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RESUMO
O presente trabalho teve por objetivo estudar respostas fisiologicas e bioquimicas e elaborar
um perfil proteico de folhas de plantas de cajueiro ando precoce (Anacardium occidentale L.)
submetidas a estresse salino. Foram utilizadas quatro combinagdes enxerto/porta-enxerto
(CCP 06/CCP 06, CCP 06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS 265), cujas mudas
enxertadas foram cultivadas por um periodo de 60 dias em vasos plasticos furados na base,
contendo 7 L de solo. Os tratamentos consistiram de um controle (agua destilada) e solucdes
salinas com condutividade elétrica (CEa) de 2,0 € 4,0 dS m™!. Os efeitos do estresse salino
foram avaliados por meio de variaveis fisiologicas (medidas de crescimento, trocas gasosas,
teor relativo de agua, teor relativo de clorofila e fluorescéncia da clorofila @) e bioquimicas
(enzimas antioxidantes em folhas e raizes, acimulo de ions e solutos organicos em folhas,
caules e raizes e padriao de expressdo proteica foliar), bem como da identificacdo e
caracterizagdo das proteinas relacionadas as respostas a esse estresse abidtico. De modo geral,
para as medidas de crescimento (diametro do enxerto e do porta-enxerto, comprimento do
caule e da raiz, nimero de folhas, area foliar, teor relativo de d4gua e massa fresca e seca das
folhas, dos caules e das raizes), as plantas que sofreram menores e maiores redugdes em seu
desenvolvimento foram as combinagdes BRS 265/CCP 06 e CCP06/CCP06, respectivamente.
O estresse salino reduziu significativamente o teor relativo de clorofila em todas as
combinacoes, sendo esse efeito mais evidente nas combinacdoes CCP 06/CCP 06 e CCP
06/BRS 265, a 4,0 dS m™'. Ja entre as enxertias, os maiores valores foram detectados na
combina¢do BRS 265/CCP 06. Esses resultados correlacionaram-se com as maiores redugoes,
causadas pela salinidade, na fotossintese liquida, na transpiragdo, na condutancia estomatica e
na eficiéncia de carboxilag¢dao da rubisco, da combinagao CCP 06/CCP 06, e com as menores
reducdes, observadas na combinagdo BRS 265/CCP 06. A eficiéncia quantica do fotossistema
I1 foi reduzida pela salinidade a 4,0 dS m’!, em todas as combinag¢des de enxertia, quando
comparadas aos tratamentos controle; em termos absolutos, os maiores valores dessa variavel
foram registrados nas plantas BRS 265/CCP 06, tendo havido correlagdo com o melhor
desempenho fotossintético e crescimento das plantas desse tratamento sob salinidade. A
atividade da dismutase do superdxido (SOD) nas folhas pouco variou, em decorréncia dos
tratamentos. J4 nas raizes, a salinidade reduziu drasticamente a atividade da SOD,
especialmente a 4,0 dS m™!, mas esse efeito foi menos evidente nas plantas das enxertias BRS
265/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS 265. A atividade da peroxidase do ascorbato (APX) nas folhas
foi reduzida pela salinidade em todas as combinacdes de enxertia, e BRS 265/CCP 06 e BRS

265/BRS 265 foram as plantas que apresentaram maior atividade dessa enzima. Nas raizes,



houve uma resposta similar quanto a salinidade, a excecao da combinagdo BRS 265/BRS 265,
em que a atividade da APX aumentou sob estresse. A atividade da peroxidase do guaiacol
(GPX) s6 foi detectada nas raizes, em que ela aumentou em todas as plantas, com a
salinidade, exceto em BRS 265/BRS 265, em que houve reducdo. Os teores de CI
aumentaram com o incremento dos sais na agua de irrigacdo, independente do 6rgao analisado
¢ da combinagdo de enxertia. Em relacdo aos tratamentos de enxertia foram detectadas
alteracdes significativas desse ion apenas nas folhas das plantas expostas a 4,0 dS m’!, sendo
os maiores valores registrados na combinagdo CCP 06/CCP 06. Os teores de K™ apresentaram
variagOes significativas em funcdo de todos os tratamentos analisados, exceto nas folhas da
combina¢cdo BRS 265/BRS 265. Plantas BRS 265/CCP 06 foram as tinicas que tiveram o0s
teores de K* reduzidos significativamente, tanto a 2,0, quanto a 4,0 dS m™!. As combina¢des
CCP 06/CCP 06 e CCP 06/BRS 265 apresentaram incrementos de 35 e 84%, respectivamente,
a 4,0 dS m’!, em comparagdo aos controles. Caules e raizes de todas as combinagdes de
enxertia apresentaram reducdes nos teores deste ion, independentemente do estresse salino.
Sob estresse salino, os teores de Na® aumentaram em todos os Orgdos analisados,
independentemente do tipo de enxertia. A combinagdo de enxertia teve efeito significativo nas
folhas a 4,0 dS m™!, em que houve aumentos de 248, 269 e 456% nas enxertias BRS 265/BRS
265, BRS 265/CCP 06 e CCP 06/BRS 265, respectivamente. Ja as plantas CCP 06/CCP 06
apresentaram incrementos de 650%, em relagdo ao controle. Na relagdo Na*/K*, plantas CCP
06/CCP 06 ¢ CCP 06/BRS 265 tiveram aumentos similares a 2,0 e 4,0 dS m-!, nas folhas,
enquanto que as BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265 aumentaram com o incremento da
CEa. Nos caules, esta relagdo aumentou drasticamente com a salinidade, onde plantas BRS
265/CCP 06 a 4,0 dS m™! apresentaram valores 350% maiores que os do controle. J& nas
raizes, os menores valores, a 4,0 dS m™!, foram observados nas plantas BRS 265/CCP 06,
sugerindo uma compartimentagdo preferencial de Na* nos caules em relagdo aos demais
orgdos. De modo geral, os teores de carboidratos ou se mantiveram inalterados, ou foram
reduzidos pela salinidade, nos trés orgdos da planta. Os teores de prolina e de N-
aminossoliveis nas folhas e nos caules, por sua vez, aumentaram fortemente com a
salinidade, especialmente a 4,0 dS m™! e nas combina¢des BRS 265/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS
265. Nas raizes, as variagdes nesses teores dependeram da combinacdo de enxertia; os teores
de prolina aumentaram apenas nas combinagdes CCP 06/BRS 265 ¢ BRS 265/CCP 06, ao
passo que os de N-aminossoluveis, apenas nas plantas CCP 06/CCP 06 e BRS 265/CCP 06. A
salinidade causou aumentos e diminui¢cdes nas taxas de expressao de varias proteinas, sendo

que algumas desapareceram completamente e outras foram aparentemente sintetizadas de



novo nas plantas estressadas. No total, foram observados 347 spots com modulagdo
diferencial (indice de variagdo igual ou superior a 1,4 vezes), € 0 maior nimero de aumentos e
sintese de novo ocorreu nas plantas BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265. Na espectrometria
de massas, em que 151 spots foram analisados, foi possivel a identificacao de 128 proteinas
(85%), enquanto que 23 polipeptideos (15%) ndo foram encontradas nos bancos de dados
consultados. Das proteinas identificadas, 27,3% estdo envolvidas com o metabolismo
fotossintético; 25,0%, com o metabolismo energético/reserva; 13,3%, com as respostas a
estresses; 10,2%, com o metabolismo dos carboidratos; 7,0%, com o metabolismo secundario;
7,0%, com o metabolismo dos aminoécidos; 5,5%, com o metabolismo energético; 3,1%, com
0 metabolismo antioxidativo e 1,6%, relacionado a parte estrutural. Este trabalho mostra o
valor do uso combinado de estudos fisioldgicos e bioquimicos associados a andlise
protedmica, onde uma melhor relacao de evidéncias € obtida, € uma avaliacdo mais clara dos
mecanismos de aclimatagdo/tolerancia pode ser realizada. Entre as combinagdes de enxertia
estudadas, a que se mostrou mais tolerante aos sais foi a BRS 265/CCP 06, enquanto a menos

tolerante foi a CCP 06/CCP 06.

Palavras-chave: Anacardium occidentale L.; cajueiro ando precoce; enxertia; estresse salino;

protedmica; tolerancia a salinidade.



ABSTRACT
This study aimed to investigate the physiological and biochemical responses and elaborate a
protein profile of leaves of dwarf cashew plants (Anacardium occidentale L.) subjected to salt
stress. Four scion/rootstock combinations (CCP 06/CCP 06, CCP 06/BRS 265, BRS 265/CCP
06 and BRS 265/BRS 265) were grown in plastic pots with 7.0 L of soil. The plants were
irrigated by using water with electric conductivity (ECw) of 0.8 (control), 2.0 and 4.0 dS m".
After 60 days of treatment, we analyzed the variables of growth (leaf area, dry mass, and
scion and rootstock diameter), physiologic (gas exchange, water relative content, SPAD index
and chlorophyll fluorescence) and biochemical (antioxidant enzymes, organic and inorganic
solutes, and leaf protein profile), as well as identified e characterized the salt-stress responsive
proteins. In general, the data clearly showed that BRS 265/CCP 06 plants were less affected
by salinity, whereas CCP 06/CCP 06 plants were the most injured by salt stress. Salinity
significantly decreased the chlorophyll relative content in all scion/rootstocks combinations,
with the more conspicuous effects at 4.0 dS m™! in CCP 06/CCP 06 and CCP 06/BRS 265
plants. In addition, the highest chlorophyll content values were detected in the BRS 265/CCP
06 plants. The higher and lower salt tolerance of BRS 265/CCP 06 and CCP 06/CCP 06,
respectively, was correlated with alterations in the photosynthesis, transpiration, stomatal
conductance and Rubisco carboxylation efficiency. The photosystem II quantic efficiency was
reduced by 4.0 dS m! salinity, irrespective of scion/rootstock treatment, as compared to
control. Under salinity, a better performance of photosystem II was found in BRS 265/CCP
06 plants which was concordant with the better photosynthetic and growth rates. The leaf
superoxide dismutase (SOD) activity was little altered by studied treatments. On the other
hand, in roots, salt stress severely decreased the SOD activity, especially at 4.0 dS m™!, it
being less evident in the BRS 265/CCP 06 and BRS 265/BRS 265 combinations. The activity
of ascorbate peroxidase (APX) in the leaves was significantly reduced by salinity in different
scion/rootstocks treatments; however, under irrigation with saline water, the biggest APX
activity was registered in the plants BRS 265/CCP 06 and BRS 265/BRS 265. In roots, a
similar response was observed, except for salt-stressed BRS 265/BRS 265 plants, which
showed APX activity higher than the control. Interestingly, guaiacol peroxidase (GPX)
activity was detected only in roots and it was improved by salinity, except for BRS 265/BRS
265 plants. The CI" content improved by increasing the salts in the water irrigation, regardless
the plant organ and scion/rootstock combination. At 4.0 dS m!, CCP 06/CCP 06 plants
exhibited a massive accumulation of CI" in the leaves, showing the highest values of this ion

as compared by other treatments. The K* concentrations significantly vary as affected by all



analyzed treatments, except for leaves of BRS 265/BRS 265 combination. Reductions in leaf
K™ content by salinity in the irrigation water were detected only in BRS 265/CCP 06 plants. In
contrast, at salinity of 4.0 dS m!, CCP 06/CCP 06 and CCP 06/BRS 265 plants showed K*
content 35 and 84% higher than the control plants, respectively. In roots and stems, all
scion/rootstock combinations had their K* content decreased by salt stress, regardless of CE
in the irrigation water. In presence of salinity, Na* content increased in all plant organs,
irrespective of scion/rootstock treatment. Nonetheless, the highest improvements were
registered in the leaves, where BRS 265/BRS 265, BRS 265/CCP 06 and CCP 06/BRS 265
plants exhibited Na* content values 248, 269 and 456% bigger than the respective controls.
Surprisingly, the Na* content in salt-stressed CCP 06/CCP 06 plants was 650% higher than
the control. Although the leaf Na*/K* ratio had showed similar enhancement at 2.0 and 4.0 dS
m™!' in both CCP 06/CCP 06 and CCP 06/BRS 265 treatments, it was increased with the
increment of salinity in the irrigation water in BRS 265/CCP 06 and BRS 265/BRS 265
combinations. In stems, the Na*/K™ ratio drastically increased in high-salt stressed plants (4.0
dS m™), with values found in BRS 265/CCP 06 combination 350% greater than the control;
whereas in roots, these plants showed the lowest values of this ratio, suggesting a Na*
preferential accumulation mechanism in the stem. Carbohydrate content was little or not
altered by salinity. Conversely, proline and free amino acids contents strongly increased in
leaves and stems, mainly at 4.0 dS m™! in BRS 265/CCP 06 and BRS 265/BRS 265 plants;
and their content differentially change in roots as affected by scion/rootstock treatment.
Whereas the proline content improved in CCP 06/BRS 265 and BRS 265/CCP 06 plants, the
free amino acids increased exclusively in CCP 06/CCP 06 and BRS 265/CCP 06 ones. Salt
stress differentially altered the expression of several proteins, as well as promoted de novo
synthesis and deletion of some proteins. Herein, proteomic characterisation by two-
dimensional gel electrophoresis (2DE) showed 347 differentially expressed spots (p value <
0.05 and intensity % > 1.4-fold) by both salinity and scion/rootstock treatments. A total of
151 spots were analyzed by LC-ESI-MS/MS, but only 128 proteins (85%) were identified and
23 (15%) were not found in protein data banks. The identification of these spots indicated that
the major groups of differential proteins were associated with photosynthetic metabolism
(27.3%), reserve/energy metabolism (25%), response to stresses (13.3%), carbohydrate
metabolism (10.2%), secondary metabolism (7.0%), amino acids metabolism (7.0%), energy
metabolism (5.5%), antioxidant metabolism (3.1%) and structural (1.6%). Our research
evidences the impact of physiological and biochemical studies combined with proteomic

approach, revealing an efficient strategy to elucidate the mechanisms of salt stress



acclimation/tolerance. In conclusion, our data suggest that the combination of BRS 265 (as
scion) and CCP 06 (as rootstock) is more advantageous for the growth of dwarf cashew plants

under salt stress.

Keywords: Anacardium occidentale L.; dwarf cashew plants; grafting; salt stress; proteomic;

salt tolerance.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracterizacao do Problema

Entre os fatores abiodticos que limitam a produtividade das plantas, destaca-se a
salinidade no solo, a qual representa um dos mais sérios problemas para a agricultura mundial
(MUNNS, 2002; FLOWERS, 2004). Segundo estimativas da FAO (2015), aproximadamente
6% das terras em todo o mundo e 23% das terras cultivadas vém enfrentando problemas de
salinizagdo. Além disso, uma quantidade significativa de terras agricolas tem se tornado salina
devido a elevacdo das temperaturas climaticas e ao uso da irrigacdo (SZABOLCS, 1994). Em
2000, estimava-se que 19,5% das areas irrigadas em todo o mundo enfrentavam problemas de
salinidade, sendo esse percentual equivalente a 45 milhdes de hectares, e no Brasil, a
porcentagem dessas areas encontrava-se entre 20 e 25%, concentrado principalmente na
regido Nordeste (FAO, 2000).

A falta de dados recentes e confidveis sobre a salinizagdo do solo pode ser atribuida a
complexidade de monitoramento em nivel global, a caréncia de infraestrutura adequada em
diversos paises e as mudancas climaticas, que intensificam a evaporagado e alteram a dinamica
do solo. Além disso, a rapida evolugdo das praticas agricolas e o aumento das temperaturas
agravam o problema de salinizagdo, como apontado por Munns (2002) e Flowers (2004).
Segundo Szabolcs (1994), a salinizacdo ja era uma preocupacao crescente devido ao uso da
irrigacdo e ao aquecimento global. A FAO (2005) estimou que os prejuizos decorrentes da
salinizag@o induzida pela irrigagdo atingem US§$ 11 bilhdes por ano, refletindo a importancia
de um monitoramento mais preciso e atualizado.

Nos vegetais, o estresse salino pode causar perturbagdes no crescimento e
desenvolvimento das plantas, as quais ocorrem em fun¢do de seus componentes de natureza
ionica e/ou osmoética (GREENWAY; MUNNS, 1980; HASEGAWA et al., 2000). Dessa
forma, o excesso de sais nos solos pode alterar os processos fisioldogicos e bioquimicos da
planta, resultando em disturbios nas relagdes hidricas, alteragdes na absor¢ao e utilizacao de
nutrientes, além de acimulo de ions toxicos e seus respectivos efeitos (DIAS; BLANCO,
2010).

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) pertence a familia Anacardiaceae, sendo de
grande importancia econdmica para o Brasil, especialmente para a regido Nordeste, em

funcao do alto valor comercial e nutritivo de seus produtos. Ele ¢ considerado uma das mais
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importantes plantas cultivadas nos tropicos (CASTRO et al., 2011) e, principalmente, nas
regides semidridas. Além disso, constitui-se em uma excelente alternativa econOmica,
apresentando grande significado social em virtude da geracao de empregos no campo durante
a entressafra de culturas tradicionais como o milho, o feijao e o algodao, contribuindo, assim,
para a redu¢do do éxodo rural (CAVALCANTI et al., 2008; GUANZIROLI et al., 2009).

O cajueiro ando precoce ¢ moderadamente sensivel a salinidade (CARNEIRO et al,
2002; CARNEIRO et al., 2004; ABREU et al., 2008; ALVAREZ-PIZARRO el al., 2009).
Entretanto, o grau de tolerancia ao estresse salino depende de aspectos como o gendtipo, o
enxerto, o porta-enxerto, o estadio de desenvolvimento da planta, o tipo de sal e a forma de
imposic¢ao do estresse.

Partindo-se do principio que a cajucultura irrigada € uma alternativa promissora para o
Nordeste, que as fontes de dguas estdo se tornando cada vez mais escassas € que muitas das
fontes nessas regides sdo de aguas salobras, principalmente as provenientes de pogos ou de
acudes, torna-se necessario cuidados com o manejo dessas aguas ja que irrigacoes realizadas
de maneiras inadequadas podem provocar salinizagao dos solos e, dessa forma, prejuizos para
a cultura (MARQUES, 2009).

Nos ultimos anos, diversos estudos tém sido conduzidos com o intuito de esclarecer
as principais causas dos distirbios no crescimento e desenvolvimento das plantas, em
consequéncia do estresse salino. Nesse contexto, além de investigar os efeitos da salinidade
sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas, grande parte das pesquisas estd voltada
para elucidar mecanismos fisioldgicos e bioquimicos vinculados a tolerancia ou sensibilidade
ao estresse (WILLADINO et al, 1999) havendo pouca informacdo sobre os processos
moleculares basicos envolvidos na tolerancia dessa cultura a salinidade.

As respostas das plantas aos sais ¢ um fendmeno complexo e de dificil entendimento,
por resultar de modificagdes na expressdo de varios genes (HASEGAWA et al., 2000). E
estes, por sua vez, estdo associados com diversos processos fisiologicos e bioquimicos, bem
como nas alteragdes morfologicas e do desenvolvimento da planta (GREENWAY; MUNNS,
1980). Dessa forma, apesar de relevantes, estudos relacionados com a fisiologia e bioquimica
do estresse salino em plantas podem ndo ser suficientes para revelar a complexidade dos
mecanismos de tolerancia a salinidade.

A protedmica tem se mostrado uma ferramenta poderosa para elucidar mecanismos
de tolerancia de plantas a estresses ambientais, tais como o salino (VINCENT et al., 2007;
SHA VALLI KHAN et al., 2007). Empregando técnicas de eletroforese bidimensional (2D)

combinadas com espectrometria de massas, t€ém-se obtido éxito na investigacdo do perfil
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global da expressao de proteinas (WESTERMEIER; LOYLAND; ASBURY, 2002). Em trigo,
estudos protedmicos demonstraram que existem variagcdes consideraveis no perfil proteico de
folhas e raizes entre variedades intimamente relacionadas que apresentam tolerancia e
susceptibilidade ao estresse salino (OUERGHI et al., 2000; MAJOUL et al., 2000). Com isso,
mudangas especificas no perfil proteico, onde as fungdes bioldgicas estdo relacionadas com a
tolerancia ao estresse salino, podem ser observadas. Além disso, a analise protedmica oferece
a possibilidade de identificagdo e caracterizacdo funcional das proteinas diferencialmente
expressas pela salinidade (ABREU, 2012).

Embora diversos estudos tenham sido conduzidos com o intuito de investigar as
respostas de plantas de cajueiro ao estresse salino (CARNEIRO et al., 2002; CARNEIRO et
al., 2004; BEZERRA et al., 2007; ABREU et al, 2008; ALVAREZ-PIZARRO e/ al., 2009;
AMORIM et al., 2010; MARQUES et al., 2011; MARQUES et al., 2013), em sua grande
maioria, as pesquisas estdo voltadas para os campos fisiologicos e bioquimicos, existindo
pouca informagdo sobre os processos moleculares basicos envolvidos na tolerancia dessa
cultura a salinidade. Nesse cenario, destaca-se a importancia de estudos para elucidar o padrao
de expressao de proteinas em plantas submetidas a condigdes de estresse salino.

Em plantas de cajueiro pouco se sabe sobre as proteinas que sdo alteradas em
condigdes de estresse salino. Portanto, identificar as proteinas que sao alteradas em plantas de
cajueiro estressadas por sais, principalmente em diferentes clones, pode permitir o
entendimento das rotas de tolerancia que sdo ativadas nesta espécie. Estas informagdes,
juntamente com as analises fisioldgicas e bioquimicas poderiam nos fornecer respostas mais
esclarecedoras sobre os mecanismos de tolerancia a esse estresse abiotico.

Para uma melhor compreensao da fisiologia, bioquimica e metabolismo em plantas
de cajueiro sob estresse salino, o presente trabalho visou a obten¢do de informagdes sobre as
mudangas no perfil proteico e nos processos fisiologicos e bioquimicos de plantas de cajueiro
ando precoce enxertadas com quatro combinacdes enxerto/porta-enxerto (CCP 06/CCP 06,
CCP 06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS 265) devido ao estresse salino.
Baseando-se em uma abordagem protedmica comparativa entre as combinagdes de enxertia
juntamente com exposi¢do a niveis crescentes de sais, pretendeu-se identificar e caracterizar
as proteinas envolvidas com a tolerancia ao sal e correlaciona-las com as altera¢des ocorrentes
na fisiologia e bioquimica das plantas. Estes conhecimentos serdo valiosos para o
entendimento dos mecanismos moleculares que controlam as respostas a salinidade, os quais
poderdo fornecer uma importante contribuicdo para o desenvolvimento ou selecdo de plantas

melhor adaptadas a tais condigoes.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho visou obter informacdes sobre os aspectos fisiologicos e
bioquimicos, e elaborar um perfil proteico de folhas de plantas de cajueiro ando precoce
enxertadas com quatro combinagdes enxerto/porta-enxerto (CCP 06/CCP 06, CCP 06/BRS
265, BRS 265/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS 265) submetidas ao estresse salino, objetivando
identificar e caracterizar proteinas relacionadas aos mecanismos de aclimatagdo a este

estresse.
1.2.2 Objetivos especificos

Utilizando-se como material experimental dois clones de plantas de cajueiro ando
precoce, CCP 06 e BRS 265, com quatro combinagdes de enxertia e sob condi¢des de estresse
salino, objetivou-se especificamente:

. Mensurar o diametro do enxerto e do porta-enxerto, o comprimento do caule e
da raiz, nimero de folhas, area foliar, massa fresca e seca das folhas, caules e raizes das
plantas de cajueiro ando precoce;

. Determinar o teor relativo de dgua das plantas de cajueiro;

. Mensurar as trocas gasosas, os teores de clorofila e a fluorescéncia da clorofila
a em plantas de cajueiro;
. Investigar a atividade das enzimas antioxidantes SOD, APX e GPX de folhas e

raizes de plantas de cajueiro;

= Determinar os teores de K*, Na™ e Cl- em folhas, caules e raizes de plantas de
cajueiro;

. Mensurar os teores de carboidratos soluveis, N-aminossoluveis e prolina em
folhas, caules e raizes de plantas de cajueiro;

. Elaborar mapas protedmicos reprodutiveis e de alta qualidade para tecidos
foliares, avaliando as alteragcdes nos padrdes proteicos bidimensionais em concentragdes
crescentes de salinidade;

. Avaliar, identificar e comparar as proteinas diferencialmente expressas nos
tecidos foliares dos clones porta-enxertados decorrentes do aumento na intensidade do

estresse salino das plantas de cajueiro;
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. Classificar funcionalmente as proteinas identificadas por espectrometria de
massa e discutir a importancia delas para os processos de aclimatacao/adaptagdo das plantas a

salinidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura do cajueiro

O cajueiro ¢ uma angiosperma, dicotiledonea, pertencente a familia Anacardiaceae, a
qual ¢ constituida de 60 a 74 géneros e 400 a 600 espécies (BARROS et al., 1993). A espécie
Anacardium occidentale (L.), originaria do Brasil, ¢ uma das mais dispersas de seu género
(BARROS et al., 2002). E uma planta perene que atinge 8 a 15 m de altura no tipo comum e
ndo mais que 5 m, no tipo precoce (BARROS; CRISOSTOMO, 1995). Tais plantas sdo
predominantemente arvores e arbustos tropicais, subtropicais e trepadeiras, € encontram-se
dispersas em diversas regides no globo terrestre (FROTA; PARENTE, 1995; BARROS et al.,
2002).

