR V1
SUBUNIDADE A (VHA-A)

A subunidade A da V-ATPase contém um sitio de ligacdo para a
nucleotideo e a ligacdo dessa subunidade a analogos de adenina (7-cloro-4-
nitrobenzeno-2oxa-1,3-diazole, 5’ isotiocianato ou N-etilmaleimide), inibe a atividade de
hidrélise. Dessa forma, a subunidade A parece ser a subunidade catalitica da V-
ATPase e mostra seqiiéncia similar a subunidade catalitica da F-ATPase (B). A massa
molecular calculada a partir da segiiéncia de aminoacidos varia na faixa de 68,5 a 68,8
kDa em diferentes espécies de plantas (RANDALL; SZE, 1987; TZENG et al, 1992;
WANG; SZE, 1985).


UFC
Caixa de texto


Funcdo Nomenclatura kDa Proteina
Subunidade

Setor Periférico V4

A Ligagdo com ATP- fungéo VHA-A 68 Periférica
catalitica-
B Ligag@o com ATP- fungéo VHA-B 54 Periférica

nao-catalitica

C Estabilidade do setor Vy VHA-C 42 Periférica
D Forma a haste central, VHA-D 29 Periférica
fungao de acoplamento
E Forma a haste periférica ou VHA-E 26 Periférica
central
F Contato de ligagdo enfre o VHA-F 14 Periférica
setor Ve Vi
G Acoplamento do setor Vy e VHA-G 12 Periférica
Vo
H Fungao regulatéria VHA-H 50 Periférica

Setor de membrana

Vo
A Acoplamento e construcdo VHA-z 89-95 Integral de
do complexo membrana
C Translocagéo de prétons VHA-c 16 Integral de
membrana
c’ Proteolipidio similar ao ¢ VHA-c” 18 Integral de
membrana
d Estabilidade e montagem do VHA-d 40 Integral de
setor V, membrana
E VHA-e 8 Integral de
membrana

Quadro |. Subunidades da V-ATPase: funcdo, localizagéo e nomenclatura.
Fonte: SZE et al. (2002)
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SUBUNIDADE B (VHA-B)

A subunidade B da V-ATPase é semelhante a subunidade o da F-
ATPase. Ela contém sitio de ligagdo para nucleotideo, mas a sua ligagdo com um
analogo de ATP nao inibe a hidrélise do substrato (ATP). Dessa forma, a subunidade B
possui sitio de ligagdo ao substrato, mas ndo € uma subunidade catalitica. A massa
molecular deduzida é de 53,7 a 54,7 kDa (RATAJCZAK, 2000).

1.5.2 SUBUNIDADES DAS HASTES DO SETOR V4

SuBUNIDADE C (VHA-C)

A massa molecular aparente da subunidade C esta na faixa de 37 a 52
kDa. A sua fungéo ainda néao foi claramente elucidada, mas parece estar envolvida na
estabilizagao do setor V1 (RATAJCZAK, 2000).

SUBUNIDADE D (VHA-D)

A analise estrutural da subunidade D em levedura revelou semelhanca
com a da subunidade y da F-ATPase a despeito das diferengas nas respectivas
sequéncias. A massa molecular dessa subunidade em Arabidopisis thaliana é de 29,1
kDa e parece estar envolvida na conexao do setor V, ao setor periférico V¢ através do
acoplamento da hidrélise de ATP ao transporte de H* (RATAJCZAK, 2000).

SUBUNIDADE E (VHA-E)

A clonagem de genes da subunidade E de plantas revelou similaridades
de seqiiéncia com a proteina Vma7 em leveduras. A sua fungdo ainda nédo esta
esclarecida (RATAJCZAK, 2000).

SuBUNIDADE F (VHA-F)
A seqliéncia de aminoacidos da subunidade F da V-ATPase de plantas
ainda nao foi elucidada. Contudo, a presenca em varias espécies de um polipeptidio

com massa molecular aparente de 13 kDa pode estar relacionada com essa



subunidade. No tocante a fungdo da subunidade F ela também n&o esta ainda bem
compreendida (RATAJCZAK, 2000).

SUBUNIDADE G (VHA-G)

A subunidade G exibe significante similaridade de seqgiiéncia com a
subunidade b a F-ATPase. Em analogia a subunidade b, a subunidade G da V-ATPase
€ um forte candidato para ser a parte periférica da haste que pode estar envolvida no
acoplamento da hidrélise de ATP e o transporte de H" (RATAJCZAK, 2000).

SUBUNIDADE H (VHA-H)

A subunidade H é dispensavel na funcdo de agrupamento de
subunidades, mas é requerida para a funcao catalitica da V-ATPase. Estudos sugerem
que a subunidade H liga o setor V4 ao setor V, e ativa a V-ATPase (KLUGE et al.,
2003).

1.5.3 SUBUNIDADES DO SETOR V,

SUBUNIDADE A (VHA-A)

A subunidade a tem massa molecular de cerca de 90 kDa e é a maior
subunidade da ATPase. A VHA-a tem uma estrutura quimérica com uma parte
hidrofilica aminoterminal menos conservada e uma parte hidrofébica C-terminal, mais
conservada. A parte C-terminal possui de 6 a 9 dominios transmembranas e contém
residuos de aminoacidos envolvidos na translocagdo vetorial de H® através da
membrana (KLUGE et al., 2003). A presenca da subunidade VHA-a no complexo
funcional da V-ATPase de plantas € ainda discutivel e controverso (RATAJCZAK,
2000). Li e Sze (1999) sugerem ainda que VHA-a é requerida para o agrupamento do
complexo da V-ATPase mas que esta ausente no complexo funcional.

SUBUNIDADE ¢ (VHA-C)
A subunidade ¢ € o principal componente do dominio V,. Os genes de

varias plantas foram clonados e as seqii€éncias de aminoacidos deduzidas revelaram
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polipeptideos exibindo massas moleculares entre 16,6 e 16,7 kDa. A subunidade c é
uma proteina altamente hidrofobica contendo quatro dominios de membrana e parece
estar envolvida no transporte de H" (RATAJCZAK, 2000).

Em leveduras, ¢ é codificada por uma pequena familia de genes
denominada c, ¢, ¢”. Um gene homélogo a subunidade ¢’ foi identificado no genoma de
Arabidopsis, mas nenhum gene codificando o homélogo ¢” foi encontrado (DIETZ et al.,
2001; SZE et al., 2002).

SuBUNIDADE D (VHA-D)

A subunidade d foi identificada como uma subunidade intimamente
associada ao setor V, embora ela seja destituida de dominio transmembrana. Em
leveduras, essa subunidade pode ser dissolvida do setor V, através de tratamento com
sais caotropicos (BAEUERLE, 1993). As sequéncias VHA-d sao altamente conservadas
entre as espécies. Em VHA-d de M. crystallinum, 41,5% de todas as posicées dos
aminoacidos sao idénticas ao VMAG (gene em leveduras) (KLUGE et al., 2003).

SUBUNIDADE E (VHA-E)

A subunidade e é a menor subunidade da V-ATPase e foi identificada
primeiro em granulos de cromafina de Bos faurus (LUDWIG et al., 1998). Apesar do
baixo grau de identidade de aminoacidos entre VHA-e de todas as espécies, VHA-e é

caracterizada por duas hélices na membrana altamente conservadas.
1.6 REGULAGAO DA V-ATPASE

A regulagao fina e precisa da V-ATPase & extremamente importante
para o desenvolvimento da planta e para adaptacédo ao estresse. A atividade da V-
ATPase pode ser alterada por varios mecanismos, entretanto, um modelo conclusivo
para essa regulacado permanece ainda desconhecido (DIETZ et al., 2001). A V-ATPase
pode ser regulada, principalmente através da sua expressdo (protéica e/ou
transcricional) ou através da modulacao de sua atividade. Existem varios trabalhos que
mostram a indugdo da expressao dos genes das subunidades da V-ATPase em
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resposta a estresses ambientais (GOLLDACK; DIETZ, 2001; KLUGE et al, 2003, LOW
et al.,1996; OTOCH et al., 2001; RATAJCZAK, 1994; ROCKEL; LUTTGE; RATAJCZAK,
1998; TSIANTIS et al., 1996; WANG; LUTTGE; RATAJCZAK, 2001).

Particularmente, tal resposta ja é bem conhecida em plantas mais
tolerantes ao sal quando submetidas a alta salinidade (KLUGE et al., 2003). Além da
regulagdo em longo prazo através da expressdo do transcrito ou da proteina, a
atividade V-ATPasica esta sujeita ainda a regulagao bioquimica que pode ser rapida ou
lenta. Os principais fatores que afetam a atividade V-ATPasica séo :

- pH e ions: A atividade da V-ATPase é estimulada por CI” e revela
atividade maxima no pH neutro;

- adenilatos e fosfatos: A atividade da enzima é estimulada pela

concentracao do seu substrato (ATP) e inibida pelos produtos da hidrélise do ATP, ADP
e fosfato inorganico. Isso leva ao seguinte efeito: quando a concentragao citosélica do
ATP é alta, as concentragdes citosélicas de ADP/Pi sao geralmente baixas, e vice-
Versa;

- formacao de pontes dissulfeto reversiveis: A subunidade A possui dois

residuos de cisteina, C254 e C532, que estdo envolvidos na formagdo da ponte
dissulfeto regulatéria (FENG; FORGAC, 1994). Agentes modificadores de grupos SH,
como glutationa oxidada, cloreto de mercurio, peréxido de hidrogénio e auséncia de
Ditiotreitol (DTT) durante o isolamento de vesiculas de tonoplasto induzem inativagéo
da V-ATPase (DIETZ et al., 2001; OLIVEIRA,1999).

- efeito de lipidios: Mudangas na composigcdo lipidica de

endomembranas, tém implicagdes na atividade da V-ATPase. Quando essa enzima é
purificada e delipidada, ela ndo possui ou possui somente uma pequena atividade de
hidrélise.

A V-ATPase é importante como uma enzima de manutengao (“house-
keeping“) da homeostase iénica do citosol e do metabolismo celular. Por outro lado, sob
condigbes de estresse ambiental, a V-ATPase age como uma enzima de resposta ao
estresse, sofrendo mudangas moderadas na expressdo de subunidades e modulagdes

na sua estrutura. Por esta envolvida nas adaptagées eco-fisiolégicas ao nivel molecular,



a V-ATPase foi considerada uma “eco-enzima‘ (LUTTGE; FISCHER-SCHLIEBS;
RATAJCZAK, 2001).

1.7 ESTRESSE OXIDATIVO

O oxigénio possui potencial redox positivo de + 1,299V, dessa forma age
como um agente oxidante, sendo capaz de oxidar a maior parte dos componentes
celulares. Entretanto, devido ao seu estado inerte, geralmente necessita ser ativado,
antes que tais reagdes de oxidagdo possam ocorrer. Através da aquisicéo de 4 elétrons
pelo dioxigénio molecular (O;) sdo produzidos anions superéxidos, peréxido de
hidrogénio, radicais hidroxil e agua. Os derivados de oxigénio produzidos pela reducéo
incompleta sdo chamados de espécies reativas de oxigénio (EROS) (Quadro Il). Elas
tém reatividade muito maior que o O, e podem causar prejuizos em macromoléculas,
membranas € DNA. Por outro lado, podem ainda agir como sinais modulando a
expressao de genes, as atividades enzimaticas ou as reacdes de defesa. Dessa forma,
a reatividade do oxigénio tem que ser controlada para manter o metabolismo celular em
um estado funcional (PANDA; KHAN, 2002).

As cadeias transportadoras de elétrons nas plantas, com seus
respectivos transportadores ativados em fungcéo do estado redox, sao consideradas
como as fontes mais provaveis para a formacgao intracelular de EROS. Dessa forma, as
maiores fontes de EROS provenientes do metabolismo das plantas sé@o transportes de
elétrons envolvidos nos processos fotossintéticos, fotorrespiratérios e respiratérios
(SCANDALIOS, 2005; TESTER; DAVENPORT, 2003). As espécies reativas de O;
(EROS) sao produzidas nas células tanto sob condi¢ao de estresse como sob condigao
nao estressante. As plantas possuem sistemas de defesa bem desenvolvidos para
combater as EROS, envolvendo a limitacdo da sua formagédo e a sua remocgédo. Sob
condi¢des nao-estressantes, a formagao e a remocao dos EROS estdo em equilibrio. O
estresse oxidativo € caracterizado pela superproducdao de espécies de oxigénio
altamente reativas e pode ser induzido por uma ampla variedade de fatores ambientais,
tais como estresse salino, estresse osmético, invasdao de patdgenos, acao de
herbicidas, dentre outros. Os estresses abidticos agem como catalisadores nas reacdes
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Notacdo Alguns comentario e fontes basicas

Oxigénio molecular 02;32 Forma comum do gés dioxigénio

Oxigénio singlet 0x'A Fotoinibico; radiacdo UV; reacbes de transferéncia
de elétrons no Fotossistema Il (OS II) (cloroplasto)

Formado em muitas reacées de fotooxidagéo
(flavoproteinas, cicling redox; reacdo de Mehler em
Anion superéxido 05— cloroplastos; reacbes de transferéncia de elétrons;
fotorrespiracdo glioxissomal; atividade peroxissomal;
fixacdo de nitrogénio; reagbes de O3 e OH no

espaco apoplastico; oxidagéo de xenobidticos

Peréxido de hidrogénio H202 Formado a partir da dismutagdo do Os-;
fotorrespiracéo; B-oxidacdo; decomposicdo do Oz™

induzida por proton; defesa contra patégenos.

Decomposicdo de Oz no espaco apopléstico; defesa
Radical hidroxil OH contra patoégenos; reagGes de H0», com Oy
(Haber-Weiss); reacdes de H202 com Fez"(Fenton);

altamente reativo com todas as macromoléculas.

Radical Peridoxil O.H* Forma protonado do O»™; reacbes de Oz € OH® no

espaco apoplastico.

Ozbnio O3 Radiac&o UV ou descarga elétrica na estratosfers;
reacdes envolvendo a combustdo de produtos de

combustiveis fésseis e radiagéo UV na troposfera.