O cultivo do cajueiro ¢ encontrado em quase todo o territério brasileiro, mas
concentra-se principalmente nas zonas costeiras do Nordeste, que apresenta a maior
diversidade cultivada de Anacardium occidentale (L.) (CRISOSTOMO et al., 2002).
Apresenta grande variabilidade para fins agroindustriais, como produgdo, peso do fruto, peso
da améndoa e peso do pedunculo, caracterizando um centro de diversidade da espécie
(BARROS, 1991).

Em funcdo de sua vasta drea cultivada, a cajucultura possui destaque no contexto
socioeconomico, pelo alto valor nutritivo e comercial de seus produtos, especialmente no
Nordeste, onde a cultura apresenta grande relevancia. Nesta regido do pais, segundo
estimativas de 2004, a cajucultura apresentava-se responsavel pela geracao de emprego para
37.500 pessoas no ambito rural e 15.000 pessoas nas industrias de beneficiamento de
castanha, que resultavam no beneficiamento de aproximadamente 280 mil toneladas por ano
(OLIVEIRA, 2004). Dentre os principais produtos da cajucultura, destacam-se a producao de
sucos, sorvetes, doces, licor, mel, geléias, cajuina, refrigerantes gaseificados e aguardentes,
bem como o pedunculo in natura (PAIVA; BARROS, 2004).

A produtividade do cajueiro se tornou ainda mais expressiva, na regido Nordeste,
apos o surgimento da variedade “ando precoce”, que vem substituindo o cajueiro comum. Esta
variedade além de proporcionar maior produtividade, uniformidade da castanha e do
pedunculo, em func¢do de seu porte baixo, também facilita a colheita e a conducdo dos
pomares. Todos esses fatores levaram a uma maior exploragdo comercial e contribuiram para
o aumento da area plantada (BARROS; CRISOSTOMO, 1995; OLIVEIRA et al., 2002;
ROSSETTI; AQUINO, 2002). Neste cenario, a cajucultura se tornou extremamente
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importante para o semidrido nordestino, pois a geragdo de empregos no campo ocorre
predominantemente na entressafra das culturas tradicionais, como milho, feijao e algodao,
reduzindo, assim, o €xodo rural (CAVALCANTI et al., 2008; GUANZIROLI et al., 2009).

Em 2011, o estado do Ceara se destacou como o maior produtor de castanha de caju
da regido Nordeste, seguido do Rio Grande do Norte e Piaui. Nesse periodo, foi registrada
uma area plantada de mais de 768.000 hectares e producdo de mais de 229 mil toneladas. Em
virtude da imensa produgdo, a castanha de caju se tornou o segundo maior produto exportado
pelo Ceara, ficando atras somente da confeccdo de calgados (IBGE, 2011). Os Estados
Unidos, Holanda e Canadé sdo os principais mercados consumidores da améndoa brasileira,
sendo responsaveis por cerca de 70% das importagdes em 2012, onde as exportagdes de
castanha nacional chegaram a marca de 222 milhdes de dolares (SECEX-MDIC, 2012).

As plantas de cajueiro sdo consideradas moderadamente sensiveis a salinidade
(CARNEIRO et al., 2002; CARNEIRO et al., 2004; ABREU et al., 2008; ALVAREZ-
PIZARRO el al., 2009), o que tem gerado preocupacdes para o cultivo dessa cultura no
Nordeste. Nessa regido, a utilizacdo da irrigagdo na cultura do caju ¢ uma alternativa
promissora, entretanto, as fontes de 4guas estdo se tornando cada vez mais escassas € muitos
dos recursos hidricos sdo ou vém se tornando salinos, principalmente os provenientes de
pocos ou acgudes. Adicionalmente, o manejo inadequado das fontes hidricas pode provocar

salinizagdo dos solos e, assim, resultar em prejuizos para a cultura (MARQUES, 2009).

2.2 Enxertia

Enxertia ¢ a arte de unir partes de duas plantas, o enxerto e o porta-enxerto,
geralmente da mesma espécie (TOMAZ et al., 2006). Na combinagdo enxerto/porta-enxerto
deve existir um equilibrio fisiolégico ou grau de afinidade entre ambas as partes de tal
maneira que influencie o crescimento e a producao da nova planta (GONCALVES, 1996). Tal
equilibrio resulta de varios mecanismos de reciprocidade entre o enxerto € o porta-enxerto,
onde envolve absorc¢do e translocagdo de agua e nutrientes e fatores enddgenos de crescimento
(HARTMANN; KESTER, 1990). Porta-enxertos mais vigorosos geralmente exibem alta
capacidade de absor¢do e translocagdo de agua e nutrientes, bem como maior producdo de
substancias estimuladoras de crescimento, o que pode favorecer o desempenho da copa
(TOMAZ et al., 20006).

Na maioria das espécies, combinacdes de enxertia podem resultar em alteragdes
fisioldgicas nas mudas, principalmente nas relagcdes hidricas e nas trocas gasosas, as quais

podem levar a adaptagdo/aclimatacdo das plantas a diferentes condigdes ambientais
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estressantes (CASTLE et al., 1989; MATOS et al., 2003). Em plantios comerciais, técnicas de
enxertia podem ser utilizadas para diversos fins, como maior rendimento na producdo de
plantas, aquisicdo de mudas de qualidade com crescimento uniforme, antecipacao do inicio da
produgdo, assim como na sele¢do de plantas que sejam tolerantes a problemas edafoclimaticos
e/ou fitossanitarios (CAVALCANTE, 2009).

Varios estudos tém sido conduzidos com o intuito de avaliar e/ou obter combinagdes
de enxerto/porta enxerto, para a cultura do caju, que apresentem melhores respostas a diversos
tipos de estresses, tanto bidtico quanto abidtico, tais como salinidade (BEZERRA, et al.,
2002; MATOS et al., 2003; FERREIRA-SILVA et al., 2009), déficit hidrico (MATOS et al.,
2003) e patologias (CARDOSO et al., 2010). Dentre os gendtipos de cajueiro utilizados na
agricultura, pode-se citar os clones CCP 76, CCP 09, EMBRAPA 51, BRS 189, BRS 226 ¢
BRS 265, que sao explorados comercialmente em maior intensidade para copa (BARROS et
al., 2002; PAIVA et al., 2002; PAIVA; BARROS, 2004), e o clone CCP 06, que ¢ utilizado
como porta-enxerto devido as suas caracteristicas agrondmicas superiores, especialmente sua
alta resisténcia a estresses abidticos, como salinidade e déficit hidrico, e bidticos, como
diversas patologias (CAVALCANTI et al., 2000). Além disso, o CCP 06 apresenta robustez e
vigor que o tornam adequado para condi¢gdes adversas, além de ser altamente compativel com
os principais clones comerciais de copa, como CCP 76, CCP 09 e BRS 189. Essa combinagao
de resisténcia e compatibilidade justifica sua predominancia como porta-enxerto em
programas de melhoramento e na producdo comercial de cajueiro, promovendo um
desenvolvimento mais vigoroso e produtivo nas combinagdes enxerto/porta-enxerto

(CAVALCANTI et al., 2000).

2.3 Salinizacao dos solos

O solo ¢ considerado salino quando apresenta condutividade elétrica (CEa) do extrato
de saturagdo igual ou superior a 4 dS m’!, o que equivale a 40 mM de NaCl, e ¢ caracterizado
por apresentar altas concentragdes de sais soltiveis (USDA-ARS, 2008). Contudo, a maioria
das culturas ja apresenta efeitos negativos no crescimento e desenvolvimento quando
cultivada em solos como CEa igual ou superior a 3,0 dS m’' (CHINNUSAMY;
JAGENDOREF; ZHU, 2005).

O actmulo de sais nos solos pode ocorrer tanto por origem natural como por
antropogenia. Embora ocorra naturalmente em diversas regides, a salinizacdo dos solos ¢ mais
frequente nas regides aridas e semidridas (FERNANDES ef al., 2010). Por outro lado, em

diversas areas de cultivo, a salinizacdo antropogénica ocorre pela acdo do homem, através da
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adocdo de praticas agricolas inadequadas (SOUZA et al., 2015). No Nordeste, as condigdes
climaticas sdo bastante varidveis, como altas taxas de evaporagdo e irregularidades nas taxas
de precipitacdo, resultando na escassez de 4gua na maior parte dos meses do ano (QUEIROZ
etal.,2010).

Devido a escassez de dgua, os agricultores do Nordeste brasileiro t¢ém empregado, na
irrigacdo, o uso de agua com elevadas concentragdes de sais, um tipo de manejo que
compromete a qualidade desse recurso e do préprio solo e, consequentemente, agrava
severamente as praticas agricolas (NEVES et al. 2009). O problema se torna ainda mais
preocupante devido a ocorréncia de solos com carater sodico e solddico, que tem tornado
parte dos solos inadequada para o cultivo da maioria das espécies agricultdveis, culminando
no abandono das terras (RIBEIRO; FREIRE; MONTENEGRO, 2003; FERREIRA et al.,
2007). Evidéncias disso ¢ que, em 2002, a estimativa da area salinizada no Nordeste era
superior a nove milhdes de hectares, localizada principalmente no Poligono das Secas, e ¢
provavel que esse numero tenha alcangado valores muito maiores atualmente (MIRANDA et

al., 2002).

2.4 Aspectos gerais do estresse salino no crescimento e desenvolvimento da planta

O termo estresse ¢ definido como qualquer mudanga nas condigdes 6timas de um ser
vivo, que leva a alteracdes em todos os seus niveis funcionais, limitando o seu
desenvolvimento e reduzindo suas possibilidades de sobrevivéncia (LARCHER, 2000; TAIZ;
ZEIGER, 2013). Em seu habitat natural, as plantas estdo sujeitas a condi¢des de estresses
ambientais, os quais podem ser causados por fatores bidticos ou abioticos (LARCHER, 2000).
Os estresses abioticos podem ser ocasionados por inimeros fatores, tais como radiacao
ultravioleta (GAO; ZHANG, 2008), metais pesados (SMEETS et al., 2009), seca (SIMOVA-
STOILOVA et al., 2009), frio (BEVILACQUA et al., 2015), altas temperaturas (FERREIRA-
SILVA, 2008) e salinidade (COELHO et al., 2014).

A salinidade ¢ um dos estresses abidticos que mais afeta a producdo agricola e a
distribui¢do geografica de culturas de grande importancia. A principio, altas concentragdes de
sais no ambiente radicular reduz o potencial osmotico da solugdo do solo e, desta forma,
restringe a capacidade de absor¢do de agua e, consequentemente, o crescimento das plantas
(PRISCO; GOMES-FILHO, 2010). Mais tardiamente, os sais absorvidos (principalmente Na*
e CI) podem se acumular e alcancar niveis de toxicidade para plantas, afetando processos

fisiolégicos e bioquimicos e promovendo redugdes no crescimento (MUNNS, 2002).
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Apos absorvidos pelas plantas, os ions toxicos podem ser translocados para as folhas,
pelo fluxo transpiratorio, onde se acumulam em altas concentragdes. O aciimulo de cloreto e
sodio no protoplasma causa varios disturbios, afetando a cadeia respiratéria, a
fotofosforilagdo, a assimilacdo de nitrogénio e o metabolismo das proteinas (MUNNS, 2002).
Dentre os processos afetados pelo excesso de sais nas plantas, destacam-se a sintese de
proteinas, o metabolismo dos lipidios e a fotossintese (BEZERRA et al., 2003).

O nivel com que a salinidade ira afetar as plantas vai depender de fatores intrinsecos
ao individuo (espécie, cultivar e estadio fenoldgico), fatores relacionados ao estresse (tipo e
concentragdo do sal, tempo de exposi¢do aos sais e modo de aplicagdo) e fatores ambientais
(granulometria do solo, composi¢ao i0nica, luz, temperatura e umidade relativa do ar), bem
como da interacdo entre eles (GREENWAY; MUNNS, 1980; MUNNS; TERMAAT, 1986;
SHANNON; GRIEVE, 1999; BRAY; BAILEY-SERRES; WERETILNYK, 2000).

Diversos estudos demonstraram que o estresse salino afeta a absor¢do e a assimilacao
de varios nutrientes essenciais (KANT et al., 2007; CARILLO et al., 2008), e que o acimulo
excessivo de ions nos tecidos, especialmente nas folhas velhas, causa injurias na planta e,
possivelmente, a sua morte. Os efeitos negativos da toxicidade i6nica podem ser decorrentes
da capacidade limitada das células para compartimentalizar os ions toxicos no vacuolo, o que
gera altas concentragdes no citosol, bem como em algumas organelas, e interfere severamente
nos processos metabolicos citados anteriormente (MUNNS, 2002, 2005). Tal processo tem
sido citado como o principal motivo para os decréscimos na produtividade da maioria das
espécies cultivadas sob condigdes de estresse salino.

Enquanto algumas espécies apresentam elevada tolerancia a salinidade (haldfitas),
outras sdo altamente susceptiveis (glicofitas), sendo que a maioria das espécies cultivadas tem
seu crescimento inibido ou retardado pela salinidade, mesmo em baixas concentracdes de sais
(GREENWAY; MUNNS, 1980; CHINNUSAMY; JAGENDORF; ZHU, 2005;
YAMAGUCHI; BLUMWALD, 2005). As halofitas desenvolveram mecanismos adaptativos
(tolerancia ao aciimulo de sais e glandulas de sal), no decorrer da evolugdo, que as tornaram
mais eficientes em habitar solos salinos. J4 as glicofitas ndo desenvolveram tais mecanismos e
apresentam maior sensibilidade a salinidade (GREENWAY; MUNNS, 1980; PARDO;
QUINTERO, 2002).

2.5 Salinidade versus trocas gasosas

A fotossintese ¢ um dos principais processos fisiologicos afetados pelo estresse salino.

Os efeitos deletérios iniciais da salinidade podem ser decorrentes de fatores estomaticos, pela
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reducdo da disponibilidade de CO», como consequéncia da limitagdo da difusdo estomatica e
mesofilica (BRUGNOLI; LAUTERI, 1991; FLEXAS et al., 2004). Com o aumento da
exposi¢ao aos sais, a salinidade afeta a fotossintese por fatores ndo estomaticos, pela reducao
do conteudo total de clorofila, do transporte de elétrons nos cloroplastos e, consequentemente,
por implica¢des na eficiéncia da maquinaria fotossintética (YAN et al., 2012). Tais efeitos sdo
resultantes do aciimulo dos ions Na* e/ou Cl nos cloroplastos, que alteram negativamente os
processos bioquimicos e fotoquimicos envolvidos na fotossintese (PLAUT, 1995;
CHARTZOULAKIS et al., 2002; PARIDA; DAS; MITTRA, 2003; AZEVEDO NETO et al.,
2004; HUANG et al., 2012; ROMERO-ARANDA; SORIA; CUARTERO, 2001).

Os pigmentos fotossintéticos sdo bons indicadores do nivel de estresse nas plantas
(HENDRY; PRICE, 1993), desta forma, seus teores sdo constantemente monitorados ao longo
do periodo de estresse, por meio de estimativas da concentragdo de clorofila (PESTANA et
al., 2001). Com a degradacdao dos pigmentos fotossintéticos, a energia absorvida excede a
energia assimilada e este desbalango pode intensificar a producdo de ROS e a fotoinibi¢dao. A
fotoinibicao se origina de disturbios no transporte de elétrons através da CTE nos tilacdides
do cloroplasto, que sdo ocasionados principalmente por danos no fotossistema II (PSII),
reduzindo sua eficiéncia fotoquimica para receber e transportar elétrons (BAKER, 2008).

Estudos voltados para as trocas gasosas de plantas frutiferas tém sido intensificados
nos ultimos anos, avaliando-se os processos de fixacdo de CO,, transpiragdo e condutincia
estomatica (GULZAR; KHAN; UNGAR, 2003). Dentre as principais culturas tropicais
estudadas, destacam-se o cajueiro, goiabeira, caramboleira, cupuaguzeiro, entre outras
(NOGUEIRA; MORAES; BURITY, 2000). Na maioria dos estudos, plantas de cajueiro anao
precoce apresentaram reducdes drasticas nas taxas de fotossintese (4), condutancia estomatica
(gs) e transpiracdo (E) quando expostas ao estresse salino (BEZERRA et al., 2003;
BEZERRA et al., 2005; SOUSA et al., 2010); contudo, Amorim et al. (2010) reportaram que
plantas adultas de cajueiro ando precoce, cultivadas em condi¢cdes de campo, ndo
apresentaram alteragOes drasticas nos parametros de trocas gasosas (4, E e gs) em fungao do
aumento da salinidade.

A fluorescéncia da clorofila a tem se tornado um ponto central para a avaliagdo dos
efeitos de estresses ambientais sobre a eficiéncia fotoquimica do aparato fotossintético
(KALAIJI et al., 2011). A selecao de espécies de plantas que apresentam maior tolerancia a
salinidade, utilizando a abordagem da fluorescéncia da clorofila a, tem se revelado uma

estratégia eficaz para avaliar a resposta das plantas a condigdes de estresse salino.
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De acordo com Azevedo-Neto ef al. (2011), essa técnica permite a mensuragdo da
eficiéncia fotoquimica do aparato fotossintético de forma ndo destrutiva, fornecendo
informacdes sobre a satde das plantas sob estresse. Além disso, Glynn, Fraser e Gillian
(2003) destacam que a fluorescéncia da clorofila a ¢ instrumental na identificacdo de
gendtipos que se sobressaem pela resisténcia a salinidade, possibilitando a selegdo de
variedades que otimizam sua produ¢do de energia mesmo em solos salinos. Por exemplo, essa
abordagem tem sido utilizada para identificar variedades de arroz, como "IR64", que mantém
a eficiéncia fotossintética sob estresse salino (ISMAIL; HORIE, 2009), e variedades de
cevada, como "Tadorna", que demonstraram maior tolerdncia a salinidade (MUNNS;
TESTER, 2008). Além disso, hibridos de milho, como "Pioneer 30F35", mostraram
capacidade de manutencdo da fotossintese em condigdes salinas (ZHANG et al., 2012). No
caso do cajueiro, o clone "CCP 06" se destaca por sua eficiéncia fotossintética em ambientes
salinos (CAVALCANTI et al., 2000).

Essa abordagem nao apenas facilita a identificagdo de cultivares mais adaptadas, mas
também contribui para o entendimento dos mecanismos fisiologicos utilizados pelas plantas
para lidar com a salinidade, promovendo avangos no melhoramento genético e na selegdo de
culturas mais resilientes a condi¢des adversas. Tal ferramenta se torna extremamente util, uma
vez que medidas simultaneas de fluorescéncia da clorofila a e de trocas gasosas possibilitam
conhecimentos mais claros sobre dos efeitos da salinidade sobre o aparato fotossintético
durante o crescimento e desenvolvimento vegetal (BACARIN; MOSQUIN, 2002; ABREU,
2012).

2.6 Salinidade e estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produtos do metabolismo normal das
células, porém os desajustes metabolicos da cadeia transportadora de elétrons na mitocondria
e cloroplastos, causados pelo excesso de sais, resultam numa produgdo excessiva delas
(MITTLER et al., 2011). O estresse salino induz a superprodugdao de ROS, as quais sdo
prejudiciais para as células das plantas quando em concentragdes elevadas de sais, causando
danos oxidativos a membranas celulares e varias moléculas biologicas (PANG; WANG,
2008). As ROS compreendem tanto radicais livres (radical superdxido - “O»; radical hidroxil -
‘OH; radical hidroperoxido - HO%; e radical alcoxil - RO") quanto formas moleculares
(peroxido de hidrogénio - H»O»; e oxigénio singleto - '02) (GILL; TUTEJA, 2010). Os
principais sitios de producdo das ROS em plantas submetidas ao estresse sdo os cloroplastos,

os peroxissomos e as mitocondrias (OLIVEIRA et al., 2013).
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Nos cloroplastos, durante a fotossintese, o O» produzido pode atrair os elétrons que
sdo carreados na cadeia transportadora de elétrons (CTE) do cloroplasto, formando o ‘O, este
¢ rapidamente convertido a H>O» pela dismutase do superoxido (SOD) (GECHEV et al.,
2006).

Os peroxissomos, provavelmente, sdo os principais locais de formagdo de H>O>. Ha
pelo menos dois sitios de produgdo de H>O2 nos peroxissomos das plantas, um na matriz da
organela, catalisado pela enzima oxidase da xantina (XOD), que catalisa a conversao da
xantina ou hipoxantina em acido turico e ‘O, €, o segundo, na membrana do peroxissomos,
onde ocorre uma pequena CTE composta por uma flavoproteina NADH e Cyt b (DEL RIO et
al., 2002).

Nas mitocondrias, pode haver producao em excesso de H>O» através da respiragdo
(NOCTOR; DE PAEPE; FOYER, 2007). A principal fonte de geracdo de ROS nessa organela
¢ a CTE mitocondrial, a qual possui elétrons com energia livre suficiente para reduzir
diretamente o O». Os locais de producao de "O sdo os complexos I e Il da CTE mitocondrial,
moléculas que sdo posteriormente reduzidas a H>O., pela SOD (RHOADS et al., 2006;
NOCTOR; DE PAEPE; FOYER, 2007). O H,O; sintetizado pode reagir na presenga de Fe**
ou Cu?" (Reagdo de Fenton), resultando na formag¢do de radicais ‘OH, que podem reagir com
acidos nucleicos e proteinas, gerando danos oxidativos as células (GRENE, 2002; SHARMA
etal., 2012).

Para evitar os efeitos toxicos das ROS, as plantas desenvolveram um sistema
antioxidativo complexo, que compreende tanto componentes enzimaticos como nao
enzimaticos (ABOGADALLAH, 2010; OLIVEIRA, 2013). O sistema antioxidativo
enzimatico ¢ compostos pelas enzimas SOD (E.C. 1.15.1.1), catalase (CAT; E.C. 1.11.1.6),
peroxidase do ascorbato (APX; E.C. 1.11.1.11), peroxidase do guaiacol (GPX; E.C. 1.11.1.7)
e peroxirredoxina (PrxR; E.C. 1.11.1.15) (MITTLER et al., 2004). J& o sistema antioxidante
ndo enzimatico inclui moléculas organicas como o 4acido ascérbico, glutationa (GSH), a-

tocoferol, carotenoides e flavonoides (GILL; TUTEJA, 2010).

2.7 Salinidade e ajustamento osmotico

O ajustamento osmotico € o processo pelo qual o potencial osmético € reduzido, em
resposta ao acumulo de solutos organicos e inorganicos, resultando na diminui¢do do
potencial hidrico, sem que ocorram redugdes na turgescéncia celular. Este processo tem a
finalidade de manter a absor¢do de adgua pelas plantas, sendo um mecanismo de defesa contra

diversos estresses ambientais (LARCHER, 2000; MELONI et al., 2004).
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O ajustamento osmotico pode contribuir para a manutengdo de processos fisiologicos
importantes, como a abertura estomatica, expansdo celular e fotossintese (NEUMANN;
VOLKENBURGH; CLELAND, 1988). Em geral, os solutos organicos € inorganicos sao
acumulados no citosol e/ou no vacuolo, equilibrando desta forma o potencial osmotico e
hidrico das células. Os solutos organicos, em sua grande maioria, sdo carboidratos soluveis,
alcoois, N-aminossoluveis, sais sulfonicos terciarios e sais de amdnio quaternarios (ASHRAF;
HARRIS, 2004; AZEVEDO-NETO et al., 2004). O acumulo de ions inorganicos, como Na*,
K* e CI', também tem sido bastante reportado para plantas sob estresse salino (ABREU et al.,
2008; MARQUES et al., 2011; FEIJAO et al., 2013).

O ajustamento osmotico varia conforme a espécie, cultivares de uma mesma espécie,
orgados e tecidos de uma mesma planta e at€¢ mesmo entre os diferentes compartimentos de
uma célula (MUNNS, 2002). Além disso, o acumulo desses solutos inorganicos deve ser
restrita ao vactolo ou, do contrario, pode causar intumescimento do protoplasma, afetar
atividades enzimaticas, causar alteracdes quantitativas e qualitativas no metabolismo;
resultando em baixa produgao de energia, distirbios na assimilagao do nitrogénio e alteracdes
no padrdo de aminoacidos e no metabolismo das proteinas (ARAUJO, 2013).

A prolina é um aminodcido, que pode atuar na osmorregulagdo de plantas sob estresse,
que tem recebido maior atencdo pelos pesquisadores. Seu acumulo ¢ induzido por uma
variedade de estresses, tanto bidticos como abiodticos, e sua homeostase ¢ controlada pela
biossintese e/ou diminui¢ao na sua oxidagao (HARE; CRESS, 1997; HARE; CRESS; VAN
STADEN, 1999; KUMAR; REDDY; SUDHAKAR, 2003). Embora ainda haja controvérsias,
varios estudos tém proposto que o acimulo de prolina em tecidos vegetais de plantas ¢ um
importante mecanismo de tolerancia ao estresse salino. Tais pesquisas demonstraram que,
além de estar relacionado com o ajustamento osmético, este aminoacido pode contribuir para
a estabilizacdo de membranas e proteinas, atuar na sinalizacdo celular, promover a eliminagao
de radicais livres, participar do equilibrio de oxirredugdo e na inducao da expressao de genes

(ASHRAF; HARRIS, 2004).

2.8 Protedmica de plantas sob estresse salino

O termo “protedmica” foi empregado pela primeira vez na década de 90 (WILKINS et
al., 1996) e durante os ultimos anos vem se destacando nas pesquisas cientificas. A
protedmica fornece um perfil global das proteinas dos mais diversos sistemas biologicos,
além de permitir a caracterizagdo e analise de suas modificagcdes em resposta as perturbagoes

ambientais, oferecendo detalhes sobre o perfil, a quantificacdo, as modificacdes pos-
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traducionais e as interagdes proteina-proteina (BAGINSKY, 2009; VANDERSCHUREN et
al., 2013). Nos ultimos anos, a analise da populagdo de proteinas expressas (proteoma) tem se
tornado uma ferramenta promissora para o entendimento das fun¢des das proteinas e da
modulagdo de genes responsaveis pelos processos de adaptacdo das plantas aos estresses
ambientais (RAMPITSCH; SRINIVASAN, 20006).

Nos ultimos anos, com o advento das técnicas de separacao de proteinas por
eletroforese 2D e identificagdo por espectrometria de massas, a protedmica tem avangado
consideravelmente (WESTERMEIER; LOYLAND; ASBURY, 2002). A principio, a
protedmica foi largamente utilizada em estudos qualitativos, caracterizando o perfil proteico
das proteinas dos mais diversos tecidos e organelas pelo método de eletroforese em gel de
poliacrilamida bidimensional (2D-PAGE). No entanto, com o desenvolvimento da
espectrometria de massas e de andlises de alto rendimento, foi possivel empregar a
protedmica em estudos quantitativos (SCHULZE; USADEL, 2010; RABILLOUD:;
LELONG; 2011). Em conjunto, essas técnicas sdo primordiais em todo estudo protedmico,
principalmente naqueles que empregam uma abordagem comparativa com o proposito de
caracterizar as diferengas no proteoma ocasionadas por diferentes estimulos; como mudangas
no estadio de desenvolvimento e/ou estresses ambientais (ABREU, 2012).

Um conjunto de proteinas separadas no gel 2D resulta em um mapa protedmico, onde
pode-se identificar a superexpressao ou a inibicao da expressao de proteinas fisiologicamente
importantes nas condi¢des analisadas, pois, como se sabe, nem todas as proteinas sdo
expressas simultaneamente nos sistemas vivos (MESQUITA, 2010). Apds eletroforese 2D, as
proteinas identificadas como diferencialmente expressas sao analisadas por espectrometria de
massas, através de equipamentos como o do tipo MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization - Time-of-flight). O grupo de massas moleculares, adquirido a partir do
espectrometro de massas, ¢ alinhado contra bancos de proteinas traduzidas e clivadas in silico
ou contra bancos peptidicos (mass-fingerprinting) disponiveis mundialmente, tais como
NCBI-nr (National Center for Biotechnology Information - non redundant) (RAMPITSCH;
SRINIVASAN, 2006; SHEVCHENKO et al., 2001).

A protedmica tem se tornado uma ferramenta util no melhoramento genético de
plantas, uma vez que proporciona a identificacio de proteinas responsivas a condigdes
ambientais adversas. Nesse sentido, os recentes avangos na protedmica tém possibilitado o
estudo de processos biologicos dindmicos em um organismo sob determinada condigdo,
proporcionando o mapeamento de rotas metabdlicas e a identificacdo de novos genes alvos

que podem ser usados na manipulacao genética (PANDEY; MANN, 2000; PATTERSON;
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AEBERSOLD, 2003). Assim, a protedmica tem fornecido bases moleculares para a
descoberta de novos marcadores moleculares relacionados a estresses abidticos (como seca,
temperatura e salinidade) e bidticos (como doencas e pragas) (KONISHI; ISHIGURO;
KOMATSU, 2001; SULE et al., 2004; DANI et al., 2005).

A selecdo dos spots proteicos para espectrometria de massas (MS) ¢ realizada com
base em critérios que garantem a identificagdo precisa das proteinas de interesse,
especialmente aquelas diferencialmente expressas entre os tratamentos € o controle. O
processo de selecdo ocorre apos a analise bidimensional do perfil proteico e envolve a escolha
de spots que apresentem variagdes significativas em sua expressdo. Essas variagcdes podem
incluir o aumento ou diminui¢do do volume relativo da proteina, assim como o aparecimento
ou desaparecimento de spots em resposta as condi¢des experimentais, como estresse salino ou
outro fator (SHEN et al., 2002).

A razdo principal para a selecdo de spots para MS ¢ a identificacdo de proteinas que
desempenham papéis chave na resposta ao tratamento experimental. Proteinas que surgem
exclusivamente ap0s a aplicagdo de um tratamento ou que demonstram mudancgas expressivas
em sua abundancia, em comparacdo ao controle, sdo indicativas de um envolvimento direto
em processos adaptativos ou de resposta ao estresse. Portanto, essas proteinas sdo
selecionadas para serem analisadas por MS com o objetivo de determinar sua composicao
peptidica e identificar suas fungdes bioldgicas e metabolicas (RABILLOUD, 1997)..

Além disso, a selecdo cuidadosa de spots minimiza o risco de analisar proteinas que
possam nao ter relevancia bioldgica para a condi¢do estudada, ou que estejam envolvidas em
processos ndo relacionados ao experimento. Dessa forma, o foco recai sobre proteinas que
apresentam um papel diferencial comprovado, com base em andlises estatisticas robustas,
como ANOVA (p < 0,05), que confirmam a significAncia das alteragdes nos volumes dos
spots entre os tratamentos (RABILLOUD, 1997). Essa abordagem também permite a
identificacdo de proteinas que sdao potenciais biomarcadores de estresse ou adaptagao,
facilitando a compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos.

Por fim, a andlise dos spots selecionados por MS proporciona informagdes detalhadas
sobre a massa molecular e o ponto isoelétrico das proteinas, que sdo comparados aos dados
tedricos para confirmagdo da identificacdo. Esse processo garante a precisdo dos resultados e
contribui para a validacdo dos achados no contexto do estudo das respostas fisiologicas ou
metabolicas ao tratamento aplicado (RABILLOUD, 1997) .

Como descrito anteriormente, a resposta das plantas a estresses ambientais ocorre em

varios niveis moleculares e ¢ de natureza multigénica. Este fendmeno inicia-se com a
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percepcao do sinal, seguida pela ativagdo de genes especificos e finaliza com a codificagdo de
proteinas que atuam na prote¢do das células/organismo contra os efeitos adversos do estresse
(ZHU, 2001; SAIRAM; TYAGTI, 2004). Levando em consideracdo que as proteinas sdo as
moléculas biologicamente ativas na defesa das plantas, recentemente, varios pesquisadores
vém utilizando a abordagem protedmica para estudar as alteragdes no perfil proteico de
plantas expostas a salinidade, como reportado em gergelim (Sesamum indicum; GEHLOT;
PUROHIT; SHEKHAWAT, 2005), arroz (Oryza sativa; SALEKDEH et al., 2002), trigo
(Triticum durum; CARUSO et al., 2008) e feijao (Vigna unguiculata; ABREU et al., 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e condi¢des gerais de cultivo

O presente experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e as andlises fisioldgicas
e bioquimicas foram realizadas nos Laboratorios de Fisiologia Vegetal 1 e 2 do Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceard (UFC). Para a
realizacdo deste experimento foram utilizados dois clones de cajueiro ando precoce
enxertados com quatro combinagdes enxerto/porta-enxerto, sendo: CCP 06/CCP 06, CCP
06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS 265 (Figura 1).

Figura 1 — Visdo geral do experimento conduzido em casa de vegetagdo com dois clones de cajueiro ando
precoce porta-enxertados, com quatro combinagdes enxerto/porta-enxerto, sendo CCP 06/CCP 06, CCP 06/BRS
265, BRS 265/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS 265, e trés tratamentos salinos, um tratamento controle (dgua destilada) e
dois tratamentos com solugdes salinas com condutividades elétricas (CEa) de 2,0 € 4,0 dS m™..

As mudas dos clones foram provenientes do Campo Experimental da EMBRAPA
Agroindustria Tropical, localizado em Pacajus, Ceara-Brasil. As mudas enxertadas, com
aproximadamente trés meses de idade, foram transplantadas para vasos contendo 7 litros de
areia (solo). Os vasos plasticos utilizados possuiam um volume de 9 litros e foram furados na
base para drenagem. Para o preparo do solo, este foi submetido a lavagens sucessivas, sendo

realizadas em pequenas porgdes, para a retirada de impurezas e reduzir o seu indice salino; as
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primeiras oito lavagens, foram feitas cada uma com 1,0 L de é4gua do sistema de
abastecimento local e as duas ultimas, cada uma com 0,5 L de 4gua destilada. Para
manuten¢do dos clones foi aplicada solucao nutritiva de Hoagland (HOAGLAND; ARNON,
1950) e agua destilada em dias alternados por um periodo de dez dias apos o transplantio para
o estabelecimento das mudas. Apoés esse periodo foram iniciados os tratamentos que
consistiram de irrigagdo com agua destilada (controle) e solucdes salinas com condutividades
elétricas (CEa) de 2,0 € 4,0 dS m".

As plantas foram irrigadas todos os dias, ao final da tarde, por um periodo de 60 dias,
fornecendo-se, manualmente, 250 mL de solucdo salina ou agua destilada, por vaso, para cada
um dos respectivos tratamentos, visando possibilitar uma drenagem de aproximadamente 20%
de volume de lixiviacdo. Além disso, uma vez por semana as plantas foram irrigadas com
solugdo nutritiva ao invés de dgua destilada ou solucdo salina. Os sais utilizados para a
preparagdo das solugdes salinas foram NaCl, CaCl>.2H>O e MgCl,.6H>0, na proporcao de
7:2:1, relacao esta predominante nas principais fontes de agua disponiveis para irrigacao no
Nordeste brasileiro, conforme Medeiros (1992), obedecendo-se a relacdo entre CEa e a
concentragdo dos sais de 1 mmol; L' = CEa x 10, segundo RHOADES et al. (2000).

Durante o experimento, as medidas de temperatura e de umidade relativa do ar no
interior da casa de vegetacdo foram monitoradas diariamente com o auxilio de um
termohigrografo, sendo observados os valores médios, respectivamente, de 28,3 + 0,6 °C e
75,8 £ 2,0%.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, obedecendo a um arranjo
fatorial 4 x 3, correspondendo a quatro combinagdes enxerto/porta-enxerto, e trés qualidades
de agua de irrigagdo, isto &, dois tratamentos salinos (CEa = 2,0 ¢ 4,0 dS m™") e um controle
(irrigagdo com agua destilada). O experimento foi realizado com cinco repeti¢des, sendo cada
repeti¢do constituida de uma planta por vaso. Assim, cada planta correspondeu a uma parcela
experimental, perfazendo um total de 60 plantas. Os resultados foram expressos pela média +
erro padrdo das repetigdes de cada tratamento. Os dados foram examinados estatisticamente
através de andlise de variancia (ANOVA) e a comparagdo de médias foi realizada por meio do
teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05). O programa utilizado para as andlises

estatisticas e para a constru¢do dos graficos foi o software SigmaPlot 11.0.

3.2 Coleta do material vegetal e analise do crescimento

As plantas foram coletadas ap6s 60 dias do inicio dos tratamentos. Antes da coleta, no

periodo da manha, entre 8:00 e 10:00h, foram realizadas as medidas de diametro do enxerto e
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do porta-enxerto, com um paquimetro digital. Apds a coleta, o comprimento do caule e da
raiz, com uma régua graduada em centimetros ¢ o nimero de folhas (NF) obtido por
contagem manual. Posteriormente, as plantas foram divididas em folhas, caules e raizes.
Nessa ocasido, foi determinada a area foliar (AF), por meio de um medidor de area foliar
(mod. LI-3100, LI-COR, Lincoln, NE, USA). A segunda folha completamente expandida, a
contar do apice, foi utilizada para a retirada dos discos foliares para a determinagdo do teor
relativo de agua. Em seguida, foram determinadas as massas frescas das folhas restantes
(MFF), levando-se em conta a massa retirada dos discos foliares, dos caules (MFC) e das
raizes (MFR), as quais foram congeladas a -80 °C e, em seguida, liofilizadas. Apds a
liofilizagao, foram determinadas as massas secas das folhas (MSF), dos caules (MSC) e das
raizes (MSR), levando-se em consideragdo a massa retirada inicialmente das folhas. O
material liofilizado foi entdo macerado em almofariz, com auxilio de nitrogénio liquido, e

armazenado em frascos de vidro a -20 °C, para posterior utilizagao.

3.3 Teor relativo de agua

Para a determinacdo do teor relativo de agua (TRA), foram coletados 10 discos
foliares de 1,0 cm de didmetro, os quais foram pesados em balanga analitica para a obtencao
da massa fresca (MF). Posteriormente, os discos foliares foram transferidos para tubos de
ensaio contendo agua destilada e deixados imersos por 24 horas. Posteriormente, os discos
foram removidos e colocados entre duas folhas de papel de filtro, sendo pressionados
levemente para eliminar o excesso de agua e, imediatamente, pesados para a obtengdo da
massa turgida (MT). Logo apos, os discos foram colocados em sacos de papel e postos em
estufa de circulagdo forgada de ar a 60 °C, por aproximadamente 48 h, até atingir peso
constante, sendo, em seguida, pesados para a determinacdo da massa seca dos discos foliares
(MS). O teor relativo de agua foi calculado pela equacao: TRA = 100 [(MF - MS)/(MT -

MS)], sendo expresso em percentagem.

3.4 Trocas gasosas, teor relativo de clorofila e fluorescéncia da clorofila a

Um dia antes da coleta, entre 8:00 ¢ 10:00 h, foram medidas a taxa de fotossintese
liquida (A4), a condutincia estomdtica (g;), a taxa de transpiragdao (EF) e a eficiéncia de
carboxilagdo da Rubisco (4/Ci), onde Ci corresponde a concentragdo interna de CO», na
segunda folha completamente expandida, a contar da base, utilizando-se um analisador de gas
no infravermelho (IRGA, mod. LCi, ADC, Hoddesdon, UK), portando uma fonte de luz com
intensidade de 1.200 pmol m? s'! (PSU, ADC, Hoddesdon, UK). Os teores relativos de
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clorofila foram determinados, entre 10:00 e 12:00 h, por meio de método ndo-destrutivo,
através de leituras realizadas com um medidor de clorofila portatil (SPAD-502, Minota Co.,
Ltd Osaka, Japan), nas mesmas folhas utilizadas para a determinacao das trocas gasosas. Em
cada planta foram realizadas trés leituras e os resultados foram expressos em unidades,
fornecidas pelo proprio aparelho.

A emissao de fluorescéncia da clorofila a foi medida na segunda folha completamente
expandida, a partir da base, entre 14:00 e 16:00 h, com um fluor6metro portatil (Plant
Efficiency Analyser, Hansatech, England, UK), apés 30 min de adaptagcdo das folhas ao
escuro, sendo determinados a fluorescéncia maxima (Fm) e a fluorescéncia variavel (Fy) para

estimar a relacao F./Fm, que mensura a eficiéncia fotoquimica do fotossistema II.

3.5 Atividade das enzimas antioxidantes

3.5.1 Preparacdo dos extratos de folhas e raizes

O extrato para determinacdo da atividade das enzimas dismutase do superdxido,
peroxidase do ascorbato e peroxidase do guaiacol foi obtido a partir da homogeneizacao, em
almofariz, do po liofilizado de folhas e de raizes com solugdo-tampao tris-HCl a 50 mM, pH
8,0, contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 0,1 mM por 4,0 minutos, sendo
utilizados 3,0 mL de solugao-tampao para 100 mg de material liofilizado. Para a extragdo da
APX, a solucdo-tampao de extracdo conteve, adicionalmente, ascorbato a 2 mM. O
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 % g, durante 15 min. Todos os procedimentos foram
realizados a 4 °C e o sobrenadante (extrato) foi armazenado a -25 °C até o momento das

analises.
3.5.2 Dismutase do superoxido

A atividade da dismutase do superoxido (SOD; EC 1.15.1.1) foi determinada de
acordo com o método de Beauchamp e Fridovich (1971). A mistura reacional foi composta
por 1.000 puL de tampao-fosfato de potassio a 50 mM, pH 7,8, contendo EDTA a 0,1 mM e
metionina a 19,5 mM, 150 pL de azul de p-nitrobluetetrazélio (NBT) a 750 uM, 300 pL de
riboflavina a 10 uM e 50 pL do extrato bruto convenientemente diluido, em um volume final
de 1,5 mL. A reagdo foi conduzida em uma camara de reagdo revestida internamente com
papel aluminio a 25 °C e iluminada com duas lampadas fluorescentes de 20 W, por 15 min
(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). A atividade foi estimada através do aumento da

absorbancia em 560 nm, devido a produ¢do de formazana azul, resultante da fotorreducdo do
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NBT. Os resultados foram expressos em UA g! MS, sendo uma UA (unidade de atividade
enzimatica) definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para causar 50% de

inibicao da fotorreducao do NBT, no periodo de 15 min.
3.5.3 Peroxidase do ascorbato

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX; EC 1.11.1.11) foi determinada de
acordo com o método de Nakano e Asada (1981). Foram adicionados 300 uL do extrato
enzimatico, convenientemente diluido, a uma mistura de reacdo constituida de 50 pL de
ascorbato a 15 mM e 50 uL de H,O; a 30 mM, em 1.100 pL de solugdo-tampao fosfato de
potéssio a 50 mM, pH 6,0, contendo EDTA a 0,05 mM. Determinou-se a atividade da enzima
pela oxidacdo do ascorbato, medida pelo decréscimo na absorbancia em 290 nm. Os
resultados foram expressos em umol H,O, min' g MS, usando-se para os calculos o
coeficiente de extingdo molar do ascorbato (¢ = 0,0028 M-! cm™) e a estequiometria da reagdo

(dois moles de ascorbato para um mol de H>0O»).
3.5.4 Peroxidase do guaiacol

A atividade da peroxidase do guaiacol (GPX; EC 1.11.1.7) foi determinada pelo
método de Kar e Mishra (1976). Foram adicionados 50 pL de extrato diluido a uma mistura
de reagdo composta por 950 uL de solucdo-tampao fosfato de potassio a 100 mM, pH 7,0
contendo EDTA a 0,1 mM, 500 puL de guaiacol a 20 mM e 500 puL. de H>O; a 60 mM. A
reacdo foi acompanhada pelo incremento da absorbancia em 470 nm, devido a formacao do
tetraguaiacol. Os resultados foram expressos em pmol H,O, min™! g'! MS, usando-se para os
célculos o coeficiente de extingdo molar do tetraguaicol (0,266 M cm!) e a estequiometria
da reagdo (cada mol de tetraguaiacol envolve o consumo de quatro moles de H>O»).

As atividades das enzimas SOD, APX e GPX representam a média de cinco

repeti¢des, sendo cada repeticdo dosada em duplicata.
3.6 Teores de solutos inorganicos e organicos
3.6.1 Preparacdo dos extratos de folhas, caules e raizes
O extrato empregado para a determinacdo dos teores de solutos inorginicos e
organicos foi preparado segundo Cataldo et al. (1975), com pequenas modificacdes. Para isso,

50 mg do po liofilizado de folhas, caules e raizes, foram homogeneizados com 5 mL de 4gua

desionizada seguindo-se a incubacao em banho-maria a 75 °C, por 1 h, com agitagdes a cada
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15 min. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado a 3.000 x g por 15 min, sendo o
sobrenadante resultante coletado e filtrado em papel de filtro e armazenado a -25 °C, para

posterior utilizagao.
3.6.2 Teores de Na', K" e CI

Os ions Na* e K* foram determinados por fotometria de chama, segundo Malavolta;
Vitti e Oliveira (1989). Para a determinagdo de CI', a 3,0 mL do extrato, convenientemente
diluido, foram adicionados 0,5 mL da mistura formada por tiocianato de mercurio
[Hg(SCN).] a 13,2 mM, em metanol absoluto, e nitrato férrico [Fe(NO3)3.9H>0] a 20,2%, em
agua desionizada, na propor¢do de 4:1. Apods agitacdo vigorosa, os tubos permaneceram em
repouso por 15 min, sendo as concentragdes de cloreto estimadas através de leituras de
absorbancia em 460 nm, utilizando-se NaCl como padrao. Como branco, foi utilizado um
tubo de ensaio contendo agua desionizada, em substituicdo ao extrato (GAINES; PARKER;
GASCHO, 1984).

Para as determinacgdes de Na*™ ¢ K, foram feitas trés leituras no fotometro de chama
para cada repeti¢ao, enquanto que para as de CI cada repeticdo foi dosada em duplicata. Os

teores de Na*, K* e CI- foram expressos em umol g'! MS.
3.6.3 Teores de carboidratos soluveis

Os carboidratos soluveis foram determinados de acordo com Dubois ef al. (1956). A
mistura de reagdo foi constituida por 0,2 mL do extrato convenientemente diluido, 0,2 mL de
fenol a 5% em 4gua destilada (v/v) e 1 mL de 4cido sulftrico concentrado. Para o branco foi
utilizado uma mistura formada por 0,2 mL de 4gua desionizada em substitui¢do ao extrato,
acrescida dos demais reagentes empregados na reacdo. A mistura foi agitada vigorosamente e
deixada em repouso por 15 min para atingir a temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada
a quantificacdo dos carboidratos soluveis através das medidas de absorbancia em 490 nm,
utilizando-se como padrio uma curva feita com a D(+) glicose anidra. Os teores de
carboidratos soliveis foram expressos em pumol g'! MS, a partir da média de cinco repeti¢des,

sendo cada extrato dosado em duplicata.
3.6.4 Teores de N-aminossoluveis

Os teores de N-aminossoluveis foram determinados pelo método de Yemm e Cocking

(1955). A mistura de reagdo foi constituida por 0,5 mL do extrato convenientemente diluido,



45

0,25 mL de solugdo-tampao citrato de sédio a 0,2 M (pH 5,0), 0,5 mL de cianeto de potassio
(KCN) a 0,2 mM em metilcelosolve a 100% (v/v) e 0,1 mL de ninhidrina a 5% também em
metilcelosolve a 100% (v/v). Em seguida, os tubos foram fechados, agitados e mantidos em
banho-maria a 95 °C, por 15 min. A reacao foi interrompida por meio de resfriamento em
banho de gelo (4 °C) e, em seguida, foram adicionados 0,65 mL de etanol a 60% (v/v). Os
teores de N-aminossoluveis foram estimados através de leituras de absorbancia em 570 nm,
tendo como branco 0,5 mL de 4gua desionizada (em substituicdo ao extrato) e os demais
constituintes do meio de reacdo. A curva padrao foi feita a partir de solugdes com
concentragdes crescentes de glicina. Os teores de N-aminossoluveis obtidos foram expressos
em umol g! MS, a partir da média de cinco repeti¢des, sendo cada extrato dosado em

duplicata.
3.6.5 Prolina

Os teores de prolina foram determinados de acordo com o método de Bates et al.
(1973), que tem como base a reacdo com a solucao de ninhidrina 4cida (1,25 g de ninhidrina,
em 30 mL de &cido acético glacial e 20 mL de acido fosforico a 6,0 M). Em tubos de ensaio
com tampas rosqueadas, foram adicionados 0,5 mL do extrato apropriadamente diluido, 0,5
mL de ninhidrina 4dcida e 0,5 mL de 4cido acético glacial, sendo a mistura aquecida a 100 °C,
por 1 h, para o desenvolvimento da cor. Em seguida, os tubos foram resfriados em banho de
gelo por 10 min para interromper a reacdo. Apds o resfriamento, foram adicionados aos tubos
1,0 mL de tolueno, os quais foram agitados vigorosamente e deixados em repouso. Apods
repouso ¢ formacdo de uma mistura bifasica, a fase superior (cromodforo + tolueno) foi
retirada com o auxilio de uma pipeta Pasteur para quantificagdo de prolina, o que foi feito
através de leituras de absorbancia em 520 nm, sendo o tolueno usado como branco. Os teores
de prolina foram estimados tendo como referéncia uma curva padrao de L-prolina, sendo os
resultados expressos em umol g' MS, a partir da média de cinco repeti¢des. Cada extrato foi

dosado em duplicata.