Quadro |I. Espécies reativas de oxigénio de interesse no estresse oxidativo.
Fonte: SCANDALIOS (2005)
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de produgdo de radicais livres: radical superéxido (0%), radical hidroxil (OH) e
moléculas tais como peréxido de hidrogénio (H20,), oxigénio singlet ('Oy), ozonio e
radicais alcoxi (RO). (BAKARDJIEVA et al., 2000; GALLEGO; BENAVIDES; TOMARO,
1996; HERNANDEZ; DEL RIO; SEVILLA, 1994; HERNANDEZ et al., 2000; ZHANG;
KIRKHAM, 1994). '

Para controlar os niveis de EROS e proteger as células contra os danos
oxidativos sob condi¢des de estresse, essas contém mecanismos de ajustamento como
enzimas de seqiestro de EROS (Superéxido dismutase (SOD), Catalase (CAT),
peroxidases e glutationa peroxidase), enzimas de detoxificagdo da peroxidagao lipidica
(glutationa S-transferase, peroxidase glutationa fosfolipidio-hidroperéxido e ascorbato
peroxidase-APX) e uma rede de antioxidantes de baixo peso molecular (ascorbato,
glutationa, compostos fendlicos e tocoferéis) (BLOKHINA; VIROLAINEN;
FAGERSTEDT, 2003). Além disso, varias enzimas como monodehidroascorbato
redutase, dehidroascorbato redutase e glutationa redutase sdo necessarias para
regenerar as formas ativas dos antioxidantes (BLOKHINA; VIROLAINEN;
FAGERSTEDT, 2003). Sabe-se que as enzimas oxidativas tais como SOD, CAT, APX
dentre outras podem sofrer oxidacdo em detrimento dos constituintes celulares. Apesar
do conhecimento detalhado de uma série de enzimas antioxidantes, a completa rede
que envolve todas essas enzimas bem como sua regulagdo ainda néo esta totalmente
elucidada (BAIER; DIETZ, 1998; FOYER; NOCTOR, 2000; NOCTOR; FOYER, 1998).

1.7.1 SUPEROXIDO DISMUTASE - SOD

Dentro das células, as superéxidos dismutases (SOD; EC 1.15.1.1)
constituem a primeira linha de defesa contra as EROS. 0% é produzido em todo local
onde ha uma cadeia transportadora de elétrons, assim a ativagdo do O, pode ocorrer
em diferentes compartimentos celulares como mitocéndrias, cloroplastos, glioxissomos,
peroxissomos, apoplasto e citosol (ELSTNER, 1991). Dessa forma, ndo &
surpreendente que SODs estejam presentes em todas as localizagbes subcelulares
(ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002; FRIDOVICH, 1986).
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O radical superéxido (O*) tem uma meia vida de menos de um segundo
e é geralmente rapidamente dismutado pela enzima SOD a H,O,, um produto que €
relativamente estavel e pode ser detoxificado pelas enzimas catalase (CAT) e
peroxidases (GRANT; LOAKE, 2000). Essa reagéo tem uma taxa 10 000 vezes maior
que a dismutagéo espontdnea (BOWLER et al., 1992). O aumento na atividade da SOD
parece conferir tolerancia ao estresse oxidativo (BOWLER et al., 1992; SLOOTEN et al.,
1995).

As superéxido dismutases séo classificadas em trés grupos de acordo
com o metal cofator utilizado: ferro SOD (FeSOD), manganés SOD (MnSOD) e cobre-
zinco SOD (CuZn SOD) e estdo localizadas em diferentes compartimentos na célula.
Em plantas, a FeSOD esta localizada no cloroplasto, a MnSOD, na mitocdndria e
peroxissomos e a CuZnSOD no cloroplasto, citosol e possivelmente espago extracelular
(ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002).

Estudos filogenéticos através da comparacdo da seqiiéncia de
aminoacidos deduzida a partir das trés classes de SODs, demonstram que Mn e
FeSOD sao as enzimas mais antigas e que muito provavelmente originaram-se de uma
enzima ancestral comum. Ja a CuZnSODs sao distintas das Mn e FeSOD e
possivelmente evoluiram separadamente em eucariotos (KANEMATSU; ASADA, 1990;
SMITH; DOOLITTLE, 1992). Todas as trés enzimas sao codificadas no nucleo e seus
genes mostraram sensibilidade aos estresses ambientais, presumivelmente como
consequéncia do aumento na formagdo de EROS (BLOKHINA; VIROLAINEN;
FAGERSTEDT, 2003).

1.7.2 ASCORBATO PEROXIDASE

A enzima ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11) utiliza o ascorbato (AsA)
como seu doador especifico de elétrons para reduzir HO, a agua com a concomitante
geracao de monodehidroascorbato (MDAsA), um oxidante univalente de AsA.

De acordo com a via Halliwell-Asada, o radical monodehidroascorbato
pode ser convertido a ascorbato espontaneamente ou pela acdo da
monodehidroascorbato redutase dependente de NAD(P)H (ASADA; TAKAHASHI, 2002;
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HOSSAIN et al. 1984). Contudo, convém salientar que a maior parte do
monodehidroascorbato é convertida em ascorbato pela ferrodoxina (ASADA, 1997 apud
SHIGEOKA et al, 2002). Dehidroascorbato pode ser reduzido a ascorbato néo-
enzimaticamente ou enzimaticamente pela GSH. Dessa forma, APX em combinagao
com o ciclo efetivo AsA GSH funciona para prevenir a acumulagédo de H,O, em niveis
téxicos em organismos fotossintéticos (ASADA, 1992; 1997).

As APXs podem ser identificadas em muitas plantas superiores e
compreende uma familia de isoenzimas com diferentes caracteristicas. Elas sao
distribuidas em pelo menos cinco compartimentos celulares: estroma (eAPX) e
tilacéides (tAPX) em cloroplastos; microcorpos (glioxissomos e peroxissomos); ligados a
membrana (mAPX); no citosol (cAPX) e na mitocéndria (mMAPX) (CHEN; ASADA, 1989;
JIMENEZ et al., 1997; LEONARDIS et al., 2000; MIYAKE et al., 1993; YAMAGUCHI et
al., 1995). As APXs encontradas nas organelas, seqiestram H,O, produzidos pelas
proprias organelas, enquanto que a fungdo da APX citosolica deve estar relacionada
com a eliminacdo do H2O, que é produzido no citosol ou no apoplasto, e que em
seguida difunde-se para as organelas (ASADA 1992, MITTLER; ZILINSKAS, 1992).

Estudos envolvendo purificacdo, clonagem molecular e funcgoes
fisiolégicas de isoenzimas da APX indicam que essas sao enzimas chaves na
prevencdo contra o estresse oxidativo em organismos fotossintéticos (BLOKHINA;
VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003). Mais recentemente, estudos relacionados com a
expressdao de APX em resposta a condicbes de estresse abidtico e ao ataque de
patégenos indicam a importancia da atividade da APX no controle da concentragéo de
H20:2 na sinalizagao intracelular (SHIGEOKA et al., 2002).

1.7.3 PEROXIRREDOXINAS

As peroxirredoxinas (Prx) sdo caracterizadas como peroxidases com
especificidade relativa de substrato, reduzindo peroxido de hidrogénio (H202) e
peréxidos de hidrogénio alquil @ agua e seu alcool correspondente, e peroxinitrito a

agua e nitrito. Uma das caracteristicas marcantes das peroxirredoxinas é que séo
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peroxidases que ndo contém grupos heme e dessa forma necessitam de um doador de
elétrons externo para compensar a falta do grupo prostético. Como esse doador de
elétrons ¢é freqlientemente a tiorredoxina reduzida, as peroxirredoxinas sao
frequentemente chamadas de peroxidases tioredoxinas. Essas proteinas parecem ser
ubiquas de archaebactérias a mamiferos e seu tamanho varia de 150 a 220
aminoacidos e sua massa molecular varia de 17 a 22 kDa. Os diversos substratos
peroxido reagem com um residuo especifico de cisteina localizado na extremidade N-
terminal. Todas as isoformas das Peroxirredoxinas contém uma cisteina conservada na
extremidade N-terminal, sitio catalitico identificado por mutagénese sitio dirigida (CHAE;
UHM; RHEE, 1994). Independente do substrato, a cisteina catalitica é transformada em
acido sulfénico apés a reducdo dos hidroperdxidos. Além disso, o mecanismo de
regeneracao das Prxs reduzida € o mesmo nas diferentes classes dessa enzima.

As peroxirredoxinas possuem uma ou duas cisteinas caracteristicas em
motivos de sequéncias altamente conservadas e assim podem ser divididas em 4
subgrupos. O primeiro subgrupo, representado pela peroxirredoxina 1-Cys (1-Cys PRX),
foi identificado como proteina relacionada a dorméncia em plantas. 1-Cis Prx esta
localizada no nucleo e parece proteger as macromoléculas dos danos oxidativos
(STACY et al., 1996; STACY et al., 1999).

O segundo membro identificado em plantas foi o 2-Cis peroxirredoxina
(2-Cis Prx), que é uma proteina codificada no nucleo e direcionada para o cloroplasto,
onde protege as membranas fotossintéticas dos danos oxidativos (BAIER; DIETZ, 1997;
1999). Verdoucq et al. (1999) isolaram uma proteina tiorredoxina direcionada ao
citoplasma com atividade antioxidante. Foi demonstrado que essa Prx seria um novo
membro da familia peroxirredoxina (Prx tipo Il). Finalmente, Prx Q como representante
do quarto subgrupo que foi primeiramente identificado em Sedum.

Até o momento, as funcbes das diferentes Prxs de planta ndo foram
ainda completamente elucidadas, mas todas as enzimas parecem ter uma funcéo
comum de detoxificacao do acil peréxido nos diferentes compartimentos das plantas. As
peroxirredoxinas de plantas fazem parte da defesa antioxidante geral, contudo, devido
suas diferentes localizagdes subcelulares elas ainda funcionam no contexto metabdlico
especifico (BAIER & DIETZ, 1999; BAIER et al.,, 2000). Em Arabidopsis thaliana, 4
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peroxirredoxinas sao direcionadas ao cloroplasto (2-Cis Prx, Prx A, Prx B e Prx Q), uma
para a mitocondria (Prx Il F), uma para o nucleo (1-Cis Prx) e quatro permanecem no
citosol (Prx Il A, Prx Il B, Prx Il C e Prx Il D (DIETZ et al., 2002; FINKEMEIER et al.,
2005; HORLING et al., 2002).

O papel desempenhado pelas peroxirredoxinas presentes no citosol
nao esta ainda bem elucidada, mas o perfil de expressdo em diferentes condi¢cbes
sugere que essas isoformas sejam constitutivas e assim ubiquitarias a despeito das
condicbes ambientais. Particularmente, a Prx Q parece estar envolvida na protegdo do
fotossistema Il face a producéo de H,O, (FINKEMEIER et al., 2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS:

Estudar o papel da V-ATPase em duas cultivares de Vigna unguiculata (L.) Walp, com
diferentes graus de tolerancia ao estresse salino, através da avaliagdo dos niveis de
proteina e de transcrito e da atividade enzimatica bem como o papel de enzimas

antioxidantes na protecdo contra estresse oxidativo gerado pela salinidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar o peso fresco das plantas (raiz, caule e folhas) de duas
variedades de Vigna unguiculata (L.) Walp (Vita 3 e Pérola) e utiliza-lo como parametro

de diferenga nos graus de tolerancia ao sal;

- Quantificar o teor dos ions Na* e K" em raizes e folhas de plantas de

V. unguiculata (L.) Walp (Vita 3 e Pérola) submetidas ao estresse salino;

- Determinar a atividade de hidrolise da V-ATPase em raizes e folhas

de plantas de V. unguiculata (L.) Walp (Vita 3 e Pérola) submetidas ao estresse salino;

- Determinar a quantidade relativa da subunidade A da V-ATPase em
raizes, caules e folhas de plantas de V. unguiculata (Vita 3 e Pérola) submetidas ao

estresse salino;

- Avaliar o volume vacuolar no apice radicular de plantas de V.

unguiculata (cultivar Vita 3) em resposta ao estresse salino;
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- Avaliar os niveis de transcritos das subunidades A, B, C, D, E, F, G,
H, a, c e d da V-ATPase em folhas de plantas de V. unguiculata (cultivares Vita 3 e

Pérola) em resposta ao estresse salino;

- Determinar a atividade das enzimas antioxidantes: superéxido
dismutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX) em raizes e folhas de plantas de Vigna

unguiculata (L.) Walp cultivar Vita 3 submetidas ao estresse salino;

- Avaliar os niveis protéicos das enzimas antioxidantes Peroxirredoxinas
II-C e Peroxirredoxinas Q em folhas de plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp

cultivares (Vita 3 e Pérola) submetidas ao estresse salino.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal utilizado foi plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp cultivares
Vita 3 e Pérola, cujas sementes foram fornecidas pelo Banco de Sementes do Centro

de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 CONDIGOES DE CRESCIMENTO

As sementes, previamente esterilizadas com hipoclorito de sédio 0, 5%,
foram semeadas em papel de filiro umedecido com agua destilada. Apds trés dias, as
plantulas foram transferidas para recipientes contendo meio nutritivo Hoagland's
(HOAGLAND; ARNON, 1938) e cresceram por 2 semanas, em camara de crescimento
(temperatura: 25°C; umidade: 60%; fotoperiodo: 12 horas, etapa realizada na
Universidade de Bielefeld-Alemanha) ou em casa de vegetacdo (temperatura média de
30°C), etapa realizada na Universidade Federal do Ceara. As plantas em condigcao
controle cresceram em meio nutritivo na auséncia de NaCl e as plantas em condigéo de
estresse cresceram em meio contendo NaCl (100 mM). Apés 2 semanas de
desenvolvimento, as plantas foram utilizadas imediatamente ou foram coletadas,

congeladas em N3 liquido e armazenadas a —75°C para uso posterior.
3.2.2 PARAMETROS DE CRESCIMENTO
O efeito do NaCl nas plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp cultivares

Vita 3 e Pérola, desenvolvidas em camara de crescimento, foi avaliado através do peso

fresco de plantas sob condicdo de estresse em relagdo as plantas em condigédo
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controle. As diferentes partes da planta (raiz, caule e folhas) foram cortadas com
lamina, e o peso fresco das raizes, dos caules e das folhas foi aferido em balanga

analitica.

3.2.3 ANALISE DA CONCENTRACAO DE ioNs NA" EK*

3.2.3.1 PREPARACAO DO EXTRATO

As raizes e as folhas de plantas de V. unguiculata (L.) Walp,
desenvolvidas em casa de vegetagcdo, ao longo de 14 dias, foram coletadas e
colocadas para secar em estufa (40°C) durante duas semanas. As raizes e as folhas
secas foram maceradas em graal e o pé resultante foi utilizado na preparagéo do
extrato. O pé de raiz ou de folha (0,1 g) foi adicionado a 10 mL de &gua deionizada,
ficando sob agitagdo durante 2 horas. Decorrido esse tempo, a mistura foi filtrada e

o extrato foi utilizado para dosagem dos ions Na* e K".
3.2.3.2 Dosagem de Na* e K*

As concentragdes dos ions Na* e K foram analisadas de acordo
com Malavolta et al. (1989).