3.7 Padroes eletroforéticos bidimensionais
3.7.1 Extragdo das proteinas
As proteinas soluveis totais de folhas foram extraidas a partir de uma mistura

composta das cinco repetigdes de cada tratamento e de acordo com o método proposto por

Shen et al. (2002), com algumas modificagdes. Cerca de 200 mg do p¢ liofilizado de folhas
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foram homogeneizados em almofariz com 200 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e 5 mL
de solugdo-tampao de extragdo tris-HCl a 40 mM (pH 7,5), contendo sacarose a 250 mM,
EDTA a 10mM, fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) a 1,0 mM, ditiotreitol (DTT) a 1,0 mM e
Triton X-100 a 1% (v/v). Apds a homogeneizacdo, as amostras foram mantidas sob agitagao
por 1 h, a 4 °C e centrifugadas a 15.000 x g, durante 15 min a 4 °C, sendo o sobrenadante
coletado. Para a precipitacido das proteinas, foram adicionados ao sobrenadante acido
tricloroacético (TCA) dissolvido em acetona gelada de modo a resultar em uma concentragao
final de 6,7%, posteriormente as amostras foram mantidas por 12 h, a -20 °C. Decorrido esse
tempo, procedeu-se a uma nova centrifuga¢do a 15.000 x g, durante 15 min a 4 °C, sendo o
sobrenadante descartado e o precipitado lavado quatro vezes com 5 mL de acetona gelada.
Cada etapa de lavagem do precipitado constou da ressuspensao do precipitado com acetona,
seguida de agitacdo vigorosa em vortex e centrifugacdo a 15.000 x g, por 15 min. O
precipitado final foi seco a vacuo, e solubilizado em 300 puL de solugdo-tampao de lise,
contendo uréia a 7 M, tiouréia a 2 M, detergente Zwitterionico (CHAPS) a 2% (m/v), IPG
buffer 4-7 (v/v) a 2% e DTT (m/v) a 1%, sendo a mistura mantida sob agitagdo constante a
temperatura ambiente, por 1 h (RABILLOUD et al., 1997). Apds isso, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 x g, durante 10 min, a 25 °C. O sobrenadante (extrato proteico) foi

recolhido, e utilizado para as anélises de eletroforese bidimensional.
3.7.2 Dosagem das proteinas

Para determinar a quantidade de proteina a ser utilizada nas eletroforeses; determinou-
se a concentragdo de proteina nos extratos proteicos, descritos acima, utilizando-se o método
desenvolvido por Bradford (1976). Para isso, a uma aliquota de 0,1 mL do extrato,
convenientemente diluido, foi adicionado 1,0 mL do reagente de coomassie brilliant blue G-
250 (Sigma Aldrich, USA). A reagdo foi conduzida a temperatura ambiente, por 15 min. A
concentragdo de proteina foi estimada através da medida da absorbancia em 595 nm,
utilizando-se como branco a mistura formada de 0,1 mL de 4gua desionizada e 1,0 mL do
reagente de coomassie blue. As concentragdes de proteina foram determinadas em triplicata
para cada preparagdo de fragdo proteica, sendo a albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich,

USA) utilizada como padrio para a curva de calibracao.
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3.7.3 Eletroforese bidimensional

A primeira dimensdo ou focalizacdo isoelétrica (IEF) foi realizada em fitas de 13 cm
em gradiente de pH imobilizado (Immobiline DryStrip, pH 4-7, GE-Healthcare). Para isso, as
fitas contendo 0,5 mg de proteina das amostras, foram reidratadas por um periodo de 18 h em
bandeja de reidratagdo (Immobiline DryStrip Reswelling Tray), contendo 250 pL de solucdo-
tampao contendo uréia a 8 M, CHAPS a 2% (m/v), IPG buffer 4-7 a 2% (v/v), DTT a 0,3% e
azul de bromofenol a 0,002% (m/v) (GE Healthcare: Life sciences, EUA). A focalizagao
isoelétrica foi realizada utilizando o aparelho IPGphor III (GE Healthcare: Life sciences,
EUA), a temperatura constante de 20 °C, sendo a corrida realizada em cinco passos: 1. 200 V
por 1 hora; 2. 500 V por 1 hora; 3. 800 V x h em gradiente de até 1.000 volts; 4. 11.300 V x h
em gradiente de até 8.000 volts; e 5. 5400 V x h em passo tnico de 8.000 volts. A
amperagem maxima foi de 50 pA/fita. Apds a focalizagdo, as tiras foram equilibradas sob
agitacdao em solucdo-tampao de equilibrio, contendo tris-HCI a 50 mM (pH 8,8), uréiaa 6 M,
glicerol a 30% (v/v), dodecil sulfato de s6dio (SDS) a 2% (m/v), azul de bromofenol a
0,002% (m/v) e DTT a 1% (m/v), por 15 min, e em seguida, incubadas com o mesmo tampao
adicionado de iodoacetamida a 2,5% (m/v), durante 15 min.

A segunda dimensdo foi realizada em um sistema convencional SDS-PAGE vertical
(LAEMMLI, 1970), utilizando um aparelho de eletroforese vertical SE600 Rubi (GE
Healthcare Life sciences, EUA), sendo o sistema alimentado pela fonte EPS 3501XL
(Amersham Biosciences, Sweden). Para isso, as fitas, apos focalizacdo isoelétrica, foram
fixadas no topo do gel de poliacrilamida a 12,5% (p/v) (dimensdes de 16 x 18 cm) e seladas
com uma solugdo de agarose a 0,5% (v/v) e azul de bromofenol a 0,0002% (m/v). Em cada
uma das fitas de gel foi aplicada uma mistura de proteinas com massas moleculares
conhecidas (MW Marker Kit Range: 14.400-97.000, GE Healthcare: Life sciences, EUA). A
eletroforese, para cada gel, foi realizada no médulo step a 15 mA durante 30 min, seguida de
25 mA até o azul de bromofenol atingir o final do gel. Apos a eletroforese, as proteinas foram
fixadas no gel com uma solugdo contendo 10% de acido acético (v/v) e 40% de etanol (v/v),
durante 12 h, e coradas com coomassie blue G-250 coloidal a 0,1% (m/v) (NEUHOFF et al.,
1988), por 72 h. Os géis foram mantidos em solu¢ao de 4cido acético 2% (v/v), para posterior
digitalizagdo e analise das imagens; e identificagdo por espectrometria de massa dos spots

proteicos de interesse.
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3.7.4 Andlise das imagens

Os géis foram digitalizados utilizando-se o programa LabScan v. 5.0 (GE-Healthcare)
no ImageScanner III (GE Healthcare: Life sciences, USA) e as imagens obtidas analisadas no
programa ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE-Healthcare, USA). Através desse programa,
foram estimados os pontos isoelétricos e as massas moleculares de cada spot. Para cada
tratamento foram preparados trés géis, dos quais um foi selecionado como o gel de referéncia.
A fim de minimizar distor¢des nas analises, as imagens foram padronizadas, utilizando-se as
configuracdes de escala de cinza e formato MEL com resolu¢do de 300 dpi. A detecgdo dos
spots foi realizada com subtragdo do fundo e detec¢do automatica (contraste de 5%, area
minima de 5% e saliéncia de 100), seguida de corre¢des manuais. Os géis tiveram seus spots
iguais ligados por meio de “landmarks” e identificados numericamente. Em seguida, os
valores de volumes gerados pelo programa para cada spot, foram usados para os céalculos de
correlacdo. As proteinas foram consideradas diferencialmente expressas quando a ANOVA
foi significativa (p < 0,05) e a variagdo na porcentagem de volume (indice de variagdo) entre
os tratamentos foi de pelo menos 1,4 vezes (média entre os géis) ou devido ao aparecimento
ou desaparecimento do spot, em qualquer um dos tratamentos. Os géis bidimensionais de cada
uma das combinagdes de enxertia (CCP 06/CCP 06, CCP 06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 ¢
BRS 265/BRS 265) foram comparados entre si, tanto para o tratamento controle como para
tratamento de C.E. 4,0 dS m™!. Para cada combinac¢do de enxertia foi realizado comparagdes
entre os niveis de tratamento salino (o controle foi comparado a cada um dos tratamentos
salinos, C.E.= 2,0 € 4,0 dS m™!, bem como, foi feita comparagdes entre eles). Um total de 24
comparagoes foi realizado, sendo utilizado um total de 36 géis bidimensionais para a analise

de comparagdes.
3.7.5 Digestdo triptica “in-gel”

As proteinas classificadas como diferencialmente expressas foram excisadas dos géis
bidimensionais com o auxilio de ponteiras esterilizadas de 1000 puL, com as pontas cortadas
de acordo com o tamanho dos spots e transferidas para tubos eppendorfs de 200 uL, onde foi
realizada a digestdo com tripsina, de acordo com o método proposto por Shevchenko et al.
(2006), com algumas modifica¢des. Os fragmentos de gel foram descorados com solugdo de
bicarbonato de amoénio a 25 mM em acetonitrila (ACN) a 50% (v/v), pH 8,8. Foram
realizadas trés lavagens com 200 pL da solucdo descorante. Em seguida, os pedagos de géis

foram desidratados por duas vezes em ACN a 100% por 5 min e, em seguida, a solugdo foi
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removida completamente por meio de secagem por 10 min em um concentrador a vacuo
(SpeedVac, Concetrador plus, Eppendorf). Os pedacos de gel foram tratados com 100 pL de
DTT (um agente redutor) a 65 mM em bicarbonato de amdnio a 100 mM (m/v) por 30 min, a
temperatura de 56 °C. Posteriormente, os géis foram tratados com 100 pL de iodoacetamida
(agente alquilante) a 200 mM em bicarbonato de aménio 100 mM (m/v), no escuro, por 30
min a temperatura ambiente. Em seguida, foram realizadas duas sequéncias de lavagens com
solucdes de reidratagdo de bicarbonato de amonio 100 mM por 10 min e de desidratacdo com
200 pL. de ACN a 100% por 5 min; seguidas de uma nova lavagem com ACN 100% por 5
min e completa desidratagdo do gel em concentrador a vacuo por 10 minutos. Os pedacos de
géis secos foram reidratados por 45 min, a 4 °C, com 15 pL do tampao de digestdo contendo
bicarbonato de amonio a 40 mM em ACN a 10% (v/v) e tripsina (Promega, Madison, WI,
USA) na concentragdo de 20 ng pL™!. Apos esta etapa, foram adicionados 50 puL da solugdo
de bicarbonato de aménio a 40 mM em ACN a 10% (v/v), sendo a digestdo das proteinas
conduzida por um periodo de 17 h a 37 °C. Posteriormente, os peptideos foram extraidos dos
géis com 30 pL de solugdo de acido formico a 5% (v/v) em ACN 50% (v/v), por duas vezes,
com auxilio de um sonicador (Eco-Sonics, Ultronique). As proteinas/peptideos foram
transferidas para microtubos limpos e concentradas em concentrador a vacuo (Concetrador
plus, Eppendorf). Posteriormente, 20 pL de acido formico a 0,1% foram adicionados em cada
microtubo, agitados em vortex e centrifugados por 15 min a 10000 x g. O sobrenadante foi
transferido para tubos (“vials”) e, utilizado para a identificacdo das proteinas/peptideos por

espectrometria de massas.
3.7.6 Espectrometria de massas e identificagdo das proteinas

Os fragmentos da digestdo triptica foram analisados por espectrometria de massas
sequencial com ionizagdo por Eletrospray, acoplada a cromatografia liquida (LC-ESI-
MS/MS). Foi utilizado um espectrometro de massas hibrido de alta resolugao Q-TOF (Waters
Corp., Milford, MA, EUA), acoplado a um sistema de cromatografia liquida (Nano-high-
performance, UPCL). Os dados brutos obtidos foram processados no programa Protein Lynx
versao 2.0 (Waters Corp., MA, USA) e convertidos em arquivos de micromassa (.PKL)
contendo as massas ¢ intensidades dos peptideos detectados para pesquisa no banco de dados.

Para identificar as proteinas, os dados de PMF (Peptide Mass Fingerprint) e MS/MS
foram submetidos ao programa de busca MASCOT (Matrix Science, London, UK), utilizando
como bancos de dados o NCBI (National Center for Biotechnology Information) nao-

redundante e o SwissProt, ambos restringidos para Viridiplantae (Green Plants). Todos os
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peptideos foram assumidos como sendo monoisotdpicos e protonados [MH]". Os outros
parametros de busca foram: variacdo da massa do peptideo de + 1,2 Da, variagdo da massa
MS/MS de + 0,6 Da, carga de peptideos de +1, +2 ou +3, um sitio perdido de clivagem da
tripsina, carbamidometilagdo da cisteina e oxidagao parcial da metionina. Para a identificagdo
das proteinas foram utilizados como critérios o minimo de trés peptideos pareados, correlagdo
entre os bancos de dados e “scores” das proteinas dado pelo MASCOT (p < 0,05). Os pontos
1soelétricos (pl) e as massas moleculares (MW), teérico e experimental, foram comparados
para as proteinas encontradas. Além disso, as localizagdes subcelulares, as vias metabolicas e
fungdes biologicas que as proteinas estdo envolvidas foram pesquisadas no Uniprot

(www.uniprot.org/), bem como em periddicos especializados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Crescimento e teor relativo de agua

Com o objetivo de verificar se combinagdes de enxerto/porta-enxerto de dois
genotipos de cajueiro ando precoce (CCP 06/CCP 06, CCP 06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 e
BRS 265/BRS 265) reduz os efeitos deletérios do estresse salino no crescimento das plantas,
determinaram-se as seguintes varaveis: diametro do caule do enxerto ¢ do porta-enxerto;
comprimento do caule e da raiz principal; nimero de folhas (NF), area foliar (AF), massas
frescas das folhas (MFF), caules (MFC) e raizes (MFR), bem como as massas secas das
folhas (MSF), caules (MSC) e raizes (MSR).

O estresse salino ndo afetou significativamente o diametro do enxerto do caule em
todas as combinagdes enxerto/porta-enxerto avaliadas (Figura 2A). Contudo, sob condigdes
de salinidade, plantas enxertadas na combinacdo BRS 265/CCP 06 apresentaram maiores
valores de diametro do caule do enxerto quando comparadas as demais combinacdes de
enxertia (Figura 2A).

A salinidade a 4,0 dS m! aumentou o didmetro do caule do porta-enxerto das
combinagdes BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265, em relagdo ao controle, enquanto que
ndo promoveu alteragcdes significativas nas enxertias CCP 06/CCP 06 ¢ CCP 06/BRS 265
(Figura 2B). Além disso, somente a 4,0 dS m™! é que houve diferenga significativa entre as
combinagdes, sendo as plantas BRS 265/CCP 06 as que apresentaram maiores valores de
diametro do caule do porta-enxerto. Segundo Mesquita et al. (2004), a avaliacdo do didmetro
do caule ¢ um fator relevante para a analise de crescimento, por se tratar de uma varidvel que
pode expressar o vigor da planta. Nesse sentido, o aumento do didmetro do caule e dos ramos
tem influéncia direta no crescimento do cambio vascular, o qual é responsavel pela formacao
de novas camadas do floema e xilema.

Em relagdo ao estresse salino, as combinagdes de enxertia que apresentaram redugdes
significativas no comprimento do caule foram CCP 06/CCP 06 e CCP 06/BRS 265 (Figura
2C). Na primeira delas, foram observadas reducdes de 20,5 e 33,3% nos tratamentos de 2,0 e
4,0 dS m!, respectivamente, enquanto que na segunda, houve redu¢do de 23,3% no

tratamento de 4,0 dS m’!, em relagdo aos seus respectivos controles.
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Figura 2. Diametro do caule do enxerto (A) e do porta-enxerto (B) ¢ comprimento do caule (C) e da raiz (D) de
plantas de quatro combinacdes de enxerto/porta-enxerto de dois clones de cajueiro ando precoce (CCP
06/CCP06, CCP 06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265), irrigadas por 60 dias com agua destilada
(controle - []) e com 4gua salina com condutividade elétrica de 2,0 () € 4,0 () dS m™'. Letras maitsculas
diferentes, dentro de cada combinagdo de enxertia, e letras mintsculas diferentes, no mesmo tratamento salino,
representam diferencas significativas decorrentes do estresse salino e da combinagdo de enxerto/porta-enxerto,
respectivamente, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). As barras representam o desvio padrao.

Em relagdo as enxertias, no controle, ndo foi observada diferenca significativa no
comprimento do caule. J& nos demais tratamentos, a Unica diferenca significativa foi
encontrada entre as combinagdes BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265, a 2,0 dS m™!, e entre
BRS 265/CCP 06 e CCP 06/CCP 06, a 4,0 dS m™!, e nos dois casos, os maiores valores dessa
variavel foram observados no BRS 265/CCP 06 (Figura 2C).

O comprimento da raiz nas combina¢des CCP 06/BRS 265 ¢ BRS 265/BRS 265 nao
foi afetado pela salinidade. J& na combinacdo BRS 265/CCP 06 foi observada reducao
significativa de 18,1% entre o controle e o tratamento salino a 4,0 dS m'!. Por outro lado, a
combina¢do CCP 06/CCP 06 foi a que mais sofreu com a salinidade, apresentando redugao
média de 47,0% no comprimento da raiz, em ambos os tratamentos salinos, em relacdo ao
controle (Figura 2D).

Todas as combinagdes de enxertia sofreram redugdes significativas no nimero de

folhas em fungdo da salinidade, sendo esse efeito mais evidente a 4,0 dS m*!. Ao se comparar
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os tratamentos controle € 4,0 dS m'!, as combinag¢des que sofreram menor e maior reducdo
foram BRS 265/CCP 06 (30,4%) e CCP 06/CCP 06 (86,1%), respectivamente (Figura 3A).
Na auséncia de estresse, a combinacao que apresentou o maior nimero de folhas foi a CCP
06/CCP 06, porém foi a que também apresentou os maiores decréscimos percentuais pelo
estresse salino. Em contraste, plantas BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265 foram as menos

afetadas pela salinidade, sendo os efeitos detectados somente a 4,0 dS m™! (Figuras 3A).
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Figura 3. Numero de folhas (A) e area foliar (B) de plantas de quatro combinac¢des de enxerto/porta-enxerto de
dois clones de cajueiro ando precoce (CCP 06/CCP06, CCP 06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS
265), irrigadas por 60 dias com agua destilada (controle -[_]) e com 4gua salina com condutividade elétrica de
2,0 (J) € 4,0 (M) dS m'. Letras maiusculas diferentes, dentro de cada combinacdo de enxertia, e letras
minusculas diferentes, no mesmo tratamento salino, representam diferencas significativas decorrentes do estresse
salino e da combinacdo de enxerto/porta-enxerto, respectivamente, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
As barras representam o erro padrao.

Os decréscimos registrados no numero de folhas ocorreram principalmente em
decorréncia da abscisdo foliar, mais do que pela inibicdo do crescimento (dados nao

mostrados), como evidenciado na Figura 4. Vale destacar, que a inibi¢do provocada pelo

estresse salino se torna mais prejudicial quando resulta em menor expansdo foliar e/ou
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reducdo do numero de folhas, que pode também ser ocasionado pela morte de folhas mais
velhas. Tais processos refletem negativamente nas taxas de fotossintese liquida, prejudicando
os processos fisiologicos e bioquimicos das plantas (MUNNS, 2002; GOMES et al., 2011,
NUNES et al., 2012).

O estresse salino, tanto a 2,0 quanto a 4,0 dS m™', reduziu drasticamente a area foliar
das plantas de cajueiro de todos os tratamentos, exceto na combina¢do CCP 06/CCP 06 a 2,0
dS m! (Figura 3B). Contudo, as maiores redugdes pela salinidade foram registradas nas
plantas estressadas a 4,0 dS m! na combinagdo CCP 06/CCP 06, com valores 91,2% menores
que os do respectivo controle. Em contraste, a combinagdo BRS 265/CCP 06 foi a menos
afetada pela salinidade de 4,0 dS m™', com decréscimos de 50,3% em relagdo ao controle

(Figura 3B).
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Figura 4. Aparéncia fenotipica de plantas de cajueiro anfo precoce com diferentes combinagdes de enxertia,
ap6s 60 dias de cultivo na auséncia (controle) e presenga de estresse salino a 2,0 ¢ 4,0 dS m*'. A - CCP 06/CCP
06, B - CCP 06/BRS 265, C - BRS 265/CCP 06 e D - BRS 265/BRS 265.
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A éarea foliar é um importante parametro de crescimento, uma vez que esta relacionada
a area disponivel para a fotossintese e tem efeitos diretos na producdo de carboidratos e de
biomassa, sendo um componente essencial para a produtividade das plantas (SEVERINO et
al., 2004). Em glicofitas, € um dos parametros mais sensiveis a estresses ambientais, como
salinidade e estresse hidrico, pois a reducdo na area foliar atua como mecanismo de defesa
para evitar altas taxas de transpiragdo e, consequentemente, a perda excessiva de dgua em
solos salinizados ou com baixa disponibilidade hidrica (HEUER, 1997; NOBRE et al., 2003).

De modo similar ao reportado neste estudo com plantas enxertadas, Alvarez-Pizarro
(2006) observou redugdes drasticas pela salinidade na area foliar de plantas de cajueiro ando
precoce, nao enxertadas, de diversos clones (CCP 06, CCP 09, CCP 76, E51 e BRS 189), com
os menores valores, sob estresse, detectados no clone CCP 06. Adicionalmente, resultados
similares t€ém sido reportados em diversos estudos de enxertia com espécies vegetais sob
condi¢cdes de estresse salino, tais como graviola (NOBRE et al., 2003), acerola (GURGEL et
al., 2003), citrus (FERNANDES et al., 2011) e goiaba (SOUZA et al., 2015).

De modo geral, na auséncia de estresse salino, as varidveis de massa fresca e massa
seca nao foram alteradas pelos tratamentos de enxertia, exceto para as massas frescas do caule
(MFC) e das raizes (MFR) e a massa seca da raiz (MSR) da combinagdo de enxertia BRS
265/BRS 265, que apresentaram valores menores que aqueles das demais combinagdes
(Figura 5). As plantas da enxertia CCP 06/CCP 06 ¢ BRS 265/CCP 06 nao mostraram
alteragdes pela salinidade de 2,0 dS m™! nas massas fresca (MFF) e seca das folhas (MSF)
(Figura 5A e B), ao passo que as combinagdes CCP 06/BRS 265 e BRS 265/BRS 265
apresentaram reducdes médias de 29% em relagdo aos respectivos controles. Ja a 4,0 dS m’!
todas as combinagdes de enxertia apresentaram reducdes massivas nas MFF e MSF, sendo os
maiores decréscimos médios detectados na combinagdo CCP 06/CCP 06 (92%), seguida das
combinagdes CCP 06/BRS 265 (65%), BRS 265/BRS 265 (48%) e BRS 265/CCP 06 (42%)
(Figura 5SA e B).

Nos caules e raizes, alteragdes significativas pelos tratamentos salinos foram
observadas somente nas combinacdes CCP 06/CCP 06 ¢ CCP 06/BRS 265, exceto na MFR da
combina¢do BRS 265/CCP 06 a 4,0 dS m™! (Figura 5C, D, E e F). Entretanto, em termos
absolutos, os maiores valores dos pardmetros de crescimento, sob estresse salino a 4,0 dS m!,
foram registrados nas plantas provenientes da enxertia BRS 265/CCP 06, independente do
orgdo analisado. Assim, os dados obtidos fornecem evidéncias que a combinagdo
enxerto/porta-enxerto BRS 265/CCP 06 foi a que se destacou com melhor crescimento sob

estresse salino.
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Figura 5. Massa fresca das folhas (MFF, A), massa seca das folhas (MSF, B), massa fresca do caule (MFC, C),
massa seca do caule (MSC, D), massa fresca das raizes (MFR, E) e massa seca das raizes MSR, (F) de plantas de
quatro combinagdes de enxerto/porta-enxerto de dois clones de cajueiro ando precoce (CCP 06/CCP06, CCP
06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS 265), irrigadas por 60 dias com agua destilada (controle - [ ]) e
com 4gua salina com condutividade elétrica de 2,0 (1) € 4,0 (Il) dS m™'. Letras maitsculas diferentes, dentro
de cada combinagdo de enxertia, e letras mintisculas diferentes, no mesmo tratamento salino, representam
diferencas significativas decorrentes do estresse salino e da combinagdo de enxerto/porta-enxerto,
respectivamente, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). As barras representam o erro padrao.

O crescimento das plantas ¢ resultado da integracdo de uma gama de processos
fisiologicos, bioquimicos e moleculares. Tais processos sdo afetados negativamente pelo
estresse salino, resultando em efeitos severos no crescimento das plantas. Nesse contexto, nos
ultimos anos, a busca por espécies/gendtipos que conseguem crescer € produzir
economicamente em solos salinizados tem sido intensificada. Os resultados obtidos nesse

estudo demostram que a estratégia de enxertia pode influenciar na tolerancia de plantas de
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cajueiro ando precoce ao estresse salino, sendo a combinac¢do dos clones BRS 265 (como
enxerto) ¢ CCP 06 (como porta-enxerto) a que proporcionou melhor crescimento as plantas
sob alta salinidade.

De modo geral, o teor relativo de dgua se manteve inalterado pela salinidade, com
exce¢do das plantas da enxertia BRS 265/BRS 265 estressadas a 4,0 dS m™!, que apresentaram
valores 34% menores que os do controle (Figura 6). Além disso, plantas desse mesmo
tratamento mostraram os menores valores de teor relativo de agua, em relacdo as demais

combinagdes de enxertia, independente do estresse salino.
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Figura 6. Teor relativo de agua de plantas de quatro combinacdes de enxerto/porta-enxerto de dois clones de
cajueiro ando precoce (CCP 06/CCP06, CCP 06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS 265), irrigadas por
60 dias com agua destilada (controle - [ ]) e com 4gua salina com condutividade elétrica de 2,0 ([[1) ¢ 4,0 ()
dS m'!. Letras maiusculas diferentes, dentro de cada combinagio de enxertia, e letras minusculas diferentes, no
mesmo tratamento salino, representam diferencas significativas decorrentes do estresse salino e da combinagdo
de enxerto/porta-enxerto, respectivamente, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). As barras representam o
erro padréo.

4.2 indice SPAD, trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Na auséncia de salinidade, os indices relativos de clorofila total, estimada pelo indice
SPAD, ndo apresentaram variagdes significativas em fun¢do das combinagdes de enxertia
(Figura 7). Em contraste, o estresse salino reduziu significativamente o indice SPAD das
plantas de todos os tratamentos de enxertia, sendo os efeitos mais conspicuos nas
combinagdes CCP 06/CCP 06 ¢ CCP 06/BRS 265 a 4,0 dS m™!, que apresentaram teores

relativos de clorofila total 53 ¢ 70% menores que os respectivos controles. Adicionalmente,



58

I 0s maiores valores do indice SPAD foram detectados na

sob estresse salino a 4,0 dS m-
combina¢do BRS 265/CCP 06, seguida das combinagdes BRS 265/BRS 265, CCP 06/CCP 06

e CCP 06/BRS 265, respectivamente.
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Figura 7. Indice SPAD de plantas de quatro combinagdes de enxerto/porta-enxerto de dois clones de cajueiro
anao precoce (CCP 06/CCP06, CCP 06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265), irrigadas por 60 dias
com 4gua destilada (controle - [ ) e com 4gua salina com condutividade elétrica de 2,0 ([]) ¢ 4,0 (Il ) dS m™'.
Letras maitsculas diferentes, dentro de cada combina¢do de enxertia, e letras mintsculas diferentes, no mesmo
tratamento salino, representam diferencgas significativas decorrentes do estresse salino e da combinagdo de
enxerto/porta-enxerto, respectivamente, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). As barras representam o erro
padrdo.

As alteragdes decorrentes do estresse salino nos teores relativos de clorofila a (indice
SPAD) das plantas de cajueiro ando precoce (Figura 7) foram concordantes com as variagdes
na fotossintese liquida (4) (Figura 8A). Na salinidade a 2,0 dS m!, as plantas das
combinagdes de enxertia CCP 06/CCP 06 ¢ CCP 06/BRS 265 apresentaram decréscimos nos
valores de 4 de 32 e 42%, respectivamente, quando comparadas com o controle, enquanto que
ndo foram registradas variagdes significativas nas combina¢des BRS 265/CCP 06 ¢ BRS
265/BRS 265. Ja a 4,0 dS m!, todos os tratamentos de enxertia apresentaram redugdes
significativas em 4 em relagdo aos respectivos controles; contudo, os maiores valores de 4
nessa condicdo de salinidade foram detectados nas plantas BRS 265/CCP 06 (Figura 8A).

As taxas de condutincia estomatica (gs) e de transpiragdo (E) apresentaram

comportamentos similares aquele de fotossintese liquida (Figura 8B e 8C). Embora os
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tratamentos salinos (2,0 € 4,0 dS m™'") tenham reduzido severamente essas varidveis em todas
as combinagdes de enxertia, os maiores € menores decréscimos médios foram observados nas
plantas CCP 06/BRS 265 e BRS 265/CCP 06, respectivamente. Em relacdo a eficiéncia de
carboxilagcdo da rubisco, esta também apresentou comportamento similar aos de A4, sendo os

maiores valores observados na enxertia BRS 265/CCP 06 (Figura 8D).

15 0,5
A Aa A B
a
21 A T — t aa 104
= l Aa l Aa -
‘v Ab i -
,\I.' Aab Ab B )
g 9 T ’ Ab 0,3 '\"E
= Bbe s _
E Be Bb g
2 6 102 =
Ca Be "
N Be Ca S0
Bb
3 Cb Cb 0,1
Cb b Cb
0 0,0
C D
64 T " . v 10,048
i = Aab Aa P -
' a A Ab
2 st TAab  x A8 ] I A b 10,036 3
= Ab Be Q
— A Bb Ba Be
) Bb e
g 324 ] 10024 §
~ Ca =1
Lﬂ Bb Bab
16 T b Ch 1 b Cb 10,012
0,0 : : : : : : 0,000
06/06 06/265 265/06  265/265 06/06 06/265 265/06  265/265

Figura 8. Fotossintese liquida (4, A), condutincia estomatica (g, B), transpira¢do (£, C) e eficiéncia de
carboxilagdo (D) de plantas de quatro combinagdes de enxerto/porta-enxerto de dois clones de cajueiro ando
precoce (CCP 06/CCP06, CCP 06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265), irrigadas por 60 dias com
agua destilada (controle - []) e com 4dgua salina com condutividade elétrica de 2,0 ([J ) ¢ 4,0 (Il ) dS m™..
Letras maitsculas diferentes, dentro de cada combina¢do de enxertia, e letras mintsculas diferentes, no mesmo
tratamento salino, representam diferencgas significativas decorrentes do estresse salino e da combinagdo de
enxerto/porta-enxerto, respectivamente, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). As barras representam o erro
padrao.

A eficiéncia quantica do fotossistema II (relagdo Fv/Fm) foi reduzida pela salinidade a
2,0 dS m’! somente nas plantas da combinagdo CCP 06/BRS 265, ao passo que a 4,0 dS m™!

todas as combinagdes de enxertia apresentaram relagdes Fv/Fm inferiores aquelas dos

tratamentos controles (Figura 9). Adicionalmente, em termos absolutos, os maiores valores de
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eficiéncia quéntica do fotossistema II a 4,0 dS m! foram registrados nas plantas BRS
265/CCP 06, que foram correlacionados com o melhor desempenho fotossintético e

crescimento das plantas desse tratamento sob salinidade.
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Figura 9. Eficiéncia quantica do fotossistema II (relagdo Fv/Fm) de plantas de quatro combinagdes de
enxerto/porta-enxerto de dois clones de cajueiro ando precoce (CCP 06/CCP06, CCP 06/BRS 265, BRS
265/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS 265), irrigadas por 60 dias com agua destilada (controle - [ ]) e com agua salina
com condutividade elétrica de 2,0 ([]) € 4,0 (M) dS m!. Letras maitsculas diferentes, dentro de cada
combinagdo de enxertia, e letras minusculas diferentes, no mesmo tratamento salino, representam diferencas
significativas decorrentes do estresse salino ¢ da combinagdo de enxerto/porta-enxerto, respectivamente, de
acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). As barras representam o erro padrao.

A fotossintese ¢ um dos principais processos fisiologicos afetados pela salinidade. Os
efeitos negativos do estresse salino na fotossintese podem ser decorrentes de fatores
estomaticos e ndo estomaticos (FLEXAS et al, 2004). Os fatores estomdticos incluem o
decréscimo da disponibilidade de CO», como resultado da limitagcdo da difusdo estomatica e
mesofilica. Dentre os mecanismos nao estomaticos, destacam-se redugdes no conteudo total
de clorofila, no transporte de elétrons nos cloroplastos e, consequentemente, decréscimos na
eficiéncia da maquinaria fotossintética (ARAGAO et al., 2012; YAN et al., 2012).

No presente estudo, observou-se que ambos 0s processos, estomaticos € ndo
estomaticos, podem ter limitado as trocas gasosas das plantas de cajueiro ando precoce sob
estresse salino (Figuras 7, 8 e 9). Vale ressaltar que os efeitos da salinidade foram menos
severos nas plantas enxertadas BRS 265/CCP 06, ao passo que foram mais limitantes na

combinacdo CCP 06/CCP 06. Adicionalmente, os efeitos decorrentes do estresse nos
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parametros fotossintéticos foram refletidos em alteragdes no crescimento das plantas (Figuras

2,3,5¢8).

4.3 Enzimas antioxidantes

A atividade das principais enzimas antioxidantes, em folhas e raizes de plantas
enxertadas de cajueiro anao precoce (Figura 10). A atividade da SOD nas folhas ndo variou
significativamente em func¢do da salinidade, em todas as enxertias, a excecdo da combinagao
CCP 06/BRS 265, na qual houve uma redugao significativa dessa variavel, nos tratamentos de
2,0 € 4,0 dS m’!, em comparagdo ao controle. Ao se comparar as enxertias empregadas,
observa-se que, na condi¢ao controle, a CCP 06/CCP 06 foi a que apresentou menor atividade
da SOD, mas essa resposta nio se manteve no tratamento a 4,0 dS m"!, no qual houve
nenhuma diferenca significativa entre as combinacdes de enxertia (Figura 10A).

A atividade da SOD nas raizes foi bem distinta daquela observada nas folhas. Nesses
orgdos e em todas as enxertias, houve uma redugdo significativa dessa variavel com o
aumento da salinidade, sendo isso mais evidente nas combina¢cdes CCP 06/CCP 06 ¢ CCP
06/BRS 265, as quais sofreram reducdo de 58,5 e 56,1%, respectivamente, no tratamento a 4,0
dS m’!', em relagdo ao seu controle (Figura 10B). De modo peculiar, na combina¢io BRS
265/CCP 06, a redugao da atividade da SOD pela salinidade, em relacao ao controle, foi mais
intensa a 2,0 dS m"! (63,1%), tendo havido um aumento de 69,5% nessa varidvel, no
tratamento salino a 4,0 dS m’!, em relagdo ao menor nivel salino (Figura 10B). Entre as
enxertias, vé-se que, na condi¢do controle, os maiores valores de atividade da SOD foram
observados nas combinagdoes CCP 06/BRS 265 ¢ BRS 265/CCP 06. No tratamento de 2,0 dS
m!, por sua vez, ndo houve diferenga significativa entre as combinagdes, no entanto, no
tratamento a 4,0 dS m™!, a combinag¢do BRS 265/CCP 06 foi a que apresentou maior atividade

da SOD (Figura 10B).
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Figura 10. Atividade das enzimas dismutase do superoxido (SOD). peroxidase do ascorbato (APX) e
peroxidase do guaiacol (GPX) nas folhas (A, C, E) e nas raizes (B, D, F) de plantas de quatro combinagdes de
enxerto/porta-enxerto de dois clones de cajueiro ando precoce (CCP 06/CCP06, CCP 06/BRS 265, BRS
265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265), irrigadas por 60 dias com agua destilada (controle -[]) e com dgua salina
com condutividade elétrica de 2.0 () e 4,0 (M) dS m'. Letras maitsculas diferentes, dentro de cada
combina¢do de enxertia, e letras minusculas diferentes, no mesmo tratamento salino, representam diferencas
significativas decorrentes do estresse salino e da combina¢do de enxerto/porta-enxerto, respectivamente, de
acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). As barras representam o erro padrio.

A SOD ¢ uma enzima ubiqua em organismos aerobicos e possui um papel-chave na
defesa contra os danos causados pelas ROS, uma vez que sua atividade modula os niveis de
superdxido (*Oz2) e peroxido de hidrogénio (H20-) e, por conseguinte, diminui os riscos de
formagdo do radical hidroxil (*OH) (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002). Neste

experimento, o estresse salino praticamente ndo afetou a atividade da SOD nas folhas e a
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reduziu nas raizes. Em estudo anterior, a atividade da SOD também nao foi influenciada pela
salinidade (NaCl a até 200 mM), em folhas de cajueiro ando precoce (FERREIRA-SILVA et
al., 2011). Ainda assim, nas raizes, as plantas BRS 265/CCP 06 tiveram um ligeiro aumento
de atividade da SOD a 4,0 dS m’!, em relagdo a 2,0 dS m™! (Figura 10B), e isso aumentou a
acao removedora de *O>" nesse 6rgdo, nas condi¢des salinas.

A atividade da APX foi afetada significativamente, tanto pela salinidade, quanto pelas
enxertias. Nas folhas, a salinidade reduziu gradativamente a atividade da APX, e as maiores
reducdes foram observadas nas combinagdes CCP 06/CCP 06 (42,5%) e CCP 06/BRS 265
(63,0%), no tratamento salino a 4,0 dS m™! (Figura 10C). Comparando-se as enxertias, pode-
se observar que a combinacdo BRS 265/BRS 265 foi a que apresentou os maiores valores de
atividade da APX nas folhas, em quaisquer dos tratamentos, seguida pela combinagdo BRS
265/CCP 06 (Figura 10C). Nas raizes, a atividade da APX foi reduzida pela salinidade em
todas as combinagdes, exceto na BRS 265/BRS 265, na qual houve aumento da atividade
quando as plantas estiveram sob estresse salino (Figura 10D). Em relagdo as enxertias, a CCP
06/CCP 06 foi a que teve os maiores valores de atividade da APX nas raizes, em todos os
tratamentos, ao passo que a combinagao BRS 265/CCP 06 apresentou os menores valores de
atividade dessa enzima (Figura 10D).

Nao se pdde determinar a atividade da GPX nas folhas das plantas de cajueiro ando
precoce (Figura 10E). Nas raizes, por outro lado, a salinidade influenciou significativamente a
atividade dessa enzima em todas as combinag¢des (Figura 10F). A medida que a salinidade
intensificou-se, a atividade da GPX nas raizes aumentou, alcancando valores 165,1; 181,3 e
91,8 % maiores que aqueles do controle, nas combina¢des CCP 06/CCP 06, CCP 06/BRS 265
e BRS 265/BRS 265, respectivamente. A combinagdao BRS 265/BRS 265 foi a inica em que a
salinidade reduziu a atividade da GPX, nas raizes. Dessa forma, na condi¢do controle, a
combina¢do que apresentou a maior atividade da GPX foi a BRS 265/BRS 265, enquanto a
menor, foi a CCP 06/CCP 06. No tratamento salino a 2,0 dS m’!, as varia¢des entre as
combinagdes de enxertia foram poucas ou inexistentes, mas ja no tratamento salino a 4,0 dS
m!, CCP 06/CCP 06 ¢ BRS 265/CCP 06 foram as combinagdes que apresentaram maior
atividade da GPX (Figura 10F).

O H;0; gerado apo6s a atividade da SOD ainda ¢é toxico e precisa ser eliminado pela
conversao a H,O em reacgdes subsequentes, € as principais enzimas associadas a essa remogao
sdo a catalase e as peroxidases. Entre as peroxidases estudadas, a GPX foi a que teve maior
atividade removedora de H,O, (Figura 10). Essa conclusdao s6 pdde ser tirada com base nos

valores nas raizes, ja que ndo se conseguiu determinar a atividade da GPX nas folhas das
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plantas de cajueiro ando precoce. Em todas as combinagdes, a atividade reduzida da APX nas
folhas, em decorréncia da salinidade, pode representar uma capacidade antioxidante limitada
nesses 0rgaos, € essa resposta também tinha sido observada antes em cajueiro ando precoce
(FERREIRA-SILVA et al., 2011). Nas raizes, de modo interessante, a redugdo na atividade da
APX causada pela salinidade, nas combinagcdes CCP 06/CCP 06, CCP 06/BRS 265 ¢ BRS
265/CCP 06, foi contrabalangada por um aumento na atividade da GPX. Inversamente, a
redu¢do que houve na atividade da GPX, na combinacdo BRS 265/BRS 265, foi
acompanhada por um aumento na atividade da APX. Tais mudangas parecem ter tido a
finalidade de manter sempre elevada a taxa de remog¢ao de H>O> nesses 6rgaos, a despeito que

qual enzima estivesse envolvida.

4.4 Homeostase ionica

A tolerancia das plantas a salinidade varia amplamente entre as espécies (isto €, com o
mecanismo especifico que ¢ utilizado para responder a salinidade), e depende de diversos
fatores, tais como a concentrag¢do e do tempo de exposicao aos sais, as condi¢cdes ambientais e
a interagdo entre estresses (PRISCO; GOMES-FILHO, 2010; SHINOZAKI et al., 2015).
Diversos autores tém destacado a manutengdo da homeostase idnica como determinante para
a tolerancia de plantas ao estresse salino. Tais estudos mostram que o controle mais eficiente
da absor¢ao e alocagdo de K* bem como o da exclusdo e compartimentagdo de Na* e CI- sdo
mecanismos-chave para a regulacdo da homeostase i6nica em plantas sob estresse.

Para investigar a influéncia da enxertia na modulacdo da homeostase i6nica de plantas
de cajueiro sob salinidade, os teores de K*, Na* e Cl- foram mensurados. Os teores de cloreto
(Cl') aumentaram com o incremento dos sais na agua de irriga¢do, independente do 6rgao
analisado e da combinagdo de enxertia (Figura 11). Em termos absolutos, sob condi¢des de
estresse salino, os maiores teores desse ion foram encontrados nas folhas, seguido das raizes e
caules. Além disso, alteragdes significativas nos teores de Cl- decorrentes do tratamento de
enxertia foram detectadas apenas nas folhas das plantas expostas a salinidade de 4,0 dS m!,

sendo os maiores valores registrados na combinagao CCP 06/CCP 06.
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Figura 11. Teores de cloreto (Cl) em folhas (A), caules (B) ¢ raizes (C) de plantas de quatro combinagdes de
enxerto/porta-enxerto de dois clones de cajueiro ando precoce (CCP 06/CCP06, CCP 06/BRS 265, BRS
265/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS 265), irrigadas por 60 dias com agua destilada (controle -[ ) ¢ com agua salina
com condutividade elétrica de 2,0 ([]) e 4,0 () dS m!. Letras mailsculas diferentes, dentro de cada
combinagdo de enxertia, e letras minusculas diferentes, no mesmo tratamento salino, representam diferengas
significativas decorrentes do estresse salino e da combinagdo de enxerto/porta-enxerto, respectivamente, de
acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). As barras representam o erro padrio.

Nesse estudo, os teores de potassio (K*) apresentaram variagdes significativas em
funcdo de todos os tratamentos analisados, exceto nas folhas da combinagcao BRS 265/BRS
265 (Figura 12A, C, E). Neste o6rgdo, plantas da combinacdo de enxertia BRS 265/CCP 06

foram as tinicas a mostrar decréscimos significativos nos teores de K* com a salinidade, tanto

a 2,0 quanto a 4,0 dS m™! (Figura 12A). Surpreendentemente, as combina¢des CCP 06/CCP
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06 e CCP 06/BRS 265 apresentaram incrementos de 35 e 84%, respectivamente, quando

expostas a salinidade de 4,0 dS m™!, em comparagdo aos controles. Em contraste, nos caules e

raizes, plantas de todas as combinagdes de enxertia apresentaram redugdes nos teores de K¥,

independente do estresse salino (Figura 12C e E).
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Figura 12. Teores de potassio (K) e sédio (Na*) em folhas (A, B), caules (C, D) e raizes (E, F) de plantas de
quatro combinagdes de enxerto/porta-enxerto de dois clones de cajueiro ando precoce (CCP 06/CCP06, CCP
06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265), irrigadas por 60 dias com agua destilada (controle - [ ) e
com é4gua salina com condutividade elétrica de 2,0 ( []) e 4,0 (Il ) dS m™!. Letras maiusculas diferentes, dentro
de cada combinagdo de enxertia, e letras mintisculas diferentes, no mesmo tratamento salino, representam

diferencas

significativas decorrentes

respectivamente, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). As barras representam o erro padrao.

do estresse salino e da combinacdo de enxerto/porta-enxerto,
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De modo geral, sob condi¢des controle, os teores de sodio (Na*) dos diferentes 6rgaos
das plantas de cajueiro ando precoce apresentaram pouca alteragdo pelas combinagdes de
enxertia (Figuras 12B, D, F). Sob estresse salino, os teores de Na® aumentaram em todos os
orgdos analisados, independente do tipo de enxertia. Na salinidade de 2,0 dS m™!, o tratamento
de enxertia ndo exerceu efeito sobre os teores de Na*, com excec¢do dos caules das plantas
CCP 06/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS 265 e das raizes das combinagdes CCP 06/BRS 265 ¢ CCP
06/CCP 06 (Figura 12D, F). J4a 4,0 dS m’!, a combinacdo de enxertia teve efeito significativo
sobre os teores de Na* nas folhas; enquanto que plantas das enxertias BRS 265/BRS 265,
BRS 265/CCP 06 e CCP 06/BRS 265 apresentaram aumentos de 248, 269 e 356%,
respectivamente, plantas provenientes da enxertia CCP 06/CCP 06 apresentaram incrementos
de 650%, em relagdo ao controle (Figura 12B). Além disso, os teores de Na* das folhas das
plantas CCP 06/CCP 06 estressadas a 4,0 dS m™! foram, em média, 95% superiores aqueles
das plantas estressadas das demais combinagdes de enxertia.

Sob condi¢des controle, a relagdo Na*/K* foi pouco influenciada pela enxertia nas
folhas, caules e raizes das plantas de cajueiro ando precoce, porém esta relacdo aumentou com
o estresse salino (Figura 13). Nas folhas, as combinacdes de enxertia CCP 06/CCP 06 e CCP
06/BRS 265 apresentaram incrementos similares na relagio Na”/K* a 2,0 e 4,0 dS m,
enquanto que as combinagdes BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265 apresentaram aumentos
com o incremento da condutividade elétrica da 4gua de irrigacao (Figura 13A). Nos caules, a
relagdo Na*/K™ aumentou fortemente com o estresse salino, sendo os maiores incrementos
registrados nas plantas BRS 265/CCP 06 a 4,0 dS m™!, com valores 350% maiores que os do
controle (Figura 13B). Por outro lado, os menores incrementos na relacdo Na*/K* das raizes,
com o estresse salino (4,0 dS m!), foram observados nas plantas dessa mesma combinagdo
(BRS 265/CCP 06), sugerindo uma compartimentacdo preferencial de Na“ nos caules em
relacdo aos demais 6rgdos (Figura 13C).

No estudo de Craig Plett e Moller (2010), a interagdo entre potassio (K*) e sodio (Na*)
¢ discutida como um mecanismo crucial para a tolerancia ao estresse salino em glicéfitas. Os
autores destacam que, em ambientes salinos, a manutencao de altos niveis de K*, associada a
baixas concentracdes de Na*, permite que as plantas preservem suas funcdes fisioldgicas
essenciais, como a fotossintese e a absor¢ao de dgua. Essa relacdao ¢ fundamental, pois o Na*,
em excesso, pode competir com o K, prejudicando a homeostase idnica e a atividade

enzimatica. No entanto, ¢ importante ressaltar que a tolerancia a salinidade em glicofitas nao
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se baseia apenas nesse mecanismo isolado. Outras estratégias, como o ajuste osmoético através
da sintese de compostos organicos, a regulagdo hormonal e a ativagdo de vias de sinalizagdo
celular, também desempenham papéis significativos (CRAIG PLETT; M@OLLER, 2010). Para
minimizar o acimulo de Na* nos tecidos, as plantas podem: diminuir o carregamento de sais
no xilema ou intensificar sua retirada antes de chegar a parte aérea; aumentar a recirculagao
dos sais da parte aérea via floema; aumentar a compartimentagdo ou a alocagdo dos sais para
locais particulares da parte aérea (como as folhas mais velhas); ou excretar os sais para a

superficie das folhas (somente haléfitas) (MUNNS; TESTER, 2008).
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Figura 13. Relagcdo Na'/K" em folhas (A), caules (B) e raizes (C) de plantas de quatro combinagdes de
enxerto/porta-enxerto de dois clones de cajueiro ando precoce (CCP 06/CCP06, CCP 06/BRS 265, BRS
265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265), irrigadas por 60 dias com agua destilada (controle - [ ]) e com agua salina
com condutividade elétrica de 2,0 ([J) e 4,0 (M) dS m!. Letras maitsculas diferentes, dentro de cada
combinagdo de enxertia, e letras minusculas diferentes, no mesmo tratamento salino, representam diferencas
significativas decorrentes do estresse salino e da combinagdo de enxerto/porta-enxerto, respectivamente, de
acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). As barras representam o erro padrao.