3.2.4 PREPARAGAO DE ENDOMEMBRANAS

Raizes, caules e folhas de plantas de V. unguiculata (L.) Walp,
mantidas em condicdo controle e de estresse salino em camara de crescimento, foram
macerados com auxilo de micropistilo, em Eppendorf (1,5 mL) contendo 1 mL de
tampao de homogenizagcao (MgSO4 3 mM, DTT 1 mM, Polivinilpirrolidona 40 0,5% (p/v)
(PVP 40), EGTA 3 mM, Tricina 100 mM, Sacarose 250 mM). O homogento foi
submetido a uma centrifugacao de 5.000 g por 5 minutos para remoc¢ao das paredes
celulares e das células ndo rompidas. O sobrenadante foi novamente centrifugado a
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10.000 g por 30 minutos e o precipitado obtido foi ressuspenso em tampédo de

homogeneizacao.
3.2.5 DETERMINAGAO DE PROTEINAS

As proteinas contidas na preparagdo de endomembranas foram
determinadas utilizando-se o reagente Bio Rad (Bio-Rad, Munique, Alemanha) de
acordo com o manual de uso. O “Bio Rad Protein Assay”’ baseia-se no método de
Bradford (1976). As leituras foram feitas em espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 595 nm e em cada ensaio foi realizada uma curva padrao utilizando BSA como

proteina padrao.

3.2.6 ELETROFORESE E IMUNOBLOTTING

As proteinas contidas na fragdo de endomembranas foram separadas
através de eletroforese em gel de poliacrilamida , de acordo com as medidas abaixo:

Gel de concentragdo: Acrilamida 6%, Tampao Tris-HCI 370 mM pH
8,8, Temed 5 pL, Persulfato de aménia 0,066%;

Gel de separacado: Acrilamida 12,5%, Tampao Tris-HCl 125 mM pH
6,8, Temed 15 uL, Persulfato de aménia 0,1 %.

As amostras foram solubilizadas em tampao SDS-PAGE contendo Tris-
HCI 125 mM pH 7,0, SDS 2,5%, glicerol 10% e azul de bromofenol 0,02 (p/v)
suplementado com DTT 1 mM. Foi aplicada uma amperagem constante de 40 mA.
Apo6s a migracao das proteinas no gel, essas foram transferidas (transferéncia semi-
seca) para uma membrana de nitrocelulose. Na transferéncia, foi aplicada Amperagem
de 1,5 mA/cm? de membrana e apdés 40 minutos de transferéncia, a membrana foi
corada com solugdo Ponceau para comprovar seu sucesso e localizar as bandas
referentes as proteinas marcadoras de peso molecular. Apdés comprovagdo da
transferéncia de proteinas, a membrana de nitrocelulose foi colocada em solugdo de
blogueio (TBST 1% Leite desnatado) por 1 hora. Em seguida, a membrana foi lavada
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com TBST (Tris 3g, NaCl 8 g, KCI 0,2g, Tween 20 2 mL, volume final 1L) e colocada em
contato com a solugdo do 1°. anticorpo (diluigdo1:5000) durante 12 horas a 4°C.
Decorrido o tempo, a membrana foi lavada 3 vezes consecutivas com TBST durante 15
minutos. A seguir, a membrana foi incubada com o 2°. Anticorpo acoplado a fosfatase
alcalina (diluicdo 1:10.000) durante 15 minutos a temperatura ambiente (25°C).
Posteriormente, a membrana foi lavada com tampéo TBST 2 vezes seguidas durante 10
minutos. A visualizagdo das bandas de proteinas foi feita através da utilizagdo do
substrato Lumi Light. A membrana foi colocada em contato com esse substrato
luminescente por 5 minutos. Apos a retirada desse substrato, um filme de raio X foi
exposto a membrana e subseqiientemente revelado.

As andlises do Western blot foram feitas com anticorpos contra as
subunidades A (VHA-A) de M. crystallinum da V-ATPase e contra Peroxirredoxina C
(Prx 1I-C) e Q (Prx -Q) de Arabidopsis thaliana.

3.2.7 ISOLAMENTO DE TONOPLASTO

O isolamento de vesiculas enriquecidas em tonoplasto de raizes e
de folhas de plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp, desenvolvidas em camara de
vegetagcdo em condigdo controle e de estresse salino, foi realizado de acordo com
Dietz, Heber e Mimura (1998). Folhas e raizes foram cortadas e homogeneizadas em
graal com meio contendo MgSO4s 3 mM, DTT 1 mM, Polivinilpirrolidona 40 (PVP 40),
EGTA 3 mM, Tricina 100 mM e Sacarose 250 mM. O homogenato foi entao filtrado,
submetido a uma centrifugagdo a 5000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi coletado
e submetido a uma nova centrifugagédo a 10 000 g por 30 minutos. O precipitado foi
ressuspenso em tampao de homogeneizacdo (MgSOs 3 mM, DTT 1 mM,
Polivinilpirrolidona 40 0,5% (p/v) (PVP 40), EGTA 3 mM, Tricina 100 mM, PMSF 3 mM,
Sacarose 250 mM), aplicado sobre o tampao do gradiente de sacarose (Sacarose 25%,
DTT 1 mM, PMSF 3 mM, Hepes 5 mM pH 7,5) e submetido a uma centrifugacdo a
100.000 g por 60 minutos. Apds essa centrifugacdo, a banda contendo as vesiculas de
tonoplasto situou-se na interface do gradiente de sacarose. As bandas correspondentes
as respectivas amostras, foram coletadas e diluidas em meio contendo MgSO4 3 mM,
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DTT 1 mM, PMSF 3 mM, Hepes 10 mM pH 7,0 e foram novamente centrifugadas a
100.000 g por 20 minutos. O precipitado foi entdo ressuspenso em meio contendo
glicerol 40% (v/v), MgSO4 3 mM, DTT 1 mM, PMSF 3 mM, Hepes- KOH 10 mM pH 7,0.

3.2.8 ATIVIDADES DE HIDROLISE

A atividade de hidrélise foi determinada colorimetricamente, segundo o
método de Fiske e Subbarow (1925). A reacéo foi iniciada pela adigdo de ATP 1 mM ao
meio (0,5 mL) contendo tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,0, MgSO4 2 mM, KCI 70 mM,
Proteina 30 pg/mL, inibidor da ATPase mitocondrial (Azida 5 mM) e inibidor de
fosfatases (NaMoO4 0,2 mM). Decorrido 30 minutos de reagdo a 32°C, a mesma foi
parada pela adicdo de 1 mL do reagente de Fiske. Apés 10 minutos, as leituras de
absorbancia em 750 nm foram feitas em espectrofotémetro. A atividade V-ATPase foi
considerada como a atividade ATPasica sensivel a bafilomicina, um inibidor especifico
da V-ATPase. Essa atividade foi medida através da diferenga da atividade total pela

atividade na presenca da bafilomicina (200 nM).

O reagente de Fiske & formado pela unido da solucdo A e B na
proporgao 100:1.

SOLUGAO A:
H20 900 mL
H2S04 20,4 mL
(NH4)6M00244H,0 529
SDS 59
H20 q.s.p 1L
SOLUGAO B:

Acido ascérbico 10% (p/v)
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3.2.9 ANATOMIA DE APICE DE RAIZ E ESTIMATIVA DO VOLUME VACUOLAR

Apices de raizes de plantas de V. unguiculata (L.) Walp, sob condi¢éo
controle e de estresse, mantidas em casa de vegetagéo, foram coletadas e mantidas no
meio nutritivo no qual estavam desenvolvendo-se. A seguir, o material coletado foi
embebido por 24 horas em solugdo de fixagdo (solugdo de glutaraldeido 2%,
formaldeido 37% no volume de 2 mL do meio nutritivo). Depois de 24 horas, os apices
das raizes foram lavados trés vezes em intervalos de 5, 5 e 10 minutos
respectivamente, com a solugdo nufritiva das plantas. A seguir foi realizada a
desidratacdo seriada em alcool 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100% por 30 minutos
em cada concentracdo. Posteriormente, as raizes desidratadas foram pré-infiltradas
utilizando solucao de alcool e resina, e mantidas em dessecador acoplado a uma
bomba de vacuo por 30 minutos e ao longo de 15 horas na auséncia da referida bomba.
Em seguida, as raizes foram novamente colocadas em solugdo de infiltracdo e em
dessecador acoplado a bomba de vacuo. Os blocos de resina foram feitos utilizando 2
mL de solugdo de infiltragdo e 133 pL de endurecedor (historesina). As raizes foram
cuidadosamente colocadas no bloco numa orientagao longitudinal. Apés a secagem do
bloco, foram realizados cortes longitudinais de 5um, as l&minas preparadas foram

coradas com azul de toluidina 0,012% e fucsina 0,05% e montadas com entelan.

3.2.10 MACROARRANJO

Os macroarranjos de DNA sao suportes sélidos de nailon, aos quais
estao fixadas, de forma ordenada, seqiiéncias completas ou parciais de genes. O DNA
dos genes & depositado em membranas réplicas, contendo os mesmos genes nas
mesmas posicdes, em densidades que variam de 10 a 1000 genes/cm? (FELIX et al.,
2002). As sondas de cDNA marcadas (por exemplo com digoxigenina) produzidas a
partir do RNA das células em estudo sao hibridizadas com os arranjos e quanto maior a
expressao de um gene em uma determinada condi¢cao, maior sera o numero de cDNAs

desse gene na sonda sintetizada. Conseqiientemente, maior serda o valor de
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intensidade do sinal derivado da sonda hibridizada na regido do arranjo que contém a
sequliéncia desse gene.

O ensaio de macroarranjo constituiu-se na hibridizacdo de quatro
membranas de nailon, contendo genes de 11 subunidades da V-ATPase de
Mesembryathemum crystallinum com quatro preparacdes independentes de cDNA de
folhas obtidos de duas variedades de V. unguiculata, Vita 3 e Pérola, nas condi¢des
controle e de estresse salino. A figura 4 mostra um desenho esquematico do ensaio de

macroarranjo.
3.2.10.1 PREPARAGAO DAS MEMBRANAS DO MACROARRANJO

A preparagao do macroarranjo foi realizada por Kluge e colaboradores
(2003). O quadro 3 mostra os primers usados para a amplificagdo de fragmentos de
cDNA de aproximadamente 500pb cada. Os cDNAs de 11 subunidades da V-ATPase
de M. crystallinum (VHA-A, B, C, D, E, F, G, H, a, c e d), foram fixados em membrana
de nylon Hybond N usando robds do Centro Genoma da Universidade de Bielefeld e
fixados com iluminagdo UV (240 nm, 0,125 J/cm® Stratalinker, Stratagene) como

descrito por Kluge et al. (2003).
3.2.10.2 SINTESE DAS SONDAS DE CDNA

ISOLAMENTO DE RNA

O isolamento de RNA foi realizado de acordo com o método de
Chomczynski e Sacchi (1987), através do uso do reagente Trizol. O Trizol (Gibco-BRL,
Karlsruhe Germany) consiste de uma solugcdo monofasica de fenol, isotiocianato de
guanidina e cloroférmio, sendo considerado um sistema adequado para a extragdo de
RNA total de células e tecidos.

Folhas de ambas as cultivares de V. unguiculata, sob condigdo controle
e de estresse salino, previamente congeladas em N liquido e armazenadas a —75°C
foram maceradas em graal pré-resfriado com Nitrogenio liquido. 200mg do tecido
macerado (p6) de cada amostra foi coletado com espatula pré-resfriada e colocado em
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conjugado a fosfatase alcalina e a ligacdo com o anticorpo foi detectada usando reacéo

"':(/OOO (e o o] 000 000 000 00 [elelo)] ooo [elelte] 000 00O 000
000 [ole e 000 000 000 000 000 000 0CcO0 [eRele} [elepe] [slieze]
[sRele} [eee] [elele} 000 0O [eele] 000 [eRoje] [elel e} 000 [e e el [eleNe]
000 000 (el ee] 000 000 (oo el 000 000 (o ele] jojleqo] 000 [elele]
000 000 [elielie] oo 000 (e olie] 00O [oojte] o Cco 000 [eloje] 000
OO0 000 000 000 000 00 000 [eeRe] 000 000 [elelie] 000
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sonda de cDNA de folhas
de plantas de Vita3 na
condi¢do controle

Membrana hibridizada com
sonda de cDNA de folhas
de plantas de Vita3 na
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Membrana hibridizada com
sonda de cDNA de folhas
de plantas de Pérola na
condi¢do controle

Membrana hibridizada com
sonda de cDNA de folhas
de plantas de Pérola na
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Os sinais obtidos s@o quantificados através de software. Quanto
maior a expressdo de um gene, maior serda o valor de
intensidade do sinal derivado da sonda hibridizada na regigo do
arranjo, que contém a seqiiéncia desse gene.

Quadro 3. Desenho esquematico da hibridizagdo do macroarranjo com sondas de cDNA de

folhas de plantas de V. unguiculata em condicio controle e submetidas ao estresse salino.
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Tabela 1. Primers de oligonucleotidios para clonagem de cDNAs VHA e fragmentos de
cDNA para o macroarranjo (Kluge et al., 2003).

“Primer S Segqiiéncia (5’ > 3’)
Primers usados para PCR-RACE
McVHA-A McVATP-A-f CAGGTG GCAAAATCACTTA
McVHA-A McVATP-A-r CAC TATCTGCAGGCATITCC
McVHA-B McVATP-B-f GTACAC CAGTGC CCAGTTGCATCAG
McVHA-B McVATP-A-r ATC CCT TGC GTG CTT GTAAGC
McVHA-G MCVATP-G- TGA GAATGC AAG CAAGCAGAGC
McVHA-G McVATP-G-r CCA CAT TAG CAACCT GGAGTC T
McVHA-H McVATP-H-f GGT TGT TCA GAA CTT GAA AGC
McVHA-H McVATP-H-r GCA AAC AGC AAG TGACCT TGG
McVHA-a McVATP-a-f TITGCTACTGIT GTTGTGTIG
McVHA-a McVATP-a-r GAT ACATGG CCTTGC TAC TG
McVHA-d McVATP-d-f CAG CTC CCT CATATT CTG AG
McVHA-d McVATP-d-r ATG GGATTT TTAATC ACA ACC
RACE-especifico AP1 CCATCC TAATAC GAC TCA CTATAG GCG
RACE-especffico AP2nested ACT CAC TAT AGG GCT CGAGCG GC
Primers adicionais usados para o arranjo da V-ATPase

McVHA-C VHA-C-f GGC TT1T GACTGT TGAATG GAG
McVHA-C VHA-C-r GGT GGC AAC TAT CTC AA
McVHA-D VHA-D-f TCCTATCTCTCTTIC TCTCTTTGGC
McVHA-D VHA-D-r TIGTCACCCAGCAAC ATACTTTACC
McVHA-E MAE-1 GAG AAG GCC AAC GAG ATC
McVHA-E MAE-2 GCA ACG CAA GAC AGC
McVHA-F VHA-F-f GGA GTT CAC AGC AAGAGAGGAC
McVHA-F VHAFT TGG CTGATT AGT ACAACC GC
McVHA-c McVATP-c-f ATG TCAACC GTC TTC AAT GCG
McVHA-c McVATP-c-r CTGCCCTTGACTGTC CAGCTC G

Actina Ac5' GGX ACT GGA ATG GTXAAG G

Actina Ac3 GTGATC TCCTIGCTC ATACG
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um tubo de microcentrifuga (eppendorf 1,5 mL) contendo 1 mL de Trizol (Gibco-BRL,
Karlsruhe Germany). Apés agitagcdo em Vortex, as amostras foram incubadas por 5
minutos a temperatura ambiente e entdo centrifugadas a 4°C a 10000 g por 10 min. O
sobrenadante foi transferido para tubos novos e incubado novamente por 5 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, foram acrescentados 200 pL de cloroférmio e os
tubos foram vigorosamente agitados manualmente por 15 segundos, incubados a
temperatura ambiente por 3 minutos e submetidos a uma centrifugagdo a 10000 g por
10minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e a ele foi
adcionado 500 pL de isopropanol. As amostras foram incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente e centrifugadas a 10000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
resultante dessa centrifugagao foi removido e o precipitado contendo RNA foi lavado
com solucéo de etanol 75% (em agua tratada com DEPC). As amostras foram agitadas
em Vortex e centrifugadas a 7500 g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado contendo o RNA foi colocado para secar por
aproximadamente 5 minutos. A seguir, o RNA foi ressuspenso em quantidade
apropriada de DEPC-H,0 previamente aquecida a 65°C.

CALCULO DA CONCENTRAGAO DE RNA

A concentragdo de RNA contido nas amostras foi determinada através
de medidas espectrofotométricas. A absorbancia das amostras de RNA diluidas em
DEPC-H,O (2 pL de RNA em 198 pL de H;O) foram medidas nos seguintes
comprimentos de onda: 260 e 280, que correspondem a picos de absorgcéo de acidos
nucléicos e proteinas. A relagdo da absorbancia de RNA (Azso/A2s0) de 1,7 a 2,1 &
indicativa de RNA altamente purificado. Dessa forma, foram utilizados somente
amostras de RNA com relagdo 260/280 nm igual ou maior que 1,7 e o célculo da

concentragao foi feito de acordo com a seguinte formula:

RNA Total (ug/uL) = leitura da absorbéncia (260 nm) x 40 ug/mL x fator de diluiggo.
A leitura de Aggo de 1,0 equivale a 40 yg/mL de RNA de fita simples.



SINTESE DA SONDA DE CDNA

A sintese da sonda de cDNA foi realizada em tubo de microcentrifuga,
contendo 2 plL de Oligo dT (500 pg/mL), 20 ug de RNA e agua destilada estéril em
volume final de 13 plL. Essa mistura foi homogeneizada rapidamente em vortex,
centrifugada por 5 segundos, aquecida a 70°C por 10 minutos, colocada em gelo por 2
minutos e em seguida, centrifugada por 5 segundos. Adicionou-se a esse tubo 6 pL de
tampao ,First Strand“, 3 uL DTT 0,1 M e 5 uL de DIG-dNTP (dNTP marcado com
digoxigenina) e apds homogeneizagao cuidadosa foi submetida a nova centrifugagcéo
por 5 segundos. Apés incubagcdo a 42°C por 2 minutos, adicionou-se 1 uL de
Transcriptase Reversa Il. Essa homogeneizacéo foi feita cuidadosamente através do
uso de pipeta automatica, a seguir foi incubada a 42°C por 60 minutos. Apos esse
tempo, a reagado foi inativada por incubacdo a 70°C por 15 minutos, a seguir as
amostras foram colocada em gelo por 2 minutos, centrifugada por 5 segundos e
armazenadas a —20°C.

A purificacdo do cDNA sintetizado foi realizada através da utilizagéao do
kit QiAquick PCR purification (Qiagen). O cDNA foi diluido no tampao PB (Quiagen) (5 x
X UL cDNA). A mistura resultante, foi agitada e introduzida numa mini coluna do kit
“QlAquick spin column” acoplada a um tubo coletor. Apés centrifugacao por 1 min a
6000 g, o eluido coletado foi descartado e o cDNA foi lavado com 750 pL do tampéo PE
que foi removido completamente através de duas centrifugacdes idénticas a anterior.
Para eluir o cDNA, 50 uL de agua esterilizada (preaquecida a 70°C) foi adicionada na
minicoluna a qual foi centrifugada a temperatura ambiente a 13000 g durante 1 min. O

eluido contendo o cDNA foi coletado e armazenado a -20°C.
AVALIACAO DA SONDA DE CDNA MARCADA coM DIG

A avaliagdo da sintese de cDNA marcado com digoxigenina (DIG), foi
feita através da adicdo de 1 yL de DNA controle na diluicdo 1/10 e 1/100 e 1 pL dos
cDNAs das amostras a serem testadas, a uma membrana de nitrocelulose. A
membrana foi mantida a temperatura ambiente para secar e o cDNA entéo foi fixado na

membrana com 0,14 J/cm? luz UV. Apés uma breve lavagem com tampdo de acido



maléico (acido maléico 100 mM , NaCl 150 mM pH 7,5), a membrana foi incubada por
30 minutos em tampé&o de bloqueio (1 mL de solugdo de bloqueio (1 g de reagente de
bloqueio/9 mL de tampdo de acido maléico) diluida em 9 mL de tampao de &acido
maléico 150 mM pH 7,5) em plataforma de agitacdo e em seguida, incubada por 30
minutos em solugéo anti-DIG (1 pl anti-DIG fosfatase alcalina/5ml solugédo de bloqueio).
As membranas ficaram sob agitacdo e apos esse tempo, foram lavadas duas vezes a
cada 15 minutos no mesmo tampao (acido maléico). As mesmas foram imersas em
tampéo de detecgéo (Tris HCI 1 M pH 9,5, NaCl 5 M, e MgCl; 1 M) e apds trés minutos
foram colocadas em contato com o substrato (100 yl NBT (75 mg/ mL) / BCIP (50
mg/mL) em 5 ml de tampao de deteccdo) e incubadas no escuro para a revelagiao
através da formacgéao de precipitado purpura insolavel. A reacéo foi parada pelo contato
da membrana com agua. Os cDNAs marcados com DIG foram estimados visualmente
através de comparagao da intensidade dos sinais das amostras com os sinais do DNA
controle como mostrado na figura 5. Somente os cDNAs comprovadamente marcados

com DIG foram utilizados nas etapas posteriores.
3.2.10.3 PRE HIBRIDIZAGAO E HIBRIDIZAGAO DA SONDA

Os macroarranjos de cDNA foram primeiramente incubados com solugédo Dig
Easy Hyb (Roche) em forno de hibridizacdo por 2 horas a 42°C. Essa pre-hibridizagao
bloqueia uma possivel ligacao nao especifica de RNAs.

As amostras de cDNA marcadas com digoxigenina (sondas),
sintetizadas a partir de mRNA de folhas de Vigna unguiculata (L.) Walp em condigao
controle e de estresse salino, foram desnaturadas a 100°C por 10 minutos. As sondas
foram colocadas em tubos Falcon (50 mL) contendo 10 mL de solugdo Dig Easy Hyb
(Roche) e incubadas cada uma com uma membrana em forno de hibridizagéo por 16
horas a 42°C. Subseqiientemente, a solugédo (Dig Easy Hyb + sondas) foi retirada e as
membranas foram lavadas duas vezes com SSC 2x (NaCl 0,3 M, citrato de s6dio 3 mM
pH 7,0/SDS 0,1%(p/v) a temperatura ambiente e duas vezes em SSC 0,5 x (NaCl 75
mM, citrato de sédio 0,75 mM pH 7,0/SDS 0,1% (p/v), a 42°C, por 15 minutos cada,
para a retirada de sonda remanescente. A seguir, as membranas foram incubadas por
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‘ Diluicdo 1/10

Diluicao 1/100

Figura 5. Estimativa de sintese de cDNA marcado com DIG através de analise
comparativa com DNA controle (DNA marcado com DIG). (C) cDNA controle; (1) cDNA
da amostra 1; (2) cDNA da amostra 2.



61

30 minutos em 10 mL de solucédo de bloqueio (Roche), lavadas duas vezes com tampao
de lavagem e equilibradas em tampao de deteccdo. Subseqiientemente, os arranjos
foram incubados com um anticorpo monoclonal antidigoxigenina acoplado com
fosfatase alcalina (Roche) e a reagédo de detecgdo com o substrato quimioluminescente
CSPD foi acompanhada como recomendado por Roche. Filmes de raio-X foram
expostos as membranas por 1, 3, 5 e 14 horas, foram revelados e o0s sinais
digitalizados com um sacanner de transmissao (JX 3030, Sharp, Japan). A intensidade

dos sinais foi analisada com o Sofiware Aida Image (Raytest, Straubenhardt,

Alemanha). Os dados foram processados seguindo a subtragdo do background local.

Os niveis de transcritos de cada subunidade na condigéo controle foram
considerados 100% e os niveis em condicdo de esiresse expressaram a porcentagem
em relacao ao controle. Os genes cujos niveis de transcritos, sob condicao de estresse,
mostraram niveis acima de 100% foram considerados induzidos e os genes cujos niveis

estavam abaixo de 100% foram considerados reprimidos.

3.2.10.4 ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS DA SUBUNIDADE A DA V-ATPASE EM
MESEMBRIANTHEMUM CRYSTALLINUM E VIGNA UNGUICULATA (L.) WALP

As seqgliéncias nucleotidicas da subunidade A da V-ATPase de
Mesembrianthemum crystallinum e de Vigna unguiculata (L.) Walp, foram obtidas em
banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) disponivel em:
http://www.ncbi.nim.nih.gov. As duas seqgiiéncias foram subseqiientemente alinhadas
para a identificagdo das regides conservadas. O alinhamento foi feito utilizando o

programa clustalw, disponivel em: http://www.ebi.ac.uk./clustalw/.
3.2.11 RT-PCR
A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) consiste na amplificagao

seletiva de uma determinada regido de uma molécula de DNA. Qualquer regido da
molécula de DNA pode ser selecionada, desde que as seqiiéncias nas extremidades
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sejam conhecidas, pois a enzima DNA polimerase necessita de iniciadores para as
reacdes de sintese. Os iniciadores s&o oligonucleotidios que possuem a capacidade de
se hibridizar com a molécula de DNA, em cada uma das fitas da hélice. Ja na RT-PCR,
0 molde para a reagdo de polimerizagcdo em cadeia € a molécula de RNA. O primeiro
passo em uma RT-PCR é converter a molécula de mRNA em um cDNA de fita simples
através da acao da transcriptase reversa (BROWN, 2003).

A técnica da PCR envolve varias etapas:

1. Desnaturacdo: o aquecimento a temperatura préxima da ebulicdao

(94°C) desnatura o DNA-alvo e cria um conjunto de moldes de fita simples. O
aquecimento aumenta a energia cinética da molécula de DNA a um ponto mais alto que
a energia necessaria para a manutencao das pontes de hidrogénio entre os pares de
bases. O DNA dupla fita & separado em fitas simples.

2. Anelamento (pareamento): o resfriamento de aproximadamente 65°C

favorece o anelamento dos primers oligonucleotideos a suas seqiiéncias
complementares sobre as fitas simples (molde). A temperatura 6tima de anelamento
varia de acordo com a propor¢cdo de pares de bases AT e CG na sequiéncia dos
primers.

3. Extensdo: o aquecimento a 72°C fornece uma temperatura 6tima
para a atuacdo da DNA polimerase que procedera a extensdo do primer de
oligonucleotideos. A polimerase sintetiza uma segunda fita complementar a fita molde
original.

Ao longo de cada ciclo de sintese, que dura cerca de 2 minutos, o
numero de codpias da molécula de DNA-alvo é duplicado. Vinte e cinco ciclos de sintese
produzem, teoricamente, uma amplificacdo de 1.000.000 de vezes da sequiéncia-alvo
em um periodo de aproximadamente 1 hora (MICKLOS; FREYER, 2005).

3.2.11.1 EXTRAGCAO DE RNA TOTAL

O isolamento de RNA foi realizado através do uso de um “kit’ de

extracdo - RNeasy plant mini kit (Qiagen).
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O tecido vegetal (200 mg de folhas), previamente congelado em N
liquido e armazenado a —75°C foi macerado em graal pré-resfriado, contendo nitrogénio

liquido. Os lisados celulares pulverizados produzidos pelo processo da disrupgéo foram
transferidos para tubos eppendorf. Aos tubos foi acrescentado tampao RLC (450 plL),
um tamp&o altamente desnaturante contendo o isotiocianato de guanidina, que
imediatamente inativa RNAses, assegurando o isolamento de RNAs intactos, e a seguir
foi realizada uma vigorosa agitacdo em ‘"vortex" para produzir uma completa
homogeneizagdo. A amostra homogeneizada foi aplicada em uma mini coluna do "kit"
("QlAshedder spin column" acoplada a um tubo coletor de 2 mL) e centrifugada a 8000
g por 2 minutos. O eluido foi recuperado e transferido para um novo tubo Eppendorf e
misturado a 450 pl de etanol (95%), para fornecer condigdes adequadas de ligagdo do
RNA. Posteriormente, 700 ulL dessa mistura foram transferidos para uma nova coluna
do "kit" ("RNeasy mini spin column”, acoplada a um tubo coletor de 2 mL) e efetuada
uma centrifugacdo a 8 000g por 15 segundos. O eluido foi descartado e foram
adicionados a coluna 700 uL de tampdo RW1 e submetido novamente a centrifugacao
de 8 000g por 15 segundos, para lavagem. A coluna foi entdo transferida para um novo
tubo coletor, foram adicionados 500 uL de RPE e submetida a centrifugagdo de 8 000 g
por 15 segundos. O eluido foi posteriormente descartado e o tubo coletor foi reutilizado
na mesma coluna. 500 uL de RPE foi adicionado a coluna e esta centrifugada a 8 000g
por 2 minutos para remocéo de qualquer residuo de etanol que poderia interferir com as
reacdes subseqiientes. O eluido e o tubo coletor foram descartados e a coluna
reutilizada com um novo tubo coletor de 1,5 mL. Finalmente, foram adicionados 40 pL
de agua livre de RNase diretamente a coluna e esta centrifugada a 8 000g por 1 minuto
para completa eluigdo. O eluido era o RNA total que foi posteriormente armazenado a -
20° C para subsequentes analises eletroforéticas e de RT-PCR.

A concentracdo e a integridade do RNA foram avaliadas por
espectrofotometria e eletroforese em gel de agarose. A quantificagdo do RNA total foi

calculada da mesma forma como descrito no item 3.2.10.2 (Isolamento de RNA).
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3.2.11.2 RT-PCR

A sintese de cDNAs e posterior reagdo de PCR, foi realizada a partir de
1ug de RNA total de hipocétilos de Vigna unguiculata com auxilio de um "kit" "Ready-
To-Go™ RT-PCR Beads" (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH). Cada tubo eppendorf
do "kit" continha esferas liofilizadas que possuem Taq DNA polimerase (2.0 U), TRIS-
HCI 10 mM (pH 9.0), KCI 60 mM, MgCl, 1,5 mM, 200 uM de cada dNTP, transcriptase
reversa de Moloney Murine Leukemia Virus (M-MuLV) (FPLCpure™), inibidor de
ribonuclease (porcine) (RNAguard™) e estabilizadores tais como BSA livre de RNase e
DNase. Para construgéo da primeira fita de cDNA foram utilizados os primers pd(N)s €
o pd(T) 12-1s . Apds a sintese de cDNA, seguiu-se o ensaio da reacao de RT-PCR.