4.5 Solutos organicos

A Figura 14 apresenta os teores de carboidratos soltiveis em folhas, caules e raizes de
mudas enxertadas de cajueiro ando precoce. Nas folhas, a salinidade afetou os teores de
carboidratos soluveis apenas na combinacao CCP 06/CCP 06, na qual eles reduziram em até
38,1% (4,0 dS m™"), e na CCP 06/BRS 265, em que eles aumentaram, em média 14,0%, nos
tratamentos salinos (Figura 14A). Os teores caulinares de carboidratos decresceram com a
salinidade, especialmente a 4,0 dS m'!, em todas as enxertias, ¢ essa redu¢io foi mais evidente
nas combinacdes BRS 265/CCP 06 (38,2%) e BRS 265/BRS 265 (32,9%) (Figura 14B). Nas
raizes, o 0rgdo que apresentou os menores teores de carboidratos, a principal variacdo ocorreu
na combinagdo CCP 06/CCP 06, em que a salinidade reduziu-os em 36,3%, em média, em
relacio ao controle, enquanto que, nas demais, houve pouca ou nenhuma varia¢do
significativa, em razao da salinidade (Figura 12C).

Viérios autores relacionam mudangas nos teores de carboidratos com adaptacao a
salinidade, sugerindo um papel significante deles na tolerancia das plantas a esse estresse, em
razdo da sua relacdo direta com alguns processos fisiologicos, tais como fotossintese,
translocacdo e respiracdo (KEREPESI; GALIBA, 2000; JAMIL et al., 2015; SILVA et al.,
2015). Além da contribuicao dos carboidratos soluveis no ajustamento osmético, eles também
podem estar envolvidos na osmoprotecdo e na remoc¢do de espécies reativas de oxigénio
(PARIDA; DAS, 2005). Por outro lado, o acimulo de solutos frente a salinidade e a outros
estresses abioticos pode dar-se simplesmente porque o suprimento de assimilados pelas folhas
excede sua demanda nos tecidos em crescimento (MUNNS, 2005). Neste experimento,
considerando os trés orgdos estudados, a combinagdo CCP 06/CCP 06 foi a que menos
acumulou carboidratos soliveis, ao passo que as plantas BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS

265 foram as que mais acumularam esses osmolitos (Figura 14A).
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Figura 14. Teores de carboidratos soli{]s em folllF (A). caules (B) e raizes (C) de plantas de quatro
combinagdes de enxerto/porta-enxerto de dois clones de cajueiro anfo precoce (CCP 06/CCP06, CCP 06/BRS
265, BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265), irrigadas por 60 dias com dgua destilada (controle -[_]) e com dgua
salina com condutividade elétrica de 2,0 ( )e 4,0 ( ) dS m. Letras maiusculas diferentes, dentro de cada
combinagdo de enxertia, e letras minusculas diferentes, no mesmo tratamento salino, representam diferencas
significativas decorrentes do estresse salino e da combinagdo de enxerto/porta-enxerto, respectivamente, de
acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). As barras representam o erro padréo.
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Os teores de prolina aumentaram fortemente com a salinidade, nas folhas das plantas
de cajueiro ando precoce. Os maiores valores desse soluto foram observados a 4,0 dS m™!, e as
combinagdes CCP 06/CCP 06, BRS 265/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS 265 foram as que
acumularam mais prolina, em comparagcdo aos respectivos controles (aumento médio de
653%) (Figura 15A). Nos caules, houve resposta similar, tendo os teores de prolina
aumentado em todas as combinagdes, frente a salinidade, mas em uma menor propor¢ao que
nas folhas. Ainda, as combina¢des CCP 06/CCP 06 ¢ CCP 06/BRS 265 acumularam menos
prolina nos caules que as restantes, quando sob a 4,0 dS m™! (Figura 15B). Por fim, nas raizes,
o efeito da salinidade nos teores de prolina variou de acordo com a enxertia. Nas
combinagdes, CCP 06/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS 265, houve aumento gradual nos teores desse
soluto, em funcao da salinidade, enquanto que, nas demais plantas, os teores de prolina ou
diminuiram com a salinidade (CCP 06/BRS 265) ou permaneceram inalterados (BRS
265/CCP 06) (Figura 15C).

O acumulo de prolina livre ¢ uma resposta comum das plantas ao estresse salino
(DEMIRAL; TURKAN, 2005), e isso ficou evidente nas folhas das plantas de cajueiro anfio
precoce (Figura 15A). Esse aumento nos teores de prolina ja foi relatado por diversos autores,
em diferentes espécies (LACERDA et al., 2005; ABREU et al., 2008; FERREIRA-SILVA,
2009), e ele pode ser decorrente tanto de um aumento na atividade das enzimas envolvidas na
sintese desse osmolito, quanto da inibicado daquelas envolvidas em sua oxidagao (ASHRAF;
FOOLAD, 2007). De modo geral, as plantas BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265 foram as
que acumularam mais prolina (Figura 15), o que pode ter contribuido para seu melhor
desempenho frente a salinidade. Contudo, o papel osmorregulador da prolina nas plantas de
cajueiro anao precoce ¢ questionavel, tendo em vista a baixa concentracdo que esse soluto
geralmente alcancga. Assim, € possivel que a prolina neste caso esteja mais envolvida com a
osmoprotecao, contribuindo para a estabilidade da membrana celular e de macromoléculas
(PARIDA; DAS, 2005).

Os teores foliares e caulinares de N-aminossoliveis, assim como os de prolina,
aumentaram significativamente com a salinidade. Em ambos os 6rgdos, houve maior aciimulo
desse soluto nas combinagdes CCP 06/BRS 265 ¢ BRS 265/BRS 265, alcangando valores
209% e 225% superiores, respectivamente, nas folhas, e 84,9% e 71,8% superiores,
respectivamente, nos caules, que os seus controles (Figuras 16A e B). Nas raizes, houve
reducdo dos teores de N-aminossoliveis nas plantas CCP 06/BRS 265 e BRS 265/BRS 265,
em funcdo da salinidade, enquanto que, nas demais combinagdes, os teores desses solutos

aumentaram gradualmente, especialmente a 4,0 dS m™! (Figura 16C).
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Figura 15. Teores de prolina em folhas (A), caules (B) e raizes (C) de plantas de quatro combinagdes de
enxerto/porta-enxerto de dois clones de cajueiro ando precoce (CCP 06/CCP06, CCP 06/BRS 265, BRS
265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265), irrigadas por 60 dias com agua destilada (controle - [ ]) e com 4gua salina
com condutividade elétrica de 2,0 ([]) e 4,0 ( ) dS m™'. Letras maiasculas diferentes, dentro de cada
combinagdo de enxertia, ¢ letras minusculas diferentes, no mesmo tratamento salino, representam diferencas
significativas decorrentes do estresse salino e da combinagdo de enxerto/porta-enxerto, respectivamente, de
acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). As barras representam o erro padrio.
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Figura 16. Teores de N-aminossoltveis em folhas (A), caules (B) e raizes (C) de plantas de quatro combinagdes
de enxerto/porta-enxerto de dois clones de cajueiro ando precoce (CCP 06/CCP06, CCP 06/BRS 265, BRS
265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265), irrigadas por 60 dias com agua destilada (controle -[_]) e com agua salina

com condutividade elétrica de 2.0 () e 4,0 () dS m™.

Letras maitsculas diferentes, dentro de cada

combinagdo de enxertia, e letras mintsculas diferentes, no mesmo tratamento salino, representam diferengas
significativas decorrentes do estresse salino e da combinac¢do de enxerto/porta-enxerto, respectivamente, de
acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). As barras representam o erro padréo.
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Uma grande variedade de compostos nitrogenados soluveis e de baixo peso molecular
pode ser encontrada em plantas expostas a salinidade. Os mais frequentes sdo os aminodacidos,
os iminoacidos, os compostos de amdnio quaternario e as poliaminas (PARIDA; DAS, 2005).
Aqui, as plantas CCP 06/BRS 265 ¢ BRS 265/BRS 265 acumularam mais N-aminossoluveis
nas folhas e nos caules, porém foram as que tiveram menores teores desses solutos nas raizes,
em condi¢des salinas (Figura 16). Por outro lado, nas plantas BRS 265/CCP 06, os teores de
N-aminossoluveis foram elevados nos trés 6rgaos, mesmo na maior salinidade empregada
(Figura 16), o que denota a maior capacidade de esses solutos terem contribuido para o

ajustamento osmotico e exercido fungdes osmoprotetoras, nessas plantas.

4.6 Padroes proteicos bidimensionais

Géis eletroforéticos bidimensionais (2D) foram produzidos para verificar os efeitos da
salinidade no padrao de proteinas expressas nas folhas de plantas enxertadas de cajueiro ando
precoce. O experimento foi conduzido com plantas de cajueiro em diferentes combinagdes de
enxerto/porta-enxerto, respectivamente (CCP 06/CCP 06, CCP 06/BRS 265, BRS 265/CCP
06 e BRS 265/BRS 265) e sob condicdes de cultivo com dguas de diferentes condutividades
elétricas (CEa) [0,0 (controle); 2,0 € 4,0 dS m™']. A analise do proteoma diferencial foi
realizada em folhas de cajueiro a partir de uma mistura composta das cinco repeti¢des de cada
tratamento, sendo utilizado o mesmo material empregado para a caracterizacao fisioldgica e
bioquimica nos topicos iniciais desse trabalho (itens 4.1 a 4.5).

A comparagdo entre os controles e os tratamentos em experimentos de protedmica ¢
crucial para garantir que as mudangas observadas na expressdo proteica sejam de fato
resultado das condigdes experimentais aplicadas, e ndo decorrentes de variagdes biologicas ou
técnicas. No contexto de estudos envolvendo proteinas, essa comparagdo tem a fungdo central
de isolar os efeitos especificos do tratamento em questdo, como o estresse salino, de outras
variaveis que possam interferir no resultado, como condi¢des ambientais ou endogenas do
organismo em analise (SHEN et al., 2002).

O controle funciona como ponto de referéncia, refletindo o estado basal ou "normal"
das proteinas nas condi¢des experimentais. Essa referéncia ¢ essencial para identificar
proteinas diferencialmente expressas em resposta ao tratamento. Ao comparar o grupo
controle com os grupos tratados, ¢ possivel destacar quais proteinas estdo se adaptando, sendo
suprimidas ou induzidas em funcdo do estresse imposto. Isso € particularmente importante em

estudos de estresse abiodtico, como a salinidade, que altera a expressao de proteinas de forma
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ampla e complexa, exigindo uma referéncia clara para diferenciar respostas adaptativas das
que ocorrem de maneira natural.

Além disso, a comparagdo com o controle minimiza a variabilidade técnica e bioldgica
que pode surgir durante o processo experimental. Técnicas de alta sensibilidade, como a
eletroforese bidimensional (2-DE) e a espectrometria de massas, podem ser influenciadas por
pequenos fatores, como variagdes na preparacdo de amostras ou condigdes de execugdo dos
ensaios (RABILLOUD, 1997). A utilizacdo do controle ajuda a assegurar que as diferencas
observadas nos spots proteicos refletem, de fato, as respostas ao tratamento aplicado, e nao
problemas técnicos no decorrer do processo.

Outro ponto importante ¢ a comparagao entre diferentes niveis de tratamento salino.
Ao comparar o controle com os tratamentos salinos, como CE=2,0 e CE=4,0 dS m-1, ¢
possivel observar como o aumento progressivo do estresse salino afeta a expressao proteica de
maneira distinta. Essa abordagem ¢ essencial em plantas, que desenvolvem diferentes
mecanismos de adaptacdo a salinidade, como ajuste osmoético e protecdo de proteinas e
membranas, dependendo da intensidade do estresse (MUNNS; TESTER, 2008). A
comparac¢do sistematica revela quais proteinas estdo envolvidas nessas respostas adaptativas e
permite mapear como essas vias metabolicas sdo ativadas ou reprimidas em cada nivel de
tratamento.

Por fim, essa comparacdo ¢ indispensavel para validar os resultados e identificar
proteinas que aparecem, desaparecem ou sofrem variagdes significativas em volume em
resposta ao tratamento. Proteinas que surgem exclusivamente apds o estresse ou que tém sua
expressao alterada drasticamente podem indicar mecanismos chave de adaptagcdo ou resposta
ao estresse, como revelado em andlises anteriores (NEUHOFF et al., 1988). Dessa forma, a
comparagdo com o controle ¢ um passo critico para garantir a robustez dos resultados e a
identificacdo das proteinas diferencialmente expressas com relevancia biologica.

As amostras de proteinas totais extraidas das folhas de cajueiro foram separadas na
primeira dimensao pelo ponto isoelétrico, em gradiente de pH imobilizado linear, na faixa de
4 a 7 e, posteriormente, na segunda dimensdo, a separagdo foi por peso molecular, através de
eletroforese em condi¢des desnaturantes. Inicialmente, as andlises nos géis eletroforéticos 2D,
feitas no programa ImageMaster 2D Platinum, foram realizadas comparando as diferentes
combinagdes de enxerto/porta-enxerto dentro de um mesmo tratamento (controle e 4,0 dS m-
1. Posteriormente, foram realizadas comparagdes entre os niveis de sais em cada uma das

combinagdes de enxertia. Estas andlises mostraram grande reprodutibilidade dos resultados,
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havendo grandes semelhangas entre os géis de um mesmo tratamento em combinagdes de

enxertia diferentes.

4.6.1 Proteoma diferencial de folhas de combinacées de enxerto/porta-enxerto de

cajueiro ando precoce em auséncia de salinidade

Os resultados das eletroforeses 2D das combinagdes de enxertia CCP 06/CCP 06, CCP
06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS 265 apresentaram, em média, um total de
627, 582, 560 e 611 spots proteicos, respectivamente, nas plantas sob condi¢des controle. Na
figura 17 sdo apresentados os géis 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce das
combinagdes CCP 06/CCP 06 e CCP 06/BRS 265. Entre os spots detectados, 472 foram
comparados entre si, sendo identificada diferenca na expressdo de 14 spots. Quando se
compara o padrio de expressdo proteica da segunda combinag¢do de enxertia com o da
primeira, observam-se que quatro proteinas (spots 97, 177, 202 e 280) tiveram aumento de
intensidade e 10 (spots 2, 17, 20, 23, 51, 78, 192, 197, 204 e 337) tiveram sua expressio
reduzida (Figura 17).
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Figura 17. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro anio precoce,
combinagdes enxerto/porta-enxerto CCP 06/CCP 06 e CCP 06/BRS 265, cultivadas por 60 dias sob condigdes
controle (agua destilada). Os spors marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes na
combinagdo CCP 06/CCP 06 que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo a CCP 06/BRS 265. Os spois
marcados com circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expressdo das proteinas,
aumento e redugfo, respectivamente. Para cada gel, aplicaram-se 0,5 mg de proteina, sendo os spots visualizados
apos coramento com Coomassie Blue G-250.
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Na comparagdo dos padroes eletroforéticos 2D de folhas de plantas das enxertias CCP
06/CCP 06 e BRS 265/CCP 06 houve uma correspondéncia entre 433 spots proteicos, sendo
que 24 spots proteicos apresentaram intensidade aumentada (spots 5, 15, 19, 22, 33, 38, 40,
57, 97, 102, 103, 119, 124, 177, 193, 226, 227, 274, 280, 314, 319, 321, 323 e 331) e 26
apresentaram redugdo (spots 7, 10, 44, 45, 59, 68, 73, 77, 78, 84, 85, 109, 129, 171, 172, 174,
175, 181, 192, 195, 224, 313, 322, 327, 328 e 348), quando se considera a segunda
combinagdo de enxertia em relagdo a primeira (Figura 18). Além disso, 22 proteinas (spots 1,
2,6,9,116, 122, 139, 169, 180, 202, 205, 312, 215, 315, 316, 317, 320, 324, 325, 326,335 ¢
337) foram expressas apenas na combinagdo CCP 06/CCP 06 e 10 (spots 8, 24, 133, 135, 154,
167, 290, 318, 329 e 330) foram encontradas exclusivamente na combinagdo de enxertia BRS

265/CCP 06.
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Figura 18. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinagdes enxerto/porta-enxerto CCP 06/CCP 06 e BRS 265/CCP 06, cultivadas por 60 dias sob condicdes
controle (dgua destilada). Os spofs marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes na
combinagdo CCP 06/CCP 06 que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo a BRS 265/CCP 06. Os spors
marcados com circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expressdo das proteinas,
aumento e redugdo, respectivamente. Spofs marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no
tratamento em que se encontra presente. Para cada gel. aplicaram-se 0.5 mg de proteina, sendo os spofs
visualizados apés coramento com Coomassie Blue G-250.

Na figura 19 é mostrada a comparagdo entre os padrdes eletroforéticos 2D das folhas
de plantas das combinagdes de enxertia CCP 06/CCP 06 e BRS 265/BRS 265, sob condigdes
controle, sendo avaliados 470 spots correspondentes. Desses, foram observadas diferenga no

perfil proteico de 47 proteinas (polipeptideos). Nessa comparagdo, foram observados
aumentos na expressdo de 16 spots proteicos (5, 15, 22, 33, 34, 35, 38, 40, 97, 102, 163, 177,
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193, 196, 216 e 274) e redugdo em 15 (spots 2, 6, 45, 47, 73, 109, 129, 175, 181, 192, 197,
211, 312, 326 e 337), quando se considera a enxertia BRS 265/BRS 265 em relagdo a CCP
06/CCP 06, Ademais, cinco spots proteicos (116, 169, 277, 324 e 325) foram observados
somente na enxertia CCP 06/CCP 06 e 11 (spots 8, 24, 132, 133, 137, 138, 141, 201, 332, 346
e 253) somente na enxertia BRS 265/BRS 265.
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Figura 19. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinagdes enxerto/porta-enxerto CCP 06/CCP 06 e BRS 265/BRS 265, cultivadas por 60 dias sob condigdes
controle (dgua destilada). Os spofs marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes na CCP
06/CCP 06 que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo a BRS 265/BRS 265. Os spots marcados com
circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram. na expressdo das proteinas, aumento e
redugdo, respectivamente. Spots marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no tratamento em
que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se 0,5 mg de proteina, sendo os spots visualizados apos
coramento com Coomassie Blue G-250.

Na comparagdo dos padroes eletroforéticos 2D das folhas de plantas das combinagdes
CCP 06/BRS 265 e BRS 265/CCP 06, sob condigdes controle, a avaliagdo de 411 spots
revelou que 20 proteinas tiveram sua expressdo aumentada (spots 15, 18, 22, 23, 24, 33, 35,
36, 38, 40, 56, 103, 123, 177, 250, 274, 319, 323, 329 e 334) e 14 tiveram sua expressao
reduzida (spots 10, 26, 53, 85, 109, 175, 181, 192, 195, 244, 282, 313, 327 e 336), levando em
conta a segunda combinag¢do de enxertia com a primeira (Figura 20). Por outro lado, 22 foram
expressas somente nas plantas da enxertia CCP 06/BRS 265 (spots 1, 2, 6, 9, 48, 113, 115,
116, 122, 139, 169, 180, 202, 205, 215, 223, 324, 325, 333, 335, 338 e 339) e oito somente na
enxertia BRS 265/CCP 06 (spots 5, 8, 133, 135, 138, 143, 154 e 253).
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Figura 20. Comparagio dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce.
combinagdes enxerto/porta-enxerto CCP 06/BRS 265 e BRS 265/CCP 06, cultivadas por 60 dias sob condigdes
controle (4gua destilada). Os spofs marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes na CCP
06/BRS 265 que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo a BRS 265/CCP 06. Os spots marcados com
circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram. na expressdo das proteinas, aumento e
redugdo, respectivamente. Spors marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no tratamento em
que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se 0,5 mg de proteina, sendo os spors visualizados apds
coramento com Coomassie Blue G-250.

Nos géis proteicos das plantas CCP 06/BRS 265 e BRS 265/BRS 265, sob condigdes
controle, foram comparados 443 spots; destes, um total de 46 tiveram expressdo proteica
diferencial, sendo observados incrementos na expressao em 24 polipeptideos (spots 15, 16,
22,23, 24, 31, 33, 34, 35, 36, 38, 40, 56, 63, 64, 163, 177, 196, 204, 220, 222,274, 314 ¢ 342)
e decréscimos na expressdo de sete (spots 48, 109, 129, 175, 202, 244 e 340), quando se
compara a enxertia BRS 265/BRS 265 em relagdo a enxertia CCP 06/BRS 265 (Figura 21).
Observou-se, também, a presenga de cinco spots apenas na combinagdo de enxertia CCP
06/BRS 265 (116, 169, 223, 324 e 325) e 10 spots somente na enxertia BRS 265/BRS 265 (5,
8, 133, 135, 138, 141, 253, 318, 341 e 346).

Na comparagdo dos géis 2D das enxertias BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265, 418 spots
foram analisados, sendo observadas diferencas na expressdo proteica de 45 deles.
Comparando o padrdo proteico foliar das plantas da segunda enxertia com o da primeira,
houve aumento na expressdo de 18 proteinas (spots 7, 10, 26, 34, 63, 64, 77, 78, 181, 171,
192, 195, 196, 216, 222, 229, 313 e 327) e reducdo em seis (spots 43, 103, 123, 227, 271 e
272) (Figura 22). Além disso, apenas uma proteina foi detectada somente na combinagdo BRS

265/CCP 06 (spots 237) e 20 proteinas estavam presentes somente na combinagio BRS
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265/BRS 265 (spots 1, 2, 9, 115, 139, 141, 180, 202, 205, 215, 230, 232, 295, 312, 316, 333,
343, 344, 345 e 347).
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Figura 21. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinagdes enxerto/porta-enxerto CCP 06/BRS 265 e BRS 265/BRS 265, cultivadas por 60 dias sob condi¢des
controle (dgua destilada). Os spofs marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes na CCP
06/BRS 265 que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo a BRS 265/BRS 265. Os spots marcados com
circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram. na expressdo das proteinas, aumento e
redugdo, respectivamente. Spofs marcados em azul tiveram sua expressio observada somente no tratamento em
que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se 0.5 mg de proteina, sendo os spots visualizados apos
coramento com Coomassie Blue G-250.
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Figura 22. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro anfo precoce,
combinag¢des enxerto/porta-enxerto BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265, cultivadas por 60 dias sob condigdes
controle (dgua destilada). Os spofs marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes na BRS
265/CCP 06 que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo a BRS 265/BRS 265. Os spots marcados com
circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram. na expressdo das proteinas, aumento e
redugdo, respectivamente. Spots marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no tratamento em
que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se 0,5 mg de proteina, sendo os spors visualizados apos
coramento com Coomassie Blue G-250.

4.6.2 Proteoma diferencial de folhas de combinacaées de enxerto/porta-enxerto de cajueiro

ando precoce sob estresse salino a 4,0 dS m™

Os resultados das eletroforeses 2D das combinagdes de enxertia CCP 06/CCP 06, CCP
06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265 revelaram, em média, respectivamente,
os totais de 544, 489, 862 e 724 spots nos padrdes proteicos foliares das plantas enxertadas de
cajueiro ando precoce, sob condigdes de estresse salino (4,0 dS m™"). Nos géis proteicos das
plantas enxertadas CCP 06/CCP 06 e CCP 06/BRS 265 foram comparados 411 spots
proteicos. Destes, um total de 22 tiveram expressdo proteica diferencial, sendo observados
incrementos na expressdo de seis polipeptideos (spots 15, 73, 92, 94, 97 e 119) e decréscimos
na expressdo em onze (spots 12, 18, 21, 35, 51, 61, 87, 105, 110, 111, 112 e 119), quando se
compara o padrdo de expressdo proteica da enxertia CCP 06/BRS 265, em relagdo aquela da
enxertia CCP 06/CCP 06 (Figura 23). Observou-se, também, que cinco spofs somente
estavam presentes na enxertia CCP 06/CCP 06 (spots 62, 63, 84, 85 ¢ 107).
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Figura 23. Comparagdo dos padrbes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinagdes enxerto/porta-enxerto CCP 06/CCP 06 e CCP 06/BRS 265, cultivadas por 60 dias sob condigdes de
estresse salino a 4,0 dS m™'. Os spors marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes na CCP
06/CCP 06 que tiveram expressdo proteica diferencial em relagio a CCP 06/BRS 265. Os spots marcados com
circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expressdo das proteinas, aumento e
redugdo, respectivamente. Spofs marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no tratamento em
que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se 0,5 mg de proteina, sendo os spots visualizados apos
coramento com Coomassie Blue G-250.