O ensaio da RT-PCR foi realizado como esta mostrado abaixo:

REAGENTES
H,O DEPC gsp 50 pL
pd(N)e 0,5 pg/ul 1puL
pd(T) 1215 0,5 pg/pl 1pL
Primer VHA-A F 10 pmoles 1pL
Primer VHA-A R 10 pmoles 1pL
MgCl; 5 Mm 0,5 uL
RNA TOTAL 1 pg

O programa utilizado para amplificar o gene da subunidade A (VHA-A)
da ATPase através da RT-PCR foi o seguinte:

Etapa Temperatura ("C) Tempo (min)
1°ao0 25° Ciclo
Desnaturagao 92 1
Anelamento 62 2
Alongamento 72
72 10
Extensao

Armazenamento 4 (04
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Apos o encerramento dos ciclos de amplificacdo, a mistura de reacéo
foi armazenada a -20°C até ser utilizada.

Os oligonucleotideos utilizados foram obtidos de regides conservadas
complementares as extremidades 5 e 3' do cDNA da subunidade A da ATPase de
Vigna radiata. As regiées conservadas foram determinadas comparando as seqiiéncias
dos genes para essas enzimas nas cultivares de arroz, de cenoura e de Vigna radiata.

As seqliéncias deduzidas de cada oligonucleotideo estdo descritas abaixo:

VHA-A ATPase senso: 5 GCCTCCTGATGCCATGGGA 3'
VHA-A ATPase anti-senso: 5' CGCATCATCCAAACAGACT 3

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (PCR
Thermal-Cycler TC-480, Perkin Elmer Cetus), utilizando-se ciclos de temperatura de 92,
62 e 72°C. As amostras de DNA foram aquecidas & 100°C por 5 minutos e depois
resfriadas por 2 a 3 minutos em banho de gelo antes de serem adicionadas ao meio de
reacao.

3.2.11.3 ELETROFORESE DO CDNA AMPLIFICADO

A avaliagao da amplificacdo do cDNA da subunidade A ATPase de
Vigna unguiculata (L.) Walp foi realizada através de eletroforese em gel de agarose a
1%, utilizando-se TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 2 mM) como tampao de corrida. Apos
a aplicagdo da amostra no gel (20 pl) para visualizagdo das bandas, foi aplicada uma
amperagem de 40 mA, utilizando-se uma fonte regulavel de corrente continua durante
90 minutos a temperatura de 25°C. O gel foi tratado com brometo de etidio (0,5 pg/mL)
por 15 minutos e as bandas foram detectadas pela emissdo de fluorescéncia obtida

pela exposicdo do gel a raios ultravioleta.

3.2.12 ATIVIDADES DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES
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3.2.12.1 PREPARAGAO DO EXTRATO DE FOLHAS E RAIZES

Raizes e folhas de plantas de V. unguiculata (L.) Walp, mantidas em
condigdo controle e de estresse salino, em casa de vegetagéo, foram congelados em
Nitrogénio liquido e em seguida, liofilizadas. Apos a liofilizagdo, o material vegetal foi
macerado até se transformar em p6 e armazenado a 4°C. 0,1 g do material vegetal
(raizes e folhas) foi homogeneizado em 10 mL de tampao de extragio (Tampéo fosfato
de potassio 50 mM pH 7,8, MgCI2 5 mM, EDTA 5 mM, DTT 5 mM e Glicerol 10%) e
centrifugado a 10.000 g por 15 min. O sobrenadante foi utilizado como extrato.

3.2.12.2 ATIVIDADE DA ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A atividade total da enzima foi medida através de método indireto, de
acordo com a seguinte reagao:

Riboflavina + 0, t%2» 0O, + NBT — Formazana

O ensaio da atividade da SOD foi realizado em tubos contendo 1mL de
tampéo fosfato de potassio 36 mM pH 7,8, EDTA 0,1 mM e Metionina 19,5 mM. Aos
tubos, foram acrecentados 50 pL do extrato enzimatico diluido (1:5), 150 uL de NBT
(750 uM) e 300 pL de riboflavina (10 uM). A seguir, os mesmos foram transferidos para
camara escura acoplada com lampada fluorescente de 20 W. A lampada foi ligada
concomitante com o disparo do crondmetro e apés 15 minutos, a atividade SOD foi
medida através de leituras espectrofotométricas a 560 nm. Os tubos controle continham
o tampéo de reagdo, o tampao de extragdao, NBT e riboflavina. A atividade foi expressa
em unidades de atividade x g’ de matéria seca. Considera-se 1 unidade de atividade
enzimatica (UA), a quantidade de enzima requerida para causar uma inibigdo de 50%

na taxa de fotorredugé@o do NBT.
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3.2.13.3 ATIVIDADE DA ENZIMA ASCORBATO PEROXIDASE

O meio para dosagem da atividade da APX continha 1,1 mL de tampao
fosfato de potassio 50 mM EDTA 50 mM pH 6,0, 50 uL de H>O2 30 mM, 50 pL de
ascorbato 0,5 mM e 300 pL de extrato enzimatico. A atividade foi medida
espectrofotometricamente a 290 nm em intervalos de 15 em 15 segundos durante 5
minutos. A atividade enzimatica da APX foi expressa em pM H;0,. min™.g"'de matéria

Seca.
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4 RESULTADOS

4.1 PARAMETROS DE DESENVOLVIMENTO DAS PLANTAS

O desenvolvimento das plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp, Vita 3 e
Pérola submetidas a diferentes concentragdes de NaCl (25, 50, 75, 100, 150 e 200
mM), foi acompanhado em camara de crescimento durante 14 dias, através de medidas
do peso fresco nas diferentes partes das plantas. Essas foram diferentemente afetadas
por NaCl e concentragdes de NaCl de 150 e 200 mM inibiram totalmente o crescimento
das duas cultivares (dados ndo mostrados).
A figura 6 mostra o efeito de diferentes concentragdes de NaCl (50, 75
e 100 mM) no peso fresco das raizes, dos caules e das folhas de plantas de Vigna
unguiculata (L.) Walp cultivares Vita 3 e Pérola. O peso fresco de todas as partes das
plantas submetidas ao estresse salino foi diferentemente reduzido e essa reducéo foi
dependente da concentragcido de NaCl. Em plantas de V. unguiculata (L.) Walp
submetidas a 50 mM de NaCl, a diminuicéo do peso fresco foi de 17 e 26% em raizes e
de 13 e 12% em folhas, nas cultivares Vita 3 e Pérola, respectivamente. Em plantas
submetidas a 75 mM de NaCl, a inibicdo no peso fresco foi de 24 e 47% em raizes, 5 e
36% em caules e 27 e 47% em folhas nas cultivares Vita 3 e Pérola, respectivamente. A
maior inibicdo no peso fresco de plantas ocorreu a 100 mM de NaCl, sendo a folha o
6rgao mais afetado pela salinidade, revelando inibigdo de 51% na cultivar Vita 3 e 72%
na cultivar Pérola. As raizes também mostraram grande sensibilidade a 100 mM de
NaCl, com inibicdo de 52% no peso fresco em Vita 3 e 67% em Pérola. Os caules foram
o 6rgdo menos afetado, a inibigao foi de 31,7 e 49% nas cultivares Vita 3 e Pérola,
respectivamente.
A cultivar Pérola mostrou-se mais sensivel ao estresse salino do que
a cultivar Vita 3 em quase todos os tratamentos com sal e em todos os érgéos da
planta estudados. A concentragcdo de 100 mM de NaCl foi a escolhida para
caracterizar a condicdo de estresse salino na qual as plantas serdo submetidas e

que sera utilizada nos experimentos subseqtientes.
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Figura 6. Efeito de diferentes concentracées de NaCl no peso fresco de plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp
cultivares Vita 3 e Perola. (A) peso fresco de raizes; (B) peso fresco de caules e (C) peso fresco de folhas. As
sementes foram semeadas em papel de filtro umedecidos com agua destilada, apds trés dias as plantulas foram
transferidas para recipientes contendo meio nutritivo de Hoagland’s com diferentes concentragées de NaCl (50,

75 e 100 mM) e desenvolveram-se por 2 semanas. Os dados representam médias de trés experimentos e em

cada experimento foram utilizadas 30 plantas.
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4.2 TEORDEiONS NA"EK"

A quantidade de ions Na“ e K', foi analisada em raizes e folhas das
duas cultivares de V. unguiculata (Vita 3 e Pérola), no 17°. dia apés a semedura, em
casa de vegetagdo em condigdo controle (auséncia de NaCl) e de estresse salino (100
mM NaCl) (Figuras 7 e 8). O teor de Na" nas raizes da cultivar Pérola em plantas
controle, correspondeu a 25% do teor da cultivar Vita 3. O teor de Na* nas raizes de
ambas as cultivares aumentou em decorréncia da exposicao das plantas a salinidade,
constatando-se aumentos de 3,5 vezes na cultivar Vita 3 e de 10,4 vezes na cultivar
Pérola (Figura 7A). Ja o teor de Na™ nas folhas de plantas controle das cultivares Vita 3
e Pérola foi semelhante. Plantas submetidas ao estresse salino apresentaram aumento
no teor de Na* de 13,5 vezes na cultivar Vita 3 e 14,3 na cultivar Pérola (Figura 7B).

Em relagdo a quantidade de ions K, tanto nas raizes quanto nas
folhas, nenhum aumento em fungdo da exposicdo das plantas a salinidade foi
observado. Entretanto, o teor de K™ na cultivar Pérola foi significativamente maior do
que a cultivar Vita 3, tanto na condi¢gdo controle como na condigéo de estresse salino
(Figura 8).

A relagdo Na*/K" foi calculada a partir dos valores das concentragdes
dos ions Na* e K’ nas raizes e nas folhas de plantas de V. unguiculata (L.) Walp
cultivares Vita 3 e Pérola, em condicao controle e de estresse salino e os resultados
estdo mostrados na tabela IV. A relagdo Na'/K" de ambas as cultivares aumentou em
reposta ao estresse salino, tanto em raizes como em folhas. Em raizes, foram
observados aumentos de 380% na cultivar Vita 3 e 1300% na cultivar Pérola. Ja em
folhas, esse aumento foi de 1400% na cultivar Pérola e de 1360% na cultivar Vita 3. Os

dados representam média de trés experimentos independentes.

4.3 ANALISE DOS NiVEIS PROTEICOS DA SUBUNIDADE A DA V-ATPASE

A quantidade relativa da subunidade A da V-ATPase foi analisada em
raizes, caules e folhas de plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp, sob condicédo controle
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Figura 7. Concentracédo de ions Na® em raizes (A) e folhas (B) de plantas de Vigna
unguicufata (L.) Walp cultivar Vita 3 e Pérola sob condi¢do controle (E) e de
estresse salino (). As sementes foram semeadas em papel de filtro umedecidos
com agua destilada, apds trés dias as plantulas foram transferidas para recipientes
contendo meio nutritivo de Hoagland’s na auséncia e presenca de NaCl 100 mM e
as plantas desenvolveram-se por 2 semanas. Os dados representam média de trés
experimentos independentes.
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salino (0 ). As condigdes ambientais foram descritas na figura 7. Os dados representam

média de trés experimentos independentes.
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Tabela 1. Relacdo Na'/K™ em raizes e folhas de plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp
cultivar Vita 3 e Pérola, sob condicdo controle e de estresse salino (plantas expostas a

100 mM NaCl durante 2 semanas).

Raiz Raiz Folha Folha
controle esirasse saline controle gsfresse salino
Vita 3 1,06 5,10 0,11 1,61

Pérola 0,126 1,78 0,057 0,863
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e de estresse salino (100 mM de As condigdes NaCl), através de analise de Western
blot, utilizando fragbes de endomembranas (10 pg de proteina) e anticorpo contra a
subunidade A de Mesembryathenum crystallinum (VHA-A) (Figura 9).

Os niveis relativos da subunidade A da V-ATPase em raizes, de ambas
as cultivares, aumentaram 207 e 51% em resposta ao estresse salino em Vita 3 e
Pérola, respectivamente. Em caules, nao foram detectadas mudancgas significativas nos
niveis da subunidade A em decorréncia da salinidade. Em folhas, os niveis da
subunidade A da V-ATPase aumentaram 280% em Vita 3 e nao sofreram alteracées
significativas em Pérola. Dessa forma, a quantidade relativa da subunidade A da V-
ATPase aumentou em reposta ao estresse salino nas raizes de ambas as cultivares e
nas folhas da cv. Vita 3 e os maiores aumentos foram observados na cultivar Vita 3
(Figura 9B).

4.4 ANALISE DA ATIVIDADE DE HIDROLISE DA V-ATPASE

Vesiculas de tonoplasto de raizes e folhas de plantas de V. unguiculata
(L.) Walp submetidas ao estresse salino e em condi¢cdo controle foram isolados e a
atividade de hidrélise da V-ATPase foram analisados. A figura 10 mostra a
porcentagem de estimulo da atividade de hidrélise da V-ATPase em raizes e folhas, de
plantas de Vita 3 e de Pérola em resposta ao estresse salino. Em plantas de
V.unguiculata cv.Vita 3, a atividade V-ATPasica de ambos os 6rgaos, raiz e folhas, em
condicao de estresse aumentaram 290 e 440%, respectivamente. Na cultivar Pérola, o

aumento da atividade ATPasica de raizes em decorréncia da salinidade foi de 53%.
4.5 ESTUDO DA ANATOMIA DE APICES RADICULARES
A anatomia do apice de raizes de Vigna unguiculata (L.) Walp cultivar Vita 3 foi

analisada em condigdo controle e de estresse salino (NaCl 100 mM) ( Figura 11). As

células meristematicas das plantas sob condicdo controle contém pequenos vacuolos
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Figura 9. Analise dos niveis protéicos da subunidade A da V-ATPase em fragdes microssomais
de raizes, caules e folhas de plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp cultivar Vita 3 e Pgrola sob
condijgéo controle e de estresse salino. As amostras continham 10ug de proteina. (A) Western
hlot-bgndas imunodetectadas com anficorpo contra a sybunidade A da V-ATPase de
Mesemhryathenum crystallinum; (B) Anélise giantitativa dos niveis protéicos da subunidade A
nas membranas, determinada por densitometria através do programa de analise de imagem
AIRA. Qs dados guantitativos representam média de irés experimentag inqepqnqgn‘gg. NS
qondigdes experimentais s@o gs mesmas descritas na figura 7. C-Controle, S-Estressg galino.
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Figura 10. Analise da atividade de hidrélise da V-ATPase, através da estimulac&o da
atividade (%), em vesiculas enriquecidas em tonoplasto de raizes de plantas de Vigna
unguiculata (L.) Walp cultivar Vita 3 e Pérola e folnas da cv. Vita 3 sob condi¢géo de
estresse salino. O meio de reacéo continha Tris-HCI 50 mM pH 7.0, MgSQO4 2 mM, KCI
70 mM, Azida 56 mM, NaMoO4 0,2 mM, ATP 1 mM, proteina 30 pug/mL, com € sem
bafilomicina 200 nM. A atividade da V-ATPase foi considerada a atividade sensivel a

bafilomicina.
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Figura 11. Corte longitudinal do apice de raiz de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 3,
mostrando o efeito do estresse salino no volume vacuolar de células meristematicas.
(A) e (B) Raiz de planta sob condigado controle; (C) e (D) Raiz de planta sob condigédo de
estresse salino; CF-Coifa, £CQ-Centro quiescente, MA-Meristema apical, PC-

Procambio. A e C (x125); B e D (x 400).
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(Figura 11 A). Enquanto as células meristematicas de plantas submetidas ao estresse
salino, apresentam aumento do volume vacuolar, ocupando assim, a maior parte do
volume da célula (Figura 11B). Essa vacuolarizacdo devido a salinidade ocorreu

principalmente nas células do centro quiescente.

4.6 ANALISE DOS NIVEIS DE TRANSCRITOS DAS SUBUNIDADES DA V-ATPASE

4.6.1 ANALISE ATRAVES DE MACROARRANJO (MACRO ARRAY)

A figura 12 mostra os niveis de transcritos das subunidades A, B, C, D,
E, F, G, H, a, c e d em folhas de plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp nas cultivares
Vita 3 e Pérola, em resposta ao estresse salino (100 mM de NaCl) analisados através
de Macroarranjo. Os niveis de transcritos de cada subunidade na condigdo controle
foram considerados 100% e os niveis de transcritos em condicdo de estresse foram
expressos em relacao ao controle.

Os niveis de mMRNA das subunidades A e B da V-ATPase aumentaram
nas duas cultivares de 64 e 72% em Vita 3 e 364 e 357% em Pérola, respectivamente,
revelando maior aumento na cultivar Pérola.

Os aumentos dos niveis de transcritos da subunidade C foram de 200%
na cultivar Vita 3 e de 580% na cultivar Pérola. A quantidade de mRNA das
subunidades D, E, F e G na cultivar Vita 3 diminuiu 51, 61,3, 41,3 e 46,3%,
respectivamente. Ja na cultivar Pérola, esses niveis aumentaram 44, 51, 89 e 58%,
respectivamente. Os niveis de mRNA das subunidades H, a, ¢ e d ndo variaram
significativamente em relagcéo ao controle em ambas as cultivares.

O grau de regulacao dos niveis de transcritos em resposta ao estresse salino
variou ndo somente em funcdo das cultivares, mas também em funcao das proprias
subunidades, revelando inducdo nas subunidades A, B, C, D, E, F e G na cultivar
Pérola e nas subunidades A, B e C na cultivar Vita 3 e repressao nas subunidades D, E
F e G em Vita 3.
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Figura 12. Niveis de transcritos das subunidades da V-ATPase de folhas de Vigna
unguiculata (L.) Walp (cultivar Vita 3 e Pérola) em resposta aos estresse salino através
de Macroarranjo. A quantidade relativa de transcritos foi normalizada com actina. Os
niveis de transcritos das subunidades da V-ATPase de plantas em condi¢do controle
foram considerados como 100% e os de plantas sob condicdo de estresse foram
expressos em funcéo dos niveis das respectivas subunidades da V-ATPase de plantas
controle. As condigbes experimentais s8o as mesmas descritas na figura 7. Os dados

representam medias de trés experimentos + desvio padrgo.
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4.6.1.1 ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS DA SUBUNIDADE A DA V-ATPASE

O alinhamento das sequiéncias da subunidade A da V-ATPase em
Vigna unguiculata (cDNA parcial com 1123 pares de bases) e em Mesembryanthemum
crystallinnum (2396 pares de bases), mostrado na Figura 13, revelou 83% de
identidade.

4.6.2 ANALISE ATRAVES DE RT-PCR

Os niveis de transcritos da subunidade A da V-ATPase de folhas da cv.
Vita 3, foram analisados também através da técnica de RT-PCR. Os niveis de
transcritos da subunidade A aumentaram em plantas expostas a salinidade (NaCl 100
mM) durante 1, 3 e 14 dias, sendo observado maior aumento no maior tempo de

exposicao (Figura 14).

4.7 ATIVIDADE DA ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi analisada
em raizes e folhas de plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 3 em condigdo
controle e de estresse salino (Figura 15). A atividade dessa enzima nas raizes
aumentou 40% em resposta ao estresse salino (100 mM) enquanto que nas folhas néao
houve diferenca significativa entre as condi¢gdes controle e estresse salino.

4.8 ATIVIDADE DA ENZIMA ASCORBATO PEROXIDASE (APX)

A figura 16 mostra a atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX)
em raizes e folhas de plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 3 em condigédo
controle e de estresse salino (100 mM). A atividade APX diminuiu 34 % em raizes de
plantas submetidas ao estresse salino comparada com a da condicdo controle. A
atividade da APX em condigdo controle, em folhas, correspondeu a 15% da atividade
em raizes e nao mostrou alteragdes em resposta ao estresse salino.
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Mesembryanthemum TGATCTGAATGAAATTG1CCAGCTTGTCGGGAAAGATGCATTGGCLGAGACAGACAAAAT 1680
Vigna TGACCTGAATGAAATTGT"CAGCTTGTGGGCAAGGATGCTTTAGCTGAAGGAGATAAGAT 1020
- Wk Ik ko d bbbk hhkkkkkhk kI hh bk hr kk wx Fkkk ok *d kx k& ke *x K%k
Mesembryanthemum CACTTTGGAGACCGCAAAGCT TTTGAGGGAAGACTACCTT GCACAAART GCGTTTACACC 1740
Vigna CACCTTAGARACTGCGARAGCTTTTGAGAGAGGATTATCTTGCTCARAATGCCTTCACACC 1080
*kk kk *% k% *k *kddkhkkkrkkdk F¥x k% ;% Skdkdk SkEd¥dhd *k kdkkdd
Mesembryanthemum ATATGACAAATTTTGCCCGTTCGTTTACAAGT CAGT CTGGAT GAT GCGCAACATCATTCA 1800
Vigna ATATGACAAATTCTIGTCCCTTC---TACAAGTCTGTTTGGATGATGCG-=--——===~=——= 1125
Thkdbhkkdkkdddd & *d Sd%d Fhkkkhkdkk *h Fhkhkwdkdhkdkxwok
Mesembryanthemum TTTCTATAATTTGGCTAATAAGGCGGT GGAGCGTGGTGCTGGTTCAGATGGCCAAARAAT 1860
Vigna = =000 e e e e e
Mesembryanthemum TACCTACAGCTTGAT CAAGCTTCGACT GGGAGATCTCTTCTACCGTTTAGTGTCTCARAA 1920
Vigna = =000 e
Mesembryanthemum ATTCGAGGACCCTGCTGAAGGAGAAGACACTCTCGT CGCAAAATTCCAGAAGTTGTACGA 1980
Vigna = =000 e
Mesembryanthemum GGATCTCTCTGCCGCATTCCGCAACCTCGATGACGAAACCCGATAATCGGAGCACAGCCC 2040
Vigna 0 e
Mesembryanthemum CAAGTTCACAGTTTTCTGGTAAACATTAGAGCTGTTGT TTCTCCTCGCCACTTGTACAAG 2100
Vigna 00 e e
Mesembryanthemum AGAAGCAAGAGCGCGTGCACAGACAGMMKKTGCKMMTTYTGAAGCCTTGTTTTGCCTTGT 2160
Vigna e
Mesembryanthemum GTTTTTCCCCATTTCCCAGGGCTATATGTCTGGATGCAGTGTTGCAATCTTTGACAATAT 2220
Vigna = 0 e e
Mesembryanthemum TTTCTACTAGTACTACTACTACTATTGGTTTTTGGTACAGAATAAGATCTCCTTTTCTAT 2280
Vigna = 00 e
Mesembryanthemum GTTTCATGGTGAAAAATAAGGTCTGTGTCATGAGTTGGAT GTGAATTTCGAGGCCGGGAA 2340
Vigna 0 e
Mesembryanthemum GITTTGTACGTTTGATTCTCTTTAAAARARAARAARAARAARAAAAARAAARARAAARAAAA 2396
Vigna =000 e
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Figura 13. Alinhamento da sequéncia de nucleotideos da subunidade A da V-ATPase

de Vigna unguiculata (L.) Walp (AccNr.DQ056751) e Mesembryathenum crystallinum
(AccNr. AJ276326).
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Figura 14. Analise semi-quantitativa através de RT-PCR de transcritos da subunidade A
da V-ATPase de Vigna unguiculta (L.) Walp cv. Vita 3 em resposta ao estresse salino
(NaCl 100 mM) durante 1, 3 e 14 dias. C-Plantas controle; Es-Plantas submetidas ao

estresse salino. M-Marcador
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Figura 15. Atividade da enzima Superdxido dismutase (SOD) em raizes e folhas de
Vigna unguiculata (L.) Walp cultivar Vita 3 em condicdo controle e de estresse salino
(NaCl 100 mM). As condigdes ambientais sdo as mesmas descritas na figura 7. Os
dados quantitativos representam média de irés experimentos independentes.
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Figura 16. Atividade da enzima Ascorbato peroxidase (APX) em raizes e folhas de
Vigna unguiculata (L.) Walp cultivar Vita 3 em condicdo controle e de estresse salino
(NaCl 100 mM). As condi¢cbes ambientais s&o as mesmas descritas na figura 7. Os
dados quantitativos representam média de trés experimentos independentes.
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4.8 ANALISE DOS NiVEIS PROTEICOS DA PEROXIRREDOXINA [I-C E PEROXIRREDOXINA Q

A quantidade relativa da peroxirredoxina-C (Prx 11-C) e peroxirredoxina
Q de folhas de plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp cultivares Vita 3 e Pérola, sob
condicdo controle e de estresse salino (100 mM de NaCl) foi analisada através de
Western blot. Foram utilizadas fragcdes de endomembranas contendo 10 ug de proteina
e anticorpo contra a Prx-C e Prx-Q de Arabidopsis thaliana. A figura 17 mostra que a
quantidade relativa da Prx-C aumentou 40% na cultivar Vita 3 e diminuiu 60% na
cultivar Pérola em reposta ao estresse salino. Ja os niveis de Prx-Q diminuiram 80 e
60% nas cultivares Vita 3 e Pérola, respectivamente, em decorréncia da salinidade
(Figura 18).
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Figura 17. Analise dos niveis protéicos da Peroxirredoxina C (Prx II-C)
em extratos totais de folhas de plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp cultivares Vita 3
e Pérola sob condigéo controle e de estresse salino (100 mM). As amostras continham
10 pg de proteina. (A) Western blot-bandas imunodetectadas com anticorpo contra a
Peroxirredoxinas de Arabidopsis thaliana; (B) Analise quantitativa dos niveis protéicos
da Prx II-C nas membranas, determinada por densitometria através do programa de
analise de imagem AIDA. As condigdes ambientais sdo as mesmas descritas na figura
7. Os dados quantitativos representam média de trés experimentos independentes. VC-
Vita 3 controle; VS- Vita 3 estresse salino; PC-Pérola controle; PS- pérola estresse

salino.
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Figura 18. Andlise dos niveis protéicos da Peroxirredoxina Q (Prx-Q)
em extratos totais de folhas de plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp cultivares Vita 3
e Pérola sob condig¢do controle e de estresse salino (100 mM). As amostras continham
10 png de proteina. (A) Western blot-bandas imunodetectadas com anticorpo contra a
Peroxirredoxinas de Arabidopsis thaliana; (B) Analise quantitativa dos niveis protéicos
da Prx-Q nas membranas, determinada por densitometria através do programa de
andlise de imagem AIDA. As condigdes ambientais sdo as mesmas descritas na figura
7. Os dados quantitativos representam média de trés experimentos independentes. VC-
Vita 3 controle; VS- Vita 3 estresse salino; PC-Pérola controle; PS- pérola estresse
salino.
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5 DISCUSSAO

O feijao caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), também conhecido como
feijao de corda, € utilizado como uma importante fonte de alimento para populagées em
todo o Brasil, principalmente na regido Nordeste. Como o estresse salino € um dos
principais fatores que limita a sua produtividade, o estudo dos mecanismos fisioldégicos
na adaptagao do feijao de corda as condicdes de estresse salino, € uma ferramenta util
na identificagcdo dos fatores responsaveis pela tolerancia e/ou susceptibilidade dessa
planta.

A salinidade afetou o desenvolvimento de plantas de Vigna unguiculata
(L.) Walp que foi avaliado através do efeito no peso fresco das diferentes partes das
plantas de ambas as cultivares (Figura 6). As folhas e as raizes foram os 6rgaos mais
atingidos. Contudo, foram as folhas que apresentaram maiores danos no seu
desenvolvimento nas condicdes experimentais testadas, isto €, 100 mM de NaCl
durante 14 dias. O efeito da salinidade foi distinto em Vita 3 e Pérola sendo observado
uma inibicido média no peso fresco das raizes de 51 e 67%, dos caules de 31 e 50% e
das folhas de 51 e 72%, respectivamente.

Nossos resultados sdao concordantes com os de Munns (2002) que
mostrou que o desenvolvimento das folhas € mais reduzido do que o crescimento das
raizes em plantas submetidas as condigdes de estresse salino.

Estudos prévios mostraram que o desenvolvimento de plantas de V.
unguiculata foi afetado pela salinidade (FERNANDES DE MELO et al., 1998; SILVEIRA
et al., 2001). Otoch et al. (2001) mostraram que o crescimento de plantulas estioladas
de V. unguiculata cv. Vita 3, semeadas em presenca de 100 mM de NaCl, foi inibido
pela salinidade sendo o epicétilo a parte mais afetada. De acordo com Costa et al.
(2003), a cultivar Vita 3 apresentou tolerancia intermediaria a salinidade (100 mM por
17 dias), em comparacgéo a outras cultivares da mesma espécie. Portanto, a definicao
do grau de tolerancia das plantas a estresses ambientais carece de especial atencao
diante da relatividade dos mecanismos de ajustamento metabdlico induzidos face ao
efeito do tempo de exposicdo ao estresse e as condigbes ambientais, em diferentes
espécies e cultivares. Assim, o efeito da salinidade em Vigna unguiculata é variavel em
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fungdo das condigdes experimentais. As medidas de crescimento (dados nao
mostrados) e as de peso fresco das diferentes partes das plantas de V. unguiculata em
ambas as cultivares (Figura 6) mostraram que a cultivar Pérola foi mais sensivel ao
estresse salino do que a cultivar Vita 3 em todos os tratamentos com sal e em quase
todos os 6rgaos da planta estudados.