A comparagdo entre os géis 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce das
combinagoes de enxertias CCP 06/CCP 06 e BRS 265/CCP 06, cultivadas a uma CEa de 4,0
dS m! estd apresentada na Figura 24. Entre os spots proteicos detectados nessas duas
combinacgdes, 468 foram comparados, sendo identificada diferenga na expressdo de 99 spots,
sendo que 26 proteinas tiveram aumento de intensidade (spots 7, 8, 9, 10, 18, 21, 22, 24, 35,
36, 38, 40, 42, 43, 44, 63, 70, 71, 72, 78, 86, 97, 99, 102, 114 e 121) e 34 tiveram sua
expressdo reduzida (spots 1, 2, 3, 6, 12, 17, 20, 23, 26, 27, 28, 30, 41, 45, 49, 51, 52, 54, 60,
61, 62, 65, 66, 67, 81, 82, 85, 91, 103, 107, 109, 111, 120 e 123) na enxertia BRS 265/CCP
06, em relagdo a outra combinagdo de enxertia. Além disso, cinco spots foram detectados
apenas na combinagdo CCP 06/CCP 06 (spots 4, 48, 116, 118 e 129) e 34 somente na enxertia
BRS 265/CCP 06 (spots 5, 11, 124, 125, 126, 128, 132, 133, 134, 135, 137, 138, 139, 140,
141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 160, 161, 164, 165, 167

e 168) (Figura 24).
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Figura 24. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinagdes enxerto/porta-enxerto CCP 06/CCP 06 e BRS 265/CCP 06, cultivadas por 60 dias sob condigdes de
estresse salino a 4,0 dS m™'. Os spors marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes na CCP
06/CCP 06 que tiveram expressdo proteica diferencial em relagio a BRS 265/CCP 06. Os spofs marcados com
circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expressdo das proteinas, aumento e
redugfio, respectivamente. Spots marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no tratamento em
que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se 0,5 mg de proteina, sendo os spors visualizados apos
coramento com Coomassie Blue G-250.

Na presenga de estresse salino a 4,0 dS m™!, a comparagdo dos géis proteicos das
folhas de cajueiro das combinagdes CCP 06/CCP 06 e BRS 265/BRS 265 revelou uma
correspondéncia de 449 spots. Os dados revelaram que, na combinacdo BRS 265/BRS 265, 25
spots proteicos apresentaram intensidade aumentada em relagdo & CCP 06/CCP 06 (spots 8,
15, 18, 21, 22, 24, 25, 36, 38, 40, 42, 53, 56, 57, 63, 69, 71, 75, 88, 97, 102, 106, 114, 121 e
155) e 17 apresentaram redugdo (spots 3, 12, 27, 48, 51, 54, 61, 62, 65, 67, 103, 104, 105,
113, 115, 120 e 123) (Figura 25). Além disso, seis proteinas foram expressas apenas na
combinagdo de enxertia CCP 06/CCP 06 (spots 6, 107, 111, 116, 118 e 129) e 14 foram
encontradas exclusivamente na combinacdo BRS 265/BRS 265 (spots 5, 11, 127, 128, 133,
134, 138, 147, 149, 150, 154, 156, 157 e 159).
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Figura 25. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinagdes enxerto/porta-enxerto CCP 06/CCP 06 e BRS 265/BRS 265, cultivadas por 60 dias sob condigdes
de estresse salino a 4,0 dS m!. Os spors marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes na CCP
06/CCP 06 que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo a BRS 265/BRS 265. Os spots marcados com
circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram. na expressdo das proteinas, aumento e
redugdo, respectivamente. Spors marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no tratamento em
que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se (0,5 mg de proteina, sendo os spofs visualizados apds
coramento com Coomassie Blue G-250.

Os resultados da eletroforese 2D da comparagdo entre as enxertias CCP 06/BRS 265 e
BRS 265/CCP 06, sob condigdes de estresse salino a 4,0 dS m™! estdo apresentados na Figura
26. Nessa comparagdo, 420 spots proteicos foram analisados. Destes, 76 tiverem expressdo
diferencial entre estas duas enxertias, sendo que 19 spofs proteicos apresentaram intensidade
aumentada na combina¢do BRS 265/CCP 06 em relagdo a CCP 06/BRS 265 (spots 7, 8, 9, 10,
14, 18, 21, 22, 29, 35, 36, 37, 40, 42, 44, 50, 58, 61 e 68) e 20 apresentaram redugdo (spots
15, 27, 45, 47, 54, 65, 67, 73, 76, 80, 82, 90, 96, 98, 100, 101, 102, 109, 124 e 130). Ainda
como resultado, observou-se a presenca do spot proteico /29 apenas na enxertia CCP 06/BRS
265, enquanto 36 foram encontrados exclusivamente na enxertia BRS 265/CCP 06 (spots 5,
13, 24, 32, 55, 62, 63, 64, 74, 84, 85, 89, 108, 122, 133, 135, 137, 138, 139, 140, 141, 142,
143, 144, 145, 146, 150, 151, 152, 153, 154, 158, 161, 163, 166 ¢ 167) (Figura 26).
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Figura 26. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinagdes enxerto/porta-enxerto CCP 06/BRS 265 e BRS 265/CCP 06, cultivadas por 60 dias sob condigdes
de estresse salino a 4,0 dS m!. Os spors marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes na CCP
06/BRS 265 que tiveram expressio proteica diferencial em relacdo a BRS 265/CCP 06. Os spots marcados com
circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram. na expressdo das proteinas, aumento e
redugdo, respectivamente. Spors marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no tratamento em
que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se (0,5 mg de proteina, sendo os spofs visualizados apds
coramento com Coomassie Blue G-250.

Dos 410 spots comparados entre os géis 2D de plantas das enxertias CCP 06/BRS 265
e BRS 265/BRS 265, sob condigdes de estresse com agua salina de CEa igual a 4,0 dS m™,
67 tiveram expressdo proteica diferencial, sendo observado aumentos nas intensidades de 29
spots proteicos na ultima enxertia, em relagdo a primeira (spots 8, 14, 18, 21, 22, 29, 31, 33,
34, 35, 36, 38, 39, 40, 42, 43, 44, 50, 51, 57, 61, 69, 75, 98, 102, 106, 117, 130 e 131) e
redugdo em 20 (spots 39, 45, 46, 47, 54, 59, 65, 67, 73, 79, 80, 81, 82, 83, 92, 93, 100, 101,
103 e 129) (Figura 27). O spot 169 teve sua presenca detectada apenas na combinacdo CCP

06/BRS 265, enquanto 17 spots foram encontrados somente na enxertia BRS 265/BRS 265
(spots 5,24, 63, 64, 74, 89, 95, 133, 137, 138, 144, 145, 150, 151, 156, 157 ¢ 159).
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Figura 27. Comparagio dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinagdes enxerto/porta-enxerto CCP 06/BRS 265 e BRS 265/BRS 265, cultivadas por 60 dias sob condigdes
de estresse salino a 4,0 dS m'. Os spots marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes na CCP
06/BRS 265 que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo a BRS 265/BRS 265. Os spots marcados com
circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram. na expressio das proteinas, aumento e
redugdo, respectivamente. Spors marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no tratamento em
que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se 0,5 mg de proteina, sendo os spofs visualizados apos
coramento com Coomassie Blue G-250.

Na compara¢do dos padrdes proteicos das plantas das enxertias BRS 265/CCP 06 e
BRS 265/BRS 265, sob condigdes de estresse salino a 4,0 dS m™!, a avaliagdo de 477 spots
revelou que 10 proteinas tiveram sua expressdo aumentada (spots 15, 16, 19, 20, 38, 51, 53,
100, 101 e 120) e oito tiveram sua expressdo reduzida (spots 5, 10, 24, 36, 72, 77, 149 e 151)

na enxertia BRS 265/BRS 265 em relagdo a BRS 265/CCP 06, ao passo que trés foram
expressas somente na combinagdo BRS 265/CCP 06 (spots 6, 161 e 168) (Figura 28).

4.6.3 Proteoma diferencial de folhas de cajueiro ando precoce porta-enxertados em

resposta ao estresse salino

As andlises realizadas para avaliar as proteinas responsivas ao estresse salino em
plantas de cajueiro anio precoce enxertadas, sendo quatro combinacdes de enxerto/porta-
enxerto (CCP 06/CCP 06, CCP 06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265),
seguiram o mesmo padrdo dos dois itens anteriores, porém as comparagdes foram feitas entre
os niveis de estresse salino a 2,0 e 4,0 dS m!, em comparagdo ao controle (0,0 dS m™') e,

adicionalmente, entre os niveis de salinidade a 2,0 ¢ 4,0 dS m"'.
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Figura 28. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinagdes enxerto/porta-enxerto BRS 265/CCP 06 ¢ BRS 265/BRS 265, cultivadas por 60 dias sob condi¢des
de estresse salino a 4,0 dS m'. Os spors marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes na BRS
265/CCP 06 que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo a BRS 265/BRS 265. Os spots marcados com
circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram. na expressdo das proteinas, aumento e
redugdio, respectivamente. Spors marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no tratamento em
que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se 0,5 mg de proteina, sendo os spots visualizados apos
coramento com Coomassie Blue G-250.

4.6.3.1 Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D da enxertia CCP 06/CCP 06

Em média, 621, 486 e 544 spots, foram detectados nos tratamentos irrigados com agua
destilada (controle) e sob condigdes de estresse salino a 2,0 € 4,0 dS m!, respectivamente, nas
folhas da enxertia CCP 06/CCP 06. A 2,0 dS m"!, a analise comparativa de 401 spots revelou
que 14 proteinas tiveram sua expressdo aumentada pela salinidade (spots 17, 23, 27, 51, 61,
97, 102, 110, 117, 177, 178, 196, 198 e 199), ao passo que 27 apresentaram expressao
reduzida (spots 2, 18, 20, 21, 44, 45, 56, 59, 60, 63, 70, 71, 73, 77, 78, 86, 116, 129, 163,171,
172,173, 174, 176, 194, 195 e 197), em comparagao ao controle (Figura 29).

Dos 360 spots proteicos analisados das plantas submetidas a CEa de 4,0 dS m"!,
comparados ao controle, um total de 68 spots tiveram expressdo diferencial, sendo que 36
tiveram a expressdo aumentada (spots 12, 17, 23, 27, 35, 51, 57, 61, 66, 67, 85, 87,92, 93, 97,
102,103, 110, 111, 112,117, 129, 157,175, 177, 178, 179, 182, 184, 185, 187, 188, 189, 193,
294 e 311), 28 a expressdo reduzida (spots 2, 18, 26, 36, 44, 45, 56, 59, 60, 63, 70, 73, 77, 78,
86, 115, 116, 171, 172, 173, 174, 176, 180, 181, 183, 186, 191 e 192), dois foram exclusivos
do tratamento controle (spots 190 e 215) e dois foi detectado somente no tratamento salino

(spots 3 e 118) (Figura 30).



88

kDa KDa
970

970

540 66.0

450 450

300 300

201 201

144 144

Figura 29. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinagdo enxerto/porta-enxerto CCP 06/CCP 06, cultivadas por 60 dias sob condi¢des controle (agua
destilada) e de estresse salino a 2,0 dS m''. Os spots marcados com circulos amarelos representam aqueles
presentes no controle e que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo ao tratamento salino. Os spots
marcados com circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expressdo das proteinas,
aumento e reducdo, respectivamente. Para cada gel, aplicaram-se 0,5 mg de proteinas, sendo os spots
visualizados apos coramento com Coomassie coloidal.

140 pH

Figura 30. Comparacdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinagiio enxerto/porta-enxerto CCP 06/CCP 06, cultivadas por 60 dias sob condig¢des controle (dgua
destilada) e de estresse salino a 4.0 dS m™'. Os spots marcados com circulos amarelos representam aqueles
presentes no controle e que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo ao tratamento salino. Os spots
marcados com circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expressdo das proteinas,
aumento e redugdo, respectivamente. Spors marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no
tratamento em que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se 0.5 mg de proteinas. sendo os spots
visualizados apos coramento com Coomassie coloidal.
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Do total de 306 spots proteicos analisados das plantas sob estresse a 4,0 dS m™!, em
relagdo ao tratamento salino a 2,0 dS m!, 20 tiveram suas intensidades aumentadas (spots 12,
21, 28, 51, 57, 58, 61, 67, 87,93, 103, 110, 111, 112, 129, 157, 185, 187, 200 e 201) e quatro
foram reduzidas (spots 36, 115, 180 e 192) (Figura 31).

40 pH > 40 s > 17

Figura 31. Comparagdo dos padres eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce.
combinagdo enxerto/porta-enxerto CCP 06/CCP 06, cultivadas por 60 dias sob condi¢des de estresse salino a 2,0
dS m'e 4,0 dS m’'. Os spots marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes no estresse salino a
2,0 dS m'! e que tiveram expressio proteica diferencial em relagfo ao tratamento salino a 4,0 dS m™'. Os spots
marcados com circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expresso das proteinas,
aumento e redugdo, respectivamente. Para cada gel. aplicaram-se 0.5 mg de proteinas, sendo os spots
visualizados apos coramento com Coomassie coloidal.

4.6.3.2 Comparagdo dos padroes eletroforéticos 2D da enxertia CCP 06/BRS 265

Em média, 576, 551 e 489 spots foram detectados nos padroes proteicos foliares das
plantas da enxertia CCP 06/BRS 265 irrigadas com agua destilada (controle) e com aguas
salinas a 2,0 e 4,0 dS m"!, respectivamente. Foram comparados 448 spots proteicos entre os
géis do tratamento controle e os do tratamento salino a 2,0 dS m™!, em folhas de cajueiro dessa
enxertia. Destes, foi observado um total de 27 spots diferencialmente expressos, dos quais
observou-se aumento pelo estresse salino na abundéncia relativa de 14 spots proteicos (17, 35,
40, 51, 65, 100, 101, 102, 121, 129, 203, 204, 221 e 222) e redugdo em 13 (spots 26, 44, 45,
53,56, 59, 84, 85, 116, 172, 191, 202 e 223), quando comparado ao controle (Figura 32).



90

970

66.0

450

30.0

20.1

144 144

Figura 32. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinacio enxerto/porta-enxerto CCP 06/BRS 2635, cultivadas por 60 dias sob condigdes controle (dgua
destilada) e de estresse salino a 2,0 dS m'!. Os spofs marcados com circulos amarelos representam aqueles
presentes no controle e que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo ao tratamento salino. Os spots
marcados com circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expressdo das proteinas.
aumento e reducdo, respectivamente. Para cada gel. aplicaram-se 0,5 mg de proteinas, sendo os spots
visualizados apos coramento com Coomassie coloidal.

Na comparagdo entre o controle e o tratamento salino a 4,0 dS m™!, 414 spots foram
avaliados, sendo observados incrementos na expressao de 29 polipeptideos pela salinidade
(spots 15, 16, 39, 51, 65, 67, 76, 79, 83, 92, 93, 94, 96, 97, 100, 101, 175, 185, 203, 204, 207,
208, 209, 210, 211, 212, 213, 218 e 246) e decréscimos na expressdo de 11 (spots 6, 10, 18,
21, 26, 52, 116, 181, 191, 205 e 206), em relagdo ao controle (Figura 33). Ainda nessa
comparagdo, verificou-se a presenga de 11 spots apenas no tratamento controle (spots 63, 64,
84, 85, 102, 122, 145, 215, 216, 217 e 219), totalizando 51 spots diferencialmente expressos.
Por outro lado, para esse mesmo enxerto/porta-enxerto (CCP 06/BRS 265), a comparagio dos
padrdes proteicos entre os tratamentos salinos a 2,0 e 4,0 dS m™' foi realizada em 361 spots
proteicos. Destes, 38 tiverem expressdo diferencial, sendo que 22 apresentaram intensidade
aumentada no maior nivel de salinidade (spots 10, 15, 16, 51, 59, 65, 73, 76, 79, 92, 93, 94,
96, 97, 100, 175, 185, 208, 211, 224, 246 e 218) e oito apresentaram redugdo (spots 7, 10, 18,
21, 35, 40, 129 e 181), em relagdo ao tratamento salino a 2,0 dS m™! (Figura 34). Além disso,
oito proteinas foram expressas somente no estresse salino a 2,0 dS m™' (spots 63, 64, 84, 85,

145, 202, 215 e 219).
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Figura 33. Comparagio dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinagdo enxerto/porta-enxerto CCP 06/BRS 2635, cultivadas por 60 dias sob condi¢des controle (agua
destilada) e de estresse salino a 4,0 dS m'!. Os spofs marcados com circulos amarelos representam aqueles
presentes no controle e que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo ao tratamento salino. Os spois
marcados com circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expressdo das proteinas,
aumento e redugdo, respectivamente. Spofs marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no
tratamento em que se encontra presente. Para cada gel. aplicaram-se 0,5 mg de proteinas, sendo os spofs
visualizados apos coramento com Coomassie coloidal.
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Figura 34. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro anfio precoce.
combinagio enxerto/porta-enxerto CCP 06/BRS 265, cultivadas por 60 dias sob condi¢des de estresse salino a
2,0 dS m' e 4,0 dS m™'. Os spots marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes no estresse
salino a 2,0 dS m™' e que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo ao tratamento salino a 4,0 dS m™'. Os
spots marcados com circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expressdo das
proteinas, aumento e redugdo, respectivamente. Spofs marcados em azul tiveram sua expressdo observada
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somente no tratamento em que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se 0.5 mg de proteinas, sendo os
spots visualizados apos coramento com Coomassie coloidal.

4.6.3.3 Comparagdo dos padroes eletroforéticos 2D da enxertia BRS 265/CCP 06

Os padrdes eletroforéticos 2D das folhas das plantas de cajueiro ando precoce,
enxerto/porta-enxerto BRS 265/CCP 06, irrigadas com agua destilada (controle) e com aguas
salinas a, 2,0 e 4,0 dS m™' apresentaram, em média, os totais de 553, 512 e 862 spots,
respectivamente. Dos 387 spots analisados na comparagdo entre os padrdes proteicos dos géis
do controle e do tratamento de estresse salino a 2,0 dS m! foram identificadas diferengas na
expressdo de 39, sendo que 12 polipeptideos tiveram aumento de expressdo pela salinidade
(spots 10, 17, 27, 200, 212, 225, 228, 233, 246, 250, 272 e 278) e 17 tiveram sua expressio
reduzida (spots 11, 33, 35, 42, 51,92, 107, 114, 123, 132, 135, 173, 188, 226, 242, 248, 271),
em rela¢do ao controle (Figura 35), enquanto trés polipeptideos foram detectados apenas no
tratamento controle (spots 73, 218 e 255) e sete apenas no tratamento a 2,0 dS m™! (spots 2,
97,119, 180, 229, 267 e 274).

144

Figura 35. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinagdo enxerto/porta-enxerto BRS 265/CCP 06, cultivadas por 60 dias sob condi¢des controle (dgua
destilada) e de estresse salino a 2,0 dS m'!. Os spots marcados com circulos amarelos representam aqueles
presentes no controle e que tiveram expressio proteica diferencial em relagio ao tratamento salino. Os spots
marcados com circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expressdo das proteinas,
aumento e redug@o, respectivamente. Spofs marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no
tratamento em que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se 0.5 mg de proteinas, sendo os spots
visualizados apos coramento com Coomassie coloidal.
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A analise de 489 spots proteicos das plantas submetidas ao tratamento salino a 4,0 dS
m™', em relagdo ao controle, mostrou que 125 polipeptideos tiveram expressdo diferencial,
sendo que 61 aumentaram sua expressdo pela salinidade (spots 5, 10, 11, 14, 21, 35, 36, 42,
51, 53, 57, 61, 64, 68, 71, 72, 77, 86, 92, 102, 114, 120, 124, 132, 147, 154, 175, 181, 184,
185, 188, 203, 204, 208, 209, 210, 212, 213, 218, 225, 228, 229, 232, 234, 236, 237, 239, 240,
241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252 e 256) e 21 tiveram sua expressao
reduzida (spots 15, 27, 30, 33, 40, 45, 54, 56, 67, 60, 103, 123, 135, 183, 191, 217, 226, 227,
231, 233 e 235), em relagdo ao controle (Figura 36). Por outro lado, 43 spots foram detectados
somente no tratamento salino (spots 2, 3, 6, 7, 9, 55, 62, 69, 89, 98, 99, 110, 139,141, 144,
145, 148, 149, 153, 168, 180, 205, 230, 238, 253, 254, 255, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263,
264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 274 ¢ 292).

Figura 36. Comparagdo dos padroes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce.
combinacdo enxerto/porta-enxerto BRS 265/CCP 06. cultivadas por 60 dias sob condi¢des controle (agua
destilada) e de estresse salino a 4,0 dS m™'. Os spots marcados com circulos amarelos representam aqueles
presentes no controle e que tiveram expressao proteica diferencial em relagdo ao tratamento salino. Os spots
marcados com circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expressio das proteinas,
aumento e redugdo, respectivamente. Spofs marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no
tratamento em que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se 0.5 mg de proteinas. sendo os spois
visualizados apés coramento com Coomassie coloidal.

Ainda com relagdo a enxertia BRS 265/CCP 06, a comparagdo dos padrdes proteicos
entre os tratamentos salinos a 2,0 e 4,0 dS m™!' mostraram uma correspondéncia entre 402

spots proteicos, sendo observada expressdo diferencial entre 96 polipeptideos. Destes, 42
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apresentaram intensidade aumentada no maior nivel de salinidade (spots 7, 9, 17, 21, 36, 41,
42,53,57,61,71,72,77,97,107, 119, 132, 154, 173, 175, 184, 185, 188, 204, 206, 208, 209,
210, 211, 212, 213, 228, 237, 240, 243, 244, 248, 249, 250, 252, 253 e 279) e 12
apresentaram reducdo (spots 26, 30, 45, 54, 60, 65, 104, 163, 205, 230, 231 e 233), em relagio
ao tratamento salino a 2,0 dS m™' (Figura 37). Um spot proteico (spot 106) foi encontrado
apenas no tratamento salino a 2,0 dS m’!
tratamento salino a 4,0 dS m™! (spots 3, 6, 14, 55, 62, 69, 89, 98, 99, 110, 124,130, 139, 144,
145, 147, 148, 149, 168, 200, 238, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268,

269, 273, 275, 276, 278, 277, 280 ¢ 292).

enquanto que 41 foram detectados somente no
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Figura 37. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce.
combinagdo enxerto/porta-enxerto BRS 265/CCP 06, cultivadas por 60 dias sob condi¢des de estresse salino a
2,0 dS m'e 4,0 dS m”'. Os spots marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes no estresse
salino a 2,0 dS m’! e que tiveram expressio proteica diferencial em relagéio ao tratamento salino a 4.0 dS m*!. Os
spots marcados com circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expressdo das
proteinas, aumento e redugdo, respectivamente. Spofs marcados em azul tiveram sua expressio observada
somente no tratamento em que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se 0.5 mg de proteinas. sendo os
spots visualizados apds coramento com Coomassie coloidal.

4.6.3.1 Comparagdo dos padroes eletroforéticos 2D da enxertia BRS 265/BRS 265

Em média, 603, 520 e 724 spots proteicos foram detectados nos géis 2D dos
tratamentos salinos irrigados com agua destilada (controle) e solugdes salinas a 2,0 e 4,0 dS
m™!, respectivamente, nas plantas da combina¢do de enxertia BRS 265/BRS 265. No

tratamento salino a 2,0 dS m™!, a anélise comparativa de 469 spots revelou que cinco proteinas
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tiveram sua expressdo aumentada (spots 35, 51, 90, 230 e 244), ao passo que 15 apresentaram
expressdo reduzida (spots 2, 31, 34, 40, 45, 56, 59, 60, 63, 135, 151, 171, 174, 191 e 229), em
relagdo ao controle (Figura 38); cinco proteinas foram observados apenas no controle (spots
139, 216, 281, 307 e 308) e uma proteina foi encontrada apenas no tratamento salino a 2,0 dS
m™! (spot 61). Portanto, para essa compara¢do, um total de 26 proteinas foram expressas

diferencialmente.

Figura 38. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinagdo enxerto/porta-enxerto BRS 265/BRS 265, cultivadas por 60 dias sob condigdes controle (agua
destilada) e de estresse salino a 2,0 dS m''. Os spots marcados com circulos amarelos representam aqueles
presentes no controle e que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo ao tratamento salino. Os spots
marcados com circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expressdo das proteinas,
aumento e redugdo. respectivamente. Spofs marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no
tratamento em que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se (0,5 mg de proteinas, sendo os spots
visualizados apos coramento com Coomassie coloidal.

Na comparagdo entre o controle € o tratamento salino a 4,0 dS m™', a avaliagdo de 512
spots proteicos revelou que 52 proteinas tiveram aumentos em sua expressdo (spots 14, 17,
19, 38, 43, 49, 50, 51, 53, 57, 58, 71, 75, 76, 88, 94, 97, 102, 106, 110, 114, 117, 121, 120,
147, 154, 175, 184, 185, 187, 213, 228, 232, 236, 240, 244, 246, 247, 248, 250, 259, 266, 277,
284, 285, 286, 288, 289, 290, 291, 294 e 302) e 23 tiveram redugdo (spots 2, 30, 45, 56, 59,
60, 63, 77, 78, 128, 135, 163, 171, 174, 191, 195, 196, 206, 215, 218, 229, 282 e 298), em
relagdo ao controle (Figura 39), enquanto oito proteinas foram expressas somente no controle

(spots 66, 161, 216, 281, 283, 295, 297 e 306) e 22 foram expressas apenas no tratamento a
4,0 dS m™! (spots 61, 62, 69, 95, 89, 90, 98, 252, 253, 260, 268, 276, 287, 293, 292, 296, 299,
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300, 301, 303, 304 e 305), sendo observado, portanto, um total de 105 spots proteicos com

expressao diferencial para essa comparagio.
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Figura 39. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce,
combinagdo enxerto/porta-enxerto BRS 265/BRS 265, cultivadas por 60 dias sob condigdes controle (agua
destilada) e de estresse salino a 4,0 dS m'!. Os spots marcados com circulos amarelos representam aqueles
presentes no controle e que tiveram expressdo proteica diferencial em relagdo ao tratamento salino. Os spots
marcados com circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expressio das proteinas,
aumento e redugdo, respectivamente. Spofs marcados em azul tiveram sua expressdo observada somente no
tratamento em que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se 0,5 mg de proteinas, sendo os spots
visualizados apds coramento com Coomassie coloidal.