Sabe-se que quando a concentragdo de NaCl no ambiente que circunda
as plantas aumenta, o alto nivel extracelular do Na™ (relativo ao citosol) e o A¥ negativo
no interior da célula, estabelece um gradiente termodinamico facilitando o influxo de
Na®. A despeito desse mecanismo de influxo de Na* nao ser conhecido, o Na* parece
agir como um competidor da captacéo do K*, o que leva a crer que os mecanismos de
captacao de ambos os cations sejam semelhantes (NIU et al., 1995; WATAD et al.,
1991). As raizes de plantas utilizam dois sistemas para a aquisicdo de K* . O primeiro
sistema tem alta afinidade por esse ion (K, de 10-30 uM), sendo capaz de captar
baixas concentragdes e n&o é inibido por Na* (RAINS; EPSTEIN, 1967). Ja o segundo
sistema media a captacdo de altas concentracdes de K™ externo (na faixa de mM) e tem
pouca seletividade K'/Na*.O influxo de Na" para o interior das plantas ocorre mais
provavelmente através do sistema de baixa afinidade (RAINS; EPSTEIN, 1967). Dessa
forma, a toxicidade metabdlica do Na* parece ser um resultado da sua capacidade de
competir com o K" pelos seus sitios de ligagdo que sdo essenciais para a fungéo
celular. Mais de 50 enzimas sdo ativadas por K* e Na* ndo pode substitui-lo nessa
funcdo (BHANDAL; MALIK, 1988). Assim, altos niveis de Na* ou altas relagbes Na'/K"
podem afetar varios processos enzimaticos no citoplasma. Além disso, a sintese de
proteinas requer altas concentragdes de K*, pois o ion K* é importante para a ligagéo
do tRNA aos ribossomos (BLAHA et al., 2000). A interrupgdo da sintese protéica por
elevadas concentragdes de Na™ parece ser uma importante causa de prejuizo causado
pelo Na™.

O contetido dos ions Na® e K" foram analisados em plantas de V.
unguiculata (L.) Walp (cv. Vita 3 e Pérola) em resposta ao estresse salino. O teor de
Na® nas raizes e nas folhas de ambas as cultivares aumentou em decorréncia da
exposicao das plantas a salinidade (figura 7). Os maiores aumentos foram encontrados

na cultivar Pérola, que foi considerada mais sensivel ao estresse salino que a cultivar
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Vita 3. Resultados semelhantes foram encontrados por Costa et al. (2003) onde a
analise dos ions inorganicos nas folhas de diferentes cultivares de Vigna unguiculata
(L.) Walp (Vita 3, Pitiiba, Vita 5, dentre outras) mostrou que os teores de Na*
aumentaram de forma siginificativa em resposta a salinidade (75 mM de NaCl por 17
dias), sendo que a cultivar que mais acumulou foi a mais sensivel a salinidade, avaliada
através de medidas de peso seco.

Fernandes de Melo et al. (1998) demonstraram que a capacidade de
manter ions Na* em maior quantidade nas raizes minimizando o transporte desse ion
para a parte aérea da planta € uma resposta caracteristica de plantas de V. unguiculata
(L.) Walp submetidas ao estresse salino. De fato, a concentracdo de Na* em raizes de
plantas de feijao-de-corda submetidas ao estresse salino foi maior que a concentracéo
de Na* em folhas (figura 7). Entretanto, o aumento da concentracdo de Na* devido ao
estresse salino, foi mais expressivo em folhas (13,5 vezes na cultivar Vita 3 e 14,5 na
cultivar Pérola) que em raizes ( 3,5 vezes na cultivar Vita 3 e 10,6 vezes na cultivar
Pérola).

Apesar da salinidade geralmente induzir uma diminuicdo no contetdo
de K" em plantas nao-haléfitas, contribuindo mais ainda para a toxicidade do sal e
diminuicdo do crescimento de plantas (BEM-HAYYIM et al., 1987, NAKAMURA et al,,
1990; NIU et al., 1995), a concentragdo de K nas raizes e nas folhas das duas
cultivares de V. unguiculata nao apresentou mudancgas significativas em resposta a
salinidade (figura 8). Esses resultados estdo em consonancia com os encontrados por
Costa et al. (2003) que mostraram que a salinidade (100 mM NaCl durante 17 dias) nao
induziu alteragdo significativa no teor de K nas folhas das cultivares Vita 5, Epace 10 e
TVU de V. unguiculata. Ja as cultivares Vita 3 e pitiiba apresentaram uma pequena
diminuicdo desses teores. De acordo com os parametros fisiolégicos analisados por
Costa et al. (2003), as cultivares Pitiiba e Vita 5 foram consideradas as mais tolerantes
e a cultivar TVU a menos tolerante.

O estresse salino aumentou a relagdo Na’/K" em ambas as cultivares
(Tabela IV). Entretanto, os maiores aumentos tanto em raizes como em folhas foram
encontrados na cultivar menos tolerante a salinidade (Pérola). Resultados semelhantes

foram encontrados por Costa et al. (2003), que observou aumentos significativos na
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relacdo Na'/K* em resposta a salinidade, em folhas de diferentes cultivares de Vigna
unguiculata, sendo os maiores aumentos encontrados na cultivar menos tolerante
(TVU).

A concentragdo citosélica de Na* em plantas haléfitas e nédo-haléfitas,
geralmente, ndo excede 150 mM, porque nessas condigdes, uma variedade de reagdes
metabdlicas poderia ser inibida (FLOWERS et al., 1986; WANG et al., 2001). Algumas
plantas haléfitas possuem glandulas de sal nas suas folhas e outras
compartimentalizam o Na®, ion téxico, nos vactolos (HASEGAWA et al., 2000). Dessa
forma, os sistemas de transporte na membrana que regulam a homeostase idnica no
citoplasma (Na*, K" e Ca?) e a acumulacdo de ions nos vactolos podem ser
considerados de crucial importancia para a adaptacao de plantas as condi¢des salinas
(HASEGAWA et al., 2000; MIMURA et al., 2003; NIU et al., 1995; SERRANO et al.,
1999). No processo de compartimentagao intracelular, o Na* ao entrar nas células é
bombeado para o interior do vacuolo evitando que sua concentracdo aumente no
citoplasma. O transporte de Na* do citoplasma para o interior do vactolo através do
contra-transportador Na'/H" (BARKLA et al., 1995; FUKUDA et al., 1998) é dependente
da atividade da V-ATPase e da V-PPase que estabelecem um gradiente eletroquimico
de H" entre o citosol e o interior do vactolo, utilizando energia proveniente do ATP ou
PPi, respectivamente (BINZEL; RATAJCZAK, 2001). Sabe-se que a V-PPase parece
nao exercer papel importante na adaptacdo de plantas ao estresse salino, apesar de
ser fundamental na adaptacdao de plantas a outros estresses ambientais, tais como
baixas temperaturas e andxia, estresses que induzem um aumento nos niveis protéicos
e de transcritos dessa enzima (CARYSTINOS et al., 1995; DARLEY et al., 1995). Em
relacdo a adaptacao de plantas ao estresse salino, a V-ATPase parece ser a enzima
chave nos mecanismos de ajustamento como ja foi mostrado através de aumentos de
atividade, proteina e/ou transcrito(s) em plantas mais tolerantes ao sal (GOLLDACK &
DIETZ, 2001; KLUGE et al., 2003; LOW et al., 1996; OTOCH et al., 2001; RATAJCZAK
et al.,, 1994; TSIANTIS, 1996; ROCKEL et al., 1998; WANG, LUTTGE; RATAJCZAK,
2001).

A figura 9 mostra a avaliacdo dos niveis protéicos da subunidade
catalitica da V-ATPase (subunidade A) nas diferentes partes das plantas de ambas as
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cultivares (Vita 3 e Pérola) em resposta ao estresse salino (100 mM de NaCl). O perfil
de expressao ndo mostrou alteragao significativa no caule e revelou aumento medio de
2 vezes nas raizes de Vita 3 e de 0,5 vezes nas raizes de Pérola. Entretanto, foram nas
folhas onde se detectou um perfil diferencial na expressédo protéica entre as cultivares.
O aumento médio de expressio nas folhas de Vita 3 foi de 280% em relagéo as plantas
controle e as folhas de plantas estressadas da cultivar Pérola revelou um decréscimo
de 20% na sua expressdo quando comparada as plantas ndo estressadas. Esse
aumento nos niveis protéicos da subunidade A da V-ATPase, em resposta a salinidade,
encontrado somente na cultivar Vita 3, parece justificar a maior tolerdncia dessa
cultivar. O Na* encontrado nas folhas, pode ter sido compartimentalizado em maior
escala no interior do vacuolo nas plantas de Vita 3, demonstrando que nessa cultivar os
efeitos deletérios do Na* poderiam ter sido minimizados. Ao contrario, em plantas da
cultivar Pérola, os ions Na* poderiam ter se concentrado em maior quantidade no
citoplasma sendo mais téxico para a planta e causando maiores danos no metabolismo.

O efeito da salinidade na quantidade relativa das subunidades da V-
ATPase é pouco conhecido. Otoch et al (2001) verificaram a quantidade relativa da
subunidade A da V-ATPase de hipocétilos de plantulas estioladas de Vigna unguiculata
cv. Vita 5 sob condicao de estresse salino (100 mM) durante 3 e 7 dias, revelando
aumento da expressado protéica apenas com 7 dias. Ja em plantas de Nicotiana
tabacum, os niveis relativos da subunidade A diminuiram devido a salinidade
(REUVENI et al.,1990) e em plantas de Horderum vulgare e em cultura de células de D.
carota, a salinidade nao exerceu nenhum efeito na quantidade de proteina dessa
subunidade.

A figura 10 mostra a ativacdo da atividade de hidrélise da V-ATPase
nas raizes das duas cultivares revelando um paralelismo entre aumento da expresséo
protéica (Figura 9) e da atividade (figura 10). Assim, o aumento da atividade de
hidrolise parece refletir a maior quantidade da subunidade catalitica de enzima na
condicdo de estresse. Constata-se igualmente um paralelismo entre os estimulos das
atividades de hidrélise das folhas e das raizes de Vita 3 (Figura 10) e as respectivas

expressoes protéicas o que nos permite sugerir que a atividade de hidrélise nas folhas
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da cultivar Pérola de plantas estressadas seja menor ou igual aquela de plantas
controle.

Resultados semelhantes aos da cultivar Vita 3 foram obtidos com a V-
ATPase de folhas da haléfita facultativa Mesembryanthemum crystallinum, que também
aumentou sua atividade em resposta ao tratamento salino. (RATAJCZAK et al., 1994;
TSIANTIS et al., 1996; DIETZ et al., 2001). A atividade ATP4asica de raizes de plantas
de Vigna radiata também aumentou em resposta & exposigéo das plantas a 100 mM de
NaCl (NAKAMURA et al., 1990). Convém salientar, que embora um grande numero de
trabalhos mostre que a V-ATPase é a enzima chave nos mecanismos de adaptacdo ao
estresse salino ainda ha controvérsias em relagdo ao efeito do NaCl. Colombo e
Cerana (1993) mostraram que a atividade V-ATPasica de Daucus carota nao foi afetada
pela salinidade. Por outro lado, os trabalhos de Ballesteros et al. (1997) e Low e
Rausch (1996) com raizes de girassois e de suspensao de células de Daucus carota,
respectivamente, mostraram aumento da atividade de transporte de H" sem alteragao
na atividade de hidrdlise.

Na maior parte das células maduras de plantas superiores, o grande
vacuolo central ocupa quase 90% do volume celular total, dessa forma, € muito dificil
medir acuradamente mudangas no volume vacuolar. Entretanto, nas células
meristematicas da regido apical da raiz, os vacuolos ocupam uma menor propor¢ao do
volume celular e mudangas sdo mais facilmente medidos (MIMURA et al., 2003). O
crescimento e a diferenciacdo da raiz sdo controlados pela atividade do meristema
apical, uma regido de tecido meristematico, do apice da raiz, que é capaz de originar
todos os tecidos da raiz. Como a regido apical da raiz possui a maior taxa de
crescimento, essas células devem adaptar-se rapidamente ao estresse salino para
continuar desempenhando suas fungdes.

O volume vacuolar de células meristematicas da regidao apical de raizes
de plantas de V. unguiculata cultivar Vita 3 foi analisado, em condicédo controle e de
estresse salino (100 mM de NaCl). O estudo da anatomia dessa regido mostrou que o
volume vacuolar de células meristematicas da regidao do centro quiescente aumentou
em plantas expostas a salinidade (100 mM de NaCl), em comparagcdo com as plantas

em condi¢ao controle (figura 11). O centro quiescente € uma regido central de células
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que raramente se dividem. Estudos com microscopia eletronica revelaram que as
células do meristema apical possuem poucos vacuolos e geralmente ndo sao grandes.

Mimura et al. (2003), também verificaram aumento do volume vacuolar
de células de raizes de cevada, em resposta a exposicdo das plantas a 300 mM de
NaCl por 8 horas. Ja em plantas de ervilha e tomate, sensiveis ao sal, nao foram
observadas grandes mudangas no volume vacuolar sob condigdes de estresse salino e
0s pequenos vacuolos ndo mudaram seu volume apés tratamento com 50 ou 150 mM
apos 24 horas (MIMURA et al., 2003). Em suspenséo de cultura de células de Bruguiera
sexagula tratadas com 150 mM de NaCl por 24 horas, o volume dos vacuolos
aumentou marcadamente. Além disso, o tratamento de células com solucao de sorbitol
(275 mM), osmolaridade correspondente a 150 mM de NaCl, ndo induziu aumento
rapido no volume vacuolar (MIMURA et al., 2003). Dessa forma, o aumento do volume
vacuolar observado em raizes de plantas de Vigna unguiculata em resposta ao estresse
salino, parece estar diretamente relacionado com a acumulagéo de Na* nos vactolos,
como uma estratégia da planta de minimizar os danos da acumulagdo desse ion no
citosol.

Os niveis de transcritos das subunidades A, B, C,D,E,F,G,H,a,ced
da V-ATPase de Vigna unguiculata (L.) Walp foram analisadas através de macroarranjo
(Figura 12). Apesar dos cDNAs presentes na membrana serem provenientes de plantas
de M. crystallinum, ocorreu hibridizacao do cDNA fixado na membrana com as amostras
de cDNA de plantas de V. unguiculata, o que parece indicar que as sequéncias dessas
subunidades devem ser bem conservadas. De fato, estudos indicam que a V-ATPase é
uma enzima bastante conservada entre diversos organismos (STEVENS; FORGAC,
1997). Alinhando-se a seqiiéncia nucleotidica parcial da subunidade A da V-ATPase de
V. unguiculata (AccNr.DQ056751) com a seqiiéncia da subunidade A da V-ATPase em
Mesembryanthenum crystallinum (AccNr. AJ276326) observou-se alto grau de
homologia, entre as duas sequéncias, o que justifica a capacidade de hibridizagao entre
os cDNAs de V. unguiculata e M. crystallinum (figura 13).

A analise da expressao de transcritos das subunidades da V-ATPase,
através da técnica de macroarranjo, em resposta ao estresse salino em folhas de

plantas de V. unguiculata, revelou que houve indugao de expresséo nas subunidades A,
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B e C em ambas as cultivares e nas subunidades D, E, F e G na cultivar Pérola e
repressédo nas subunidades D, E F e G em Vita 3. Nao houve variagdo nos niveis de
mRNA das subunidades H, a, ¢c e d em ambas as cultivares (Figura 12). Esses dados
sugerem que o grau de expressdo das diferentes subunidades da V-ATPase, em
resposta ao estresse salino, em ambas cultivares ndo estd sujeito a uma via de
regulacéo coordenada.

Os niveis de transcritos da subunidade ¢ bem como das subunidades A
e B em raizes e folhas jovens de plantas de M. crystallinum (4 semanas) submetidas a
8 horas de tratamento salino (400 mM de NaCl), aumentaram (LOW et al., 1996). A
ativacao coordenada de transcritos das subunidades A, B, E, F, G e ¢ da V-ATPase de
folhas de plantas de M. crystallinum (5 e 10 semanas) adaptadas ao estresse salino foi
ainda observada por Golldack & Dietz (2001). Tsiantis et al. (2006) também observaram
ativacao nos transcritos da subunidade c da V-ATPase em folhas e raizes de plantas de
M. crystallinum de 6-semanas tratadas com 350 mM de NaCl por 24 horas. Low et al.
(1996) mostraram que os niveis de mRNA da subunidade ¢ da V-ATPase aumentaram
em folhas expandidas de plantas de M. crystallinum (4 semanas) ap6s 8 horas de
tratamento com 400 mM de NaCl, entretanto, ndo foi observado nenhum aumento nos
niveis de transcritos das subunidade A e B. Estes dados indicaram que a regulagao nao
coordenada dos franscritos das subunidades da V-ATPase parece ter sido uma
resposta imediata das plantas de M. crystallinum ao estresse salino.

Ao contrario das plantas halotolerantes que apresentam aumento da
expressao génica da V-ATPase quando tratadas com sal, as plantas glicofitas
geralmente nao mostram tal regulagdo. Em tomate, os niveis de mRNA da subunidade
A aumentaram transitoriamente, sob condicdo de estresse salino, mas com trés dias
de tratamento os niveis de transcritos diminuiram alcangando os niveis da condicao
controle (BINZEL, 1995). Diferentemente, analise dos niveis de mRNA da subunidade A
da V-ATPase em folhas de plantas de Vita 3 sob condigao de estresse salino (Figura
14), mostrou que a quantidade de transcritos ja aumentou ap6s 24 horas de exposi¢ao
a 100 mM de NaCl e esse aumento ndo parece ser transitério, uma vez que apoés 3 e

14 dias de estresse os niveis continuaram acima dos da condigao controle.
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Em plantas de cevada expostas a 300 mM de NaCl, a expressao de
transcritos da subunidade E aumentou levemente apenas nas raizes (DIETZ et al.,
1995). A expressao de transcritos da subunidade D da ATPase vacuolar de Arabidopsis
thaliana nao foi modificada pelo tratamento salino (KLUGE et al., 1999).
Interessantemente, plantulas de M. crystallinum que ndo sdo halotolerantes nao
mostraram mudancas nos niveis de transcritos das subunidades A, B, E, F e c da V-
ATPase em condicao de estresse salino (GOLLDACK; DIETZ, 2001). Segundo Dietz et
al. (2001), a habilidade de responder ao estresse salino com mudangas na expressao
dos genes da ATPase vacuolar pode ser uma caracteristica de plantas tolerantes ao
sal.

Estudos realizados por Golldack e Dietz (2001), através de hibridizacao
e de deteccao histoquimica, mostraram expressdo de transcritos e de proteina da
subunidade E em condigao controle, em todos os tipos de células nos tecidos de raizes
e de folhas de plantas de M. crystallinum. Contudo, em condi¢cao de estresse salino,
ocorreu um declinio na expressao da subunidade E nas células do cortex e do cilindro
vascular da raiz enquanto que nas folhas, ocorreu um aumento principalmente na
regido que circunda o cilindro vascular. Dessa forma, Golldack e Dietz (2001)
mostraram que a expressao da V-ATPase em resposta ao estresse salino é regulada
diferentemente em células e em tecidos especificos € que esses niveis de transcritos e
de proteinas provavelmente refletem envolvimento de varios tipos de células e de
tecidos no transporte e na acumulagcdo de sédio no vacuolo através da agado da V-
ATPase.

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que os genes que
codificam as diferentes subunidades da V-ATPase em folhas de plantas de Vigna
unguiculata (cv. Vita 3 e Pérola) parecem ser regulados independentemente em
resposta ao estresse salino em cada uma das cultivares (Figura 12). A analise dos
niveis de transcritos da maioria das subunidades da V-ATPase de folhas da cultivar
Pérola revelou regulacédo por indugcdo em resposta a salinidade, mostrando valores
superiores aos obtidos pela cultivar Vita 3 (mais tolerante ao estresse) inclusive na
subunidade A. Assim, sugere-se que a resposta da cultivar Pérola ao estresse salino
no tocante ao aumento de transcritos das subunidades da V-ATPase seja tardia. Dessa
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forma, justifica-se o baixo teor protéico da subunidade A e conseqlientemente a baixa
atividade catalitica (figura 9). Como as folhas de plantas da cv. Pérola ja sofreram a
acédo deletéria do excesso de NaCl por duas semanas, essa regulacéo tardia parece
ndo ser eficaz na defesa da planta contra o excesso de Na’, através da
compartimentagdo desse ion no vacuolo, pela agéo da V-ATPase.

Sobreira (2003) também observou regulagdo tardia nos niveis de
transcritos da subunidade A da V-ATPase de uma cultivar de Vigna unguiculata em
resposta a salinidade. O estudo desses transcritos em plantulas das cultivares Vita 3 e
Vita 5 em resposta ao estresse salino (NaCl 100 mM durante 7 dias) revelou aumento
somente na cultivar Vita 5 (menos tolerante). Entretanto, uma analise temporal desses
transcritos, revelou que a cultivar Vita 3 responde com aumento desses niveis com 3
dias de estresse, enquanto a cultivar Vita 5 ndo se altera nos primeiros dias de estresse
e mostra aumento somente com 7 dias de exposicao a salinidade.

Em muitas plantas, o estresse oxidativo pode estimular a sintese de
metabolitos antioxidantes e aumentar a atividade de enzimas antioxidantes. Assim,
plantas tolerantes ou aclimatadas ao estresse podem conter altas concentracées de
antioxidantes para minimizar os prejuizos causados pelas EROs. Estudos do papel
dessas enzimas na tolerancia ao estresse oxidativo, utilizando mutantes que
superexpressam proteinas antioxidantes, estdo sendo realizados e os resultados tém
mostrado que a localizagcdo subcelular influencia os papéis desempenhados por esses
metabdlitos ou enzimas antioxidantes na detoxificagdo celular (BUCHANAN,
GRUISSEM; JONES, 2000). Dessa forma, é importante para a sobrevivéncia das
plantas que os metabdlitos e as enzimas antioxidantes possam trabalhar em co-
operacao fornecendo uma melhor defesa e a regeneragao das formas reduzidas ativas
(BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003). Sabendo-se que estresse salino
induz estresse oxidativo foi feita também uma abordagem experimental no tocante ao
papel de enzimas antioxidantes em resposta a salinidade nas duas cultivares.

Os resultados obtidos através dos ensaios de atividade das enzimas
superoxido dismutase e ascorbato peroxidase de folhas de plantas de V. unguiculata

(L.) Walp cv. Vita 3 submetidas ao estresse salino (figuras 15 e 16), sugerem que as

referidas enzimas n3o foram efefivas no segiestro de radicais livies gerados pelo
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estresse oxidativo. Resultados similares foram obtidos por Cavalcanti et al. (2004), que
estudando folhas de plantas de V. unguiculata sob condicdo de estresse salino e
osmoético afirmaram que as enzimas SOD, catalase e peroxidase nao conferiram
protecdo contra o estresse oxidativo gerado pela salinidade. Por outro lado, nossos
resultados mostraram que a atividade da SOD parece ter sido importante na protegao
contra o estresse oxidativo em raizes, apesar da atividade da APX ter diminuido em
resposta ao estresse salino. Esses resultados contrastam com os resultados obtidos por
Cavalcanti et al. (2006), no qual a atividade da SOD de raizes de V. unguiculata
diminuiu em fungdo da exposicdo de plantas a 200 mM de NaCl por 12 dias. Entretanto,
resultados controversos podem refletir as diferentes condigcées experimentais as quais
as plantas foram submetidas.

Os niveis protéicos das peroxirredoxinas 1I-C e Q em folhas de plantas
de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita e Pérola mostraram diferentes regulacdes em
resposta ao estresse salino (Figuras 17 e 18). Os niveis relativos da Prx II-C
aumentaram em folhas da cv. Vita 3 e diminuiram em folhas da cv Pérola (Figura 17).
Ja os niveis relativos da Prx Q diminuiram nas duas cultivares em resposta ao estresse
salino (Figura 18). Essa diferenca na regulagcdo de ambas as Prx, em resposta ao
estresse salino, é esperada vez que a Prx II-C, encontrada no citosol, mostra
geralmente diferenca na regulacdo em relagédo as Prxs encontradas em cloroplastos
como a Prx Q (HORLING et al., 2003).

Dentre todas as Prx, a Prx II-C parece ser a que apresenta o perfil de
expressdo mais peculiar e dessa forma, foi considerada como um indicador de
desbalango metabdlico (HORLING et al., 2003). Nossos resultados com expressao
protéica da Prx II-C (Figura 14) estdo de acordo com os resultados obtidos por Horling
et al.(2002), que mostrou também aumento na expressdo de Prx |I-C de folhas de
Arabidopsis thaliana em resposta ao estresse salino.

Segundo Dietz et al (2006), os niveis de transcritos das Prx 2-Cis A e B
e da Prx Q diminuem durante a senescéncia e em resposta a estresses bibticos e
abioticos. Essa diminuigao foi correlacionada com a perda de cloroplastos. No tocante
aos resultados de deteccdo da quantidade relativa da proteina Prx Q, nas folhas das
duas cultivares em resposta ao estresse salino (Figura 15), os mesmos foram
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concordantes com os de folhas de Arabidopsis que também revelaram diminui¢ao da
expressado protéica (HORLING et al., 2002; DIETZ et al., 2006). Estudos de regulagao
de transcritos e de dados bioguimicos revelam que a Prx Q parece estar relacionada
com a atividade fotossintética (DIETZ et al., 2006).

A Prx Q esta associada com tilacéides e foi encontrada em frages de
membranas enriquecidas em fotossistema Il (PSIl). A presencga ou auséncia da Prx Q
nas referidas fragbes de Arabidopsis thaliana, afeta parametros de fluorescéncia da
clorofia a, sugerindo papel protetor da mesma na fotossintese. Apesar da diminuigcéo da
capacidade fotossintética bem como seu mecanismo, em resposta ao estresse salino,
nao serem ainda completamente elucidados, sugere-se que o PS |l exerce papel chave
na resposta as perturbacées ambientais (BAKER, 1991). Convém salientar, que os
resultados concernentes aos efeitos do estresse salino no PS Il tém sido contraditorios
em relagdo a atividade desse fotossistema. Masojidek e Hall (1992), Mishra;
Subrahmanyam (1991), Belkhodja et al. (1994) e Everard et al. (1994) mostraram
inibicao da atividade do PSII, em resposta ao estresse salino, ao passo que Robinson
et al. (1983), Brugnoli; Bjoerkman (1992); Morales et al. (1992); Abadia et al. (1999),
mostraram que o estresse salino ndo afetou o referido fotossistema. Os niveis relativos
da proteina Dy do fotossistema Il (PS-Il) foram analisados em folhas de ambas as
cultivares de V. unguiculata, em resposta ao estresse salino, através de Western blot
(dados nao mostrados). Os niveis de D4 diminuiram em folhas de ambas as cultivares
sob condi¢ao de estresse salino. Dessa forma, a diminui¢céo dos niveis da proteina Prx
Q de folhas de ambas as cultivares Vigna unguiculata em resposta ao estresse salino
parece ser decorrente da diminuicdo da atividade fotossintética em conseqiiéncia do
estresse salino (CONGMING et al., 2003).
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5. CONCLUSAO

De acordo com os dados fisioloégicos, bioquimicos e moleculares de
plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp analisados em resposta a salinidade, através de
parametros de desenvolvimento como tamanho e peso fresco das diferentes partes das
plantas, distribuicdo de ions Na* e K, niveis de proteina da subunidade catalitica e da
atividade enzimatica da V-ATPase, a cultivar Pérola revelou-se menos tolerante que a
Vita 3 ao estresse salino. As folhas foram o 6rgao mais vulneravel ao efeito da
salinidade diante dos parametros avaliados e sendo o unico que mostrou expressao
protéica diferencial entre as cultivares. Dessa forma, esse 6rgéo foi escolhido para
estudo da expressao de transcritos das diferentes subunidades da V-ATPAse, através
de macroarranjo. No tocante a regulagdo da expressdo de transcritos, observou-se
regulacdo ndo coordenada entre as distintas subunidades da V-ATPase e entre as
diferentes cultivares além de aumento temporal no teor de transcritos da subunidade
catalitica (subunidade A) da cultivar mais tolerante ao estresse (Vita 3). A resposta
tardia da expressao de transcritos e conseqiientemente da expressado de proteinas da
V-ATPase, possivelmente foram fatores limitantes em relacdo a menor tolerancia ao
estresse salino em Pérola. Dessa forma, estudos bioquimicos e moleculares mostraram
que a V-ATPase exerce papel crucial nos mecanismos de tolerancia ao estresse salino,
revelando maior atividade e expressdo protéica (subunidade A) na cultivar Vita 3.
Ademais, a abordagem do papel das enzimas antioxidantes (SOD, APX, Prx C-ll e Prx
Q) das plantas de V. unguiculata (L.) walp complementou o conhecimento do arsenal
metabdlico envolvido nos mecanismos de defesa aos efeitos deletérios do estresse
salino, revelando que as enzimas SOD, APX e Prx-Q em folhas n&o foram efetivas na
protecao contra o estresse oxidativo, gerado pela salinidade, ao passo que, a SOD em
raizes e a Prx II-C em folhas da cv. Vita 3 parecem ter sido importantes. Portanto, o
conhecimento fisiolégico, bioquimico e molecular dos mecanismos de ajustamento aos
efeitos de estresse é crucial ndo s6 para o conhecimento académico, mas também para
a escolha e modificagdo molecular futura de espécies vegetais que possam suportar

condigdes ambientais adversas.
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