Os padrdes eletroforéticos 2D das proteinas expressas nas folhas das plantas da
enxertia BRS 265/BRS 265, nos tratamentos salinos a 2,0 e 4,0 dS m!, sdo apresentados na
Figura 40. Dos 440 spots comparados, houve alteragdo na expressdo de 29 proteinas, sendo
que 15 mostraram aumentos nas suas expressdes no maior nivel de estresse salino (spots 16,
21, 38, 40, 53, 51, 61, 99, 120, 154, 175, 236, 240, 288 e 309) e apenas uma diminuiu sua
expressdo (spot 196), em relagdo ao tratamento salino a 2,0 dS m™'. Por outro lado, 13
proteinas foram observadas somente no tratamento salino a 4,0 dS m*! (spots 62, 95, 98, 110,
124, 127, 130, 144, 264, 276, 303, 304 ¢ 310) (Figura 40).

No decorrer do processo de aclimatagdo ao estresse salino, as plantas necessitam de
energia extra para restabelecer a homeostase. Segundo Kosova ef al. (2011), isto significa um
redirecionamento do metabolismo vegetal a partir do crescimento e desenvolvimento de
ativos para a aclimatagdo ao estresse. Estas extensas mudancas no metabolismo devido a

salinidade ¢€ refletida também no proteoma.
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Figura 40. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D de folhas de plantas de cajueiro ando precoce.
combinagdo enxerto/porta-enxerto BRS 265/CCP 06, cultivadas por 60 dias sob condi¢des de estresse salino a
2,0 dS m'e 4,0 dS m”'. Os spots marcados com circulos amarelos representam aqueles presentes no estresse
salino a 2,0 dS m’! e que tiveram expressio proteica diferencial em relagéio ao tratamento salino a 4.0 dS m*!. Os
spots marcados com circulos verdes e vermelhos representam aqueles que apresentaram, na expressdo das
proteinas, aumento e redugfio, respectivamente. Spofs marcados em azul tiveram sua expressdo observada
somente no tratamento em que se encontra presente. Para cada gel, aplicaram-se 0.5 mg de proteinas. sendo os
spots visualizados apds coramento com Coomassie coloidal.

Diversos estudos vém sendo conduzidos com o intuito de investigar as alteracdes nos
padrdes de expressdo das proteinas (proteoma) em diferentes espécies e cultivares de plantas
causadas pelo estresse salino. Como exemplo, podem ser citados os trabalhos realizados com
ervilha (Pisum sativum L., KAV et al., 2004), trigo (Triticum durum L.; CARUSO et al.,
2008), paingo (Setaria italica 1., VEERANAGAMALLAIAH et al. 2008), videira (Vitis
vinifera, JELLOULI et al., 2008), soja (Glycine max L., AGHAEI et al., 2009) e milho (Zea
mays., MENG et al., 2014). Portanto, atualmente, a protedmica € uma abordagem amplamente
utilizada para identificar possiveis mecanismos de tolerancia a salinidade. Assim como nesses
estudos, nossos resultados mostram alteragdes significativas nos padrdes eletroforéticos 2D.
Tais alteragdes dependeram das combinagdes de enxertia e como variaram com as doses de

sais.
4.6.4 Proteinas identificadas por espectrometria de massa

Neste trabalho, do total de spots analisados em todos os tratamentos, 347 apresentaram
modulag¢do diferencial, com indice de variagdo igual ou superior a 1,4 vezes, sendo esses spots

apresentados nos resultados apresentados acima. Destes, 151 foram selecionados e
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submetidos a digestao triptica, seguido por identificacdo por LC-ESI-MS/MS e pesquisas em
bancos de dados de bioinformatica. Tais spots foram selecionados tendo em vista que foram
0s que mais se repetiram entre os tratamentos analisados. A tabela 1 apresenta a identificacao
das proteinas, o numero do spot, o nimero de acesso da proteina no banco de dados (NCBI), o
organismo vegetal de referéncia, a funcdo bioldgica da proteina, a sequéncia de peptideos, os
valores de ponto isoelétrico (pI) e massa molecular (tedricos e experimentais), o score € a
cobertura da sequéncia peptidica.

Os pls e as massas moleculares tedricos e experimentais foram diferentes para a
maioria das proteinas identificadas (Tabela 1). Este fato provavelmente ocorreu em funcio da
presenca de diferentes isoformas da proteina, modificacdo pos-traducional ou degradacao
proteica (GAO et al, 2009). Conforme apresentado na figura 41A, nas analises por
espectrometria de massas, foi possivel a identificacio de 128 proteinas (85%) e 23
potipeptideos (15%) ndo foram encontrados nos bancos de dados consultados, com excec¢ao
do spot 116 que foi identificado como uma proteina nao caracterizada (LOC1000194029).
Das proteinas identificadas, como pode ser observado na figura 41B, 27,3% estdo envolvidas
com 0 metabolismo fotossintético; 25,0% com o metabolismo energético/reserva; 13,3% com
as respostas a estresses; 10,2% com o metabolismo dos carboidratos; 7,0% com o
metabolismo secundario; 7,0% com o metabolismo dos aminoacidos; 5,5% com o
metabolismo energético; 3,1% com o metabolismo antioxidativo e 1,6% relacionado a parte
estrutural.

Como pode ser observado na Tabela 1, vdarias proteinas com diferentes fungdes
biologicas foram observadas entre os tratamentos avaliados nas plantas enxertadas de cajueiro
ando precoce quando submetidas ao estresse salino (Tabela 1). Destas, varias proteinas estao
associadas aos processos relacionados a fotossintese. Entre elas, estiveram presentes proteinas
do complexo de evolugdo do oxigénio, proteinas que compdem o complexo citocromo bof,
ativase da rubisco e a subunidade maior da carboxilase/oxigenase da ribulose-1,5-bifosfato
(Rubisco) (ANEXO 1 - Tabela 1). Como visto na figura 8, a fotossintese liquida (4) foi
afetada pela salinidade e a combinagdo enxerto/porta-enxerto atenuou esse efeito adverso.
Uma das razdes pelas quais a 4 foi menos afetada pela salinidade, nas plantas da enxertia
BRS 265/CCP 06, parece ter sido a inducdo da expressdao de proteinas relacionadas ao
processo fotossintético, como a subunidade maior da Rubisco e¢ a ativase da rubisco. E
provavel que outras proteinas do metabolismo fotossintético também tenham sido afetadas,

mas que ndo foram identificadas na espectrometria de massas.
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A ativase da Rubisco promove a regulagdo da atividade da ribulose 1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco), fazendo a remocédo, via hidrolise do ATP, de actcares
fosfatados inibitorios (ribulose-1,5-bifosfato) ligados ao seu sitio ativo, de forma que o CO>
possa ativar a enzima através da carbamila¢do (KANG er al, 2012). Esta enzima, como
apresentado na Tabela 1, foi detectada em 13 spots (55, 58, 70, 77, 78, 84, 85, 86, 87, 122,
163, 218 e 228) e, de modo geral, apresentaram aumentos nas plantas enxertadas BRS
265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265. Dessa forma, o aumento da abundancia da ativase da
rubisco provavelmente ocorreu para promover a manuten¢do da assimilagdo de CO: sob
condi¢des de estresse salino (ABREU et al., 2014), o que pode ser observado nos resultados
de trocas gasosas (figura 8). Similarmente, varios autores reportaram que a ativase da Rubisco
tem sua expressdo aumentada em resposta a diversos estresses abidticos, tais como baixas
temperaturas, estresse hidrico e estresse salino (GAO et al., 2009; LI et al., 2011, KOSOVA
etal.,2011; DEEBA et al., 2012; KANG et al., 2012).
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Figura 41. Classes funcionais das proteinas diferencialmente expressas nas folhas das plantas de cajueiro anfo
precoce, combinagdes de enxerto/porta-enxerto CCP 06/CCP 06, CCP 06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 e BRS
265/BRS 265, em fungdo do estresse salino. (A) Percentual de proteinas identificadas, em relagdo ao total de
spots proteicos analisados, usando o programa MASCOT, através de pesquisas no banco de dados, NCBI: (B)
Classificagdo funcional das proteinas identificas, com os respectivos percentuais, de acordo com o banco de
dados UniProt. As proteinas utilizadas para estes diagramas estdo descritas na Tabela 1.

A subunidade maior (o) da Rubisco foi intensamente modulada pela salinidade nas
plantas de cajueiro estudadas, sendo detectada em 11 spots (36, 38, 40, 42, 97, 119, 148, 161,

167, 177 e 196) (Tabela 1). Esse nimero de spofs proteicos juntamente com as diferencas
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encontradas na massa molecular e/ou o pl das proteinas sugere a ocorréncia de fragmentagao
parcial ou degradagdo das proteinas correspondentes as subunidades maiores dessa proteina.
Adicionalmente, os dados obtidos da tabela 1 fornecem indicios que modificagdes poOs-
traducionais, tais como glicosilagdo, fosforilacdo, dentre outras, podem ter resultado em
alteragdes na massa molecular e/ou pl das proteinas, resultando em um maior numero de
isoformas (CARUSO et al., 2008; MESQUITA et al., 2012).

A Rubisco catalisa a reacdo de uma molécula de CO; com a ribulose-1,5-bisfosfato,
gerando duas moléculas de 3-fosfoglicerato. Esta reacdo corresponde ao primeiro passo do
processo de assimilagdo do carbono, que ocorre no ciclo de Calvin. Em resposta ao estresse
salino, as plantas das enxertias BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265 aumentaram
drasticamente o nivel de expressdo de algumas isoformas da Rubisco, sendo registrados
incrementos nos spots 36, 38, 40, 42, ¢ 119 (Tabela 1), enquanto que nas plantas das enxertias
CCP 06/CCP 06 ¢ CCP 06/ BRS 265 foram observadas reducdes nas intensidades desses
mesmos spots. E interessante ressaltar, que as isoformas da Rubisco correspondentes aos
spots proteicos 148, 161 e 167 foram expressos apenas nas folhas das plantas da enxertia BRS
265/CCP 06, justamente aquela que apresentou melhores resultados com relagao a tolerancia a
salinidade (item 4.2). Em genoétipos de feijao de corda (Vigna unguiculata L.) com tolerancia
diferencial a salinidade, o padrdao protéico de expressao da Rubisco foi diretamente
correlacionado com as plantas mais tolerantes (ABREU et al., 2014). Os autores relataram
que no cultivar TVu, sensivel ao estresse salino, a expressdo da Rubisco foi reduzida na
presenca de NaCl, enquanto que no cultivar Pititiba (tolerante) ela aumentou. Deeba et al.
(2012) demonstraram que a reducdo na expressdo da Rubisco em plantas de algodao
(Gossypium herbaceum L.), sob estresse hidrico, foi associada diretamente com as redugdes
observadas nas taxas fotossintéticas. Adicionalmente, Zorb et al. (2004) observaram aumentos
nos niveis de expressdo das subunidades o e f da Rubisco em plantas de milho (Zea mays)
sob condig¢des de estresse salino.

As proteinas do complexo de evolugdo do oxigénio (CEO), fundamentais nos
processos fotossintéticos, também apresentaram modulacdo diferencial em funcdo dos
tratamentos aplicados. Tais proteinas formam um complexo proteico composto por trés
subunidades (CEO1, CEO2 e CEO3), que sdo codificadas pelo genoma nuclear e estdo
associadas perifericamente ao fotossistema II, no limen dos tilacéides (SUGIHARA et al.,
2000). As proteinas do CEO1 e do CEO2 foram identificadas em quatro spots proteicos (35,

45, 60 e 171). Como pode ser observado nos resultados dos géis 2D, de modo geral, as
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isoformas das proteinas do CEQO, identificadas nos spots proteicos 45, 60 ¢ 171 (Tabela 1)
tiveram as abundancias relativas reduzidas pela salinidade, enquanto que a isoforma
correspondente ao spot 35 desse complexo proteico (Tabela 1) apresentou aumento de
expressao. Diversos estudos associaram o envolvimento das proteinas CEO1 e CEO2 com os
processos de aclimatacdo de plantas aos estresses abidticos, tais como, os estresse salino
(KANG et al., 2012) e hidrico (ALI et al., 2006).

Proteinas com funcao na cadeia transportadora de elétrons no cloroplasto, tais como as
do complexo dos citocromos b6f, também foram detectadas nas andlises de espectrometria de
massas (spots 180, 181 e 215). Esse complexo proteico estd envolvido com a transferéncia de
elétrons e bombeamento de protons para produgdo de energia. Outras proteinas
diferencialmente expressas nas folhas relacionadas ao metabolismo fotossintético também
foram encontradas, tais como a ribose-3-fosfato-epimerase (spot 48) e a cloroplasto PsbO4
(spot 174).

Nas amostras analisadas por espectrometria de massas, também foram detectadas
proteinas relacionadas ao metabolismo energético/reserva, sendo a grande maioria
identificada como a legumina A (spots 14, 18, 20, 21, 24, 30, 31, 34, 39, 44, 49, 51, 59, 69,
83, 88 e 89; tabela 1). Surpreendemente, esta proteina pertence a familias de proteinas que
atuam na reserva de nutrientes em vactolos de Jatropha curcas. Nas plantas, ha uma
exigéncia de aminoacidos e nutrientes a serem utilizados de seus reservatorios celulares
durante estresses abiodticos, acarretando uma alta expressdo de proteinas relacionadas a
armazenamento de nutrientes (REIS, 2009). Na literatura pesquisada, hd relato sobre a
presenca de uma legumina e de outras proteinas de reserva em folhas de erva-mate (//ex
paraguariensis St. Hil) (CROCE, 2002).

A andlise por espectrometria de massas revelou a presenga de enzimas associadas ao
metabolismo dos carboidratos (Tabela 1). Dentre elas, foram detectadas a triosefosfato-
isomerase (spots 53, 130, 172, 173, 191 e 236), a B-1,3-glucanase (spots 61 e 62), a
frutoquinase (spots 66 ¢ 67), a fosforribuloquinase (spots 185 e 212) e a sedoeptulose-1,7-
bifosfatase (spot 211). A triosefosfato-isomerase ¢ uma enzima fundamental na producao de
energia, catalisando a reacdo reversivel de isomerizagdo da diidroxiacetona-fosfato a D-
gliceraldeido-3-fosfato na via glicolitica (CARUSO et al., 2008; GAO et al., 2011). Em
plantas de trigo (Triticum durum ‘Ofanto’), submetidas ao estresse salino, foi observado
aumento na expressao da proteina triosefosfato-isomerase (CARUSO et al., 2008), sendo essa

proteina também encontrada em plantas de cajueiro resistentes a Lasiodiplodia theobromae
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(CIPRIANO, 2014). A proteina B-1,3-glucanase, estd comumente associada a enzimas
marcadoras de inducdo a resisténcia (ALMEIDA et al., 2012) e a defesa de fitopatdgenos
(GONDIM et al., 2014). Os spots correspondentes a essa proteina (61 e 62) aumentaram de
intensidade nas folhas das plantas das enxertias BRS 265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265,
quando submetidas ao estresse salino.

Diversas subunidades da ATP sintase (H"-ATPase) (spots 11, 92, 94, 95, 123 ¢ 132),
enzima associada ao metabolismo energético, foram detectadas como diferenciais (Tabela 1).
A ATP sintase esta situada na membrana dos tilacoides, sendo uma enzima de fundamental
importancia para a producdo de ATP na presenca de um gradiente eletroquimico de protons
transmembrana, o qual é gerado pelos complexos de transporte de elétrons. Similar ao
observado neste estudo, a expressdo diferencial da ATP sintase tém sido relatada em
diferentes espécies vegetais sob estresse salino (CARUSO et al., 2008; RAZAVIZADEH et
al., 2009; SWAMI et al., 2011; GUO et al., 2012). Estudos demostram que o grau com que
esta enzima responde ao estresse depende da espécie de planta, bem como do tipo e
intensidade do estresse. Em Vigna unguiculata e Glycine max, foram observadas reducdes na
expressdo das subunidades da ATP sintase quando as plantas foram expostas ao estresse
salino (SOBHANIAN et al., 2010; ABREU et al., 2014). Incrementos na expressdo de
bombas de protons H'-ATPase de membrana plasmatica tém sido citados como cruciais nos
processos de aclimatacao ao estresse salino, pois tais enzimas sdo responsaveis pela geragao
do gradiente de potencial eletroquimico, essencial para a atividade dos transportadores
secundarios Na"/H" que promovem a exclusdo/compartimentacdo de ions toxicos (DU et al.,
2010).

Sob condigdes de salinidade, plantas de cajueiro ando precoce tiveram as expressoes
de diversas proteinas envolvidas especificamente nas respostas a estresses alteradas. Dentre
elas, foram identificadas proteinas de choque térmico (HSP) (spots 19, 33, 99, 100, 102, 106,
114, 121, 138 e 149), proteina da familia chaperonina de 20 kDa (spot 50),
proteinas/peptideos de plastideos associadas a lipideos (spot 57, 117 e 118), proteina da
familia de protease abundante em cisteina (senescéncia foliar precoce) (spot 109), quitinase
(spot 111) e a subunidade a do proteossomo (spot 144) (Tabela 1).

Proteinas de choque térmico estdo geralmente envolvidas na protecdo, reparo e
degradacao de componentes danosos a cé€lula, especialmente proteinas, durante os estresses
abioticos (DOWNS et al., 1999; HAMILTON et al., 2001). A sintese das HSP ¢ aumentada

quando proteinas ndo sdo corretamente formadas e a quantidade de ATP ¢ limitada
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(KABAKOV et al.,, 1997). As HSP podem manter proteinas associadas em um estado
competente, dobradas ou ndo dobradas e, desse modo podem diminuir as agregacgdes proteicas
nao nativas, ou entdo podem marca-las como alvos para a degradacdo (FEDER et al., 1999;
HOEKSTRA et al., 2001). Durante o estresse salino, uma estratégia para a sobrevivéncia da
planta é também evitar proteinas mal dobradas, mantendo-as na conformagdo funcional e,
adicionalmente, prevenindo a agregacdo de proteinas ndo nativas (WANG et al., 2003).
Estudos sugerem que as HSP também interagem de outras formas nas respostas a estresses,
atuando coordenadamente ou sinergicamente para prevenir danos celulares e restabelecer a
homeostase celular (WANG et al., 2004). Varios trabalhos ja identificaram aumentos na
abundancia das HSP em resposta ao estresse salino em diversas variedades de plantas
tolerantes, como pepino, milho, tomate e Aster tripolium L. (GEISSLER et al., 2010; DU et
al., 2010; ZORB et al., 2009; MANAA et al., 2011).

Proteinas associadas ao metabolismo antioxidativo foram induzidas em resposta ao
estresse salino. Dentre essas proteinas, podem-se citar as isoformas de peroxirredoxinas (spots
12, 133 e 139) e a tiorredoxina M4 (spot 2) (Tabela 1). Esses resultados corroboram com
diversos estudos protedmicos, que relataram expressdo diferencial em proteinas relacionadas
ao estresse oxidativo em respostas a diferentes estresses ambientais (HAJHEIDARI et al.,
2005; WANG et al., 2014).

Proteinas relacionadas ao metabolismo dos aminoacidos também foram identificadas
na espectrometria de massas (Tabela 1). Dentre as proteinas pertencentes a esse grupo estdo a
desidrogenase 2, dependente de NAD (spot 56), a 3-hidroxiisobutiril-CoA-hidrolase (spots
73, 75 e 76), a glutamina-sintetase (spot 79), a triptofano-sintase, cadeia 1B (spot 90), a
metilmalonato-semialdeido-desidrogenase (spot 93) e a peptidase, subunidade a (spot 213)
(Tabela 1). A glutamina-sintetase ¢ uma enzima fundamental em plantas superiores para a
assimilacdo do nitrogénio, convertendo o N inorganico (amoénio) para a forma organica
(glutamina) e para a sintese de outros aminoacidos fornecendo o N aminico para as
transaminases (CREN ef al., 1999; IRELAND et al., 1999). Em trigo (Triticum durum L.), a
comparacao entre os proteomas foliares, obtidos a partir de plantas controle e estressadas (100
mM de NaCl) também identificou a enzima da glutamina-sintetase, que esta relacionada com
a sintese do aminodcido prolina, aminodcido comumente relacionado com a tolerancia de
plantas a estresses abioticos (CARUSO et al., 2008).

Algumas proteinas do metabolismo secundario foram responsivas aos tratamentos

analisados, sendo observadas diferengas em suas expressdes. Na tabela 1 sdo apresentadas
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algumas dessas proteinas: a Cafeoil-CoAO-metiltransferase (spot 54), a isoflavona-redutase,
isoforma X2 (spot 65), a enona-oxidorredutase (spots 68, 72 e 240), a proteina da familia das
desidrogenases ligadas ao zinco (spot 71), a lactoilglutationa-liase (spots 154 ¢ 175) e a
formamidase C869.04, isoforma X3 (spot 245).

A andlise do proteoma de folhas de cajueiro ando precoce revelou que mecanismos de
tolerancia e/ou aclimatacdo ao estresse salino podem ser modulados diferencialmente por
tratamentos de enxertia. Tal abordagem possibilitou a identificagdo de proteinas envolvidas
em diferentes rotas metabdlicas que culminam na ativagdo de mecanismos que resultam na

tolerancia/susceptibilidade ao estresse.
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5 CONCLUSOES

A enxertia de plantas de cajueiro ando precoce utilizando a combinagdo BRS 265 como
enxerto e CCP 06 como porta-enxerto se mostrou uma estratégia eficaz para aumentar a
tolerancia ao estresse salino em plantas de cajueiro ando precoce.

A maior tolerdncia das plantas BRS 265/CCP06 estd correlacionada com uma
compartimentagdo preferencial de Na* nos caules, que reduz a exposi¢do dos tecidos
fotossintetizantes aos ions toxicos € mantém as trocas gasosas praticamente inalteradas
sob condi¢des de estresse;

O acumulo de solutos organicos, como carboidratos e prolina, parece ndo ter
desempenhado um papel determinante na tolerancia das plantas a salinidade, indicando
que o ajustamento osmotico ndo foi o principal mecanismo de adaptacdo ao estresse salino
observado.

A auto-enxertia com plantas de cajueiro CCP 06 aumenta a sensibilidade a salinidade por
impor um desbalanco na homeostase i0nica e afetar negativamente as trocas gasosas;
Plantas de cajueiro ando precoce parecem ndo sofrer estresse oxidativo severo sob
salinidade de 2,0 ¢ 4,0 dS m!, como evidenciado pela baixa ativagdo do sistema
enzimatico antioxidativo;

O perfil proteico das folhas de cajueiro foi modulado diferencialmente pelos tratamentos
de enxertia ¢ de estresse salino, sendo as maiores alteragdes nas combinagdes BRS
265/CCP 06 e BRS 265/BRS 265, plantas que apresentaram as melhores respostas sob
salinidade;

A identifica¢do dos peptideos por espectrometria de massas revelou proteinas que podem
estar envolvidas nos processos de aclimatacdo ao estresse salino, tais como aquelas do
metabolismo fotossintético (dentre elas, destacam-se a Rubisco (Ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase), a ativase da Rubisco, e a proteina do complexo de evolugao do
oxigénio, essenciais para a eficiéncia fotossintética e a adaptagdo da planta as condigdes
adversas) e as de respostas a estresses, como a proteina de choque térmico de 70 kDa e a
peroxirredoxina. Essas proteinas desempenham papéis cruciais na prote¢ao celular contra
danos oxidativos e contribuem para a homeostase das plantas sob condi¢des de estresse
salino, fortalecendo a tolerancia da planta;

A abordagem metodolégica utilizada no presente estudo se mostrou uma estratégia

extremamente Util, pois, além de fornecer evidéncias para elucidagdo de mecanismos de
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tolerancia a salinidade, fornece informacgdes valiosas para programas de melhoramento,

através da selecdo de produtos génicos para estudos de engenharia genética.
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ANEXO A - Tabela 1 - Proteinas identificadas de quatro combinagdes de enxerto/porta-enxerto (CCP 06/CCP06, CCP 06/BRS 265, BRS 265/CCP 06 e
BRS 265/BRS 265) de dois clones de cajueiro ando precoce, irrigadas com agua destilada e com dgua com condutividade elétrica de 2,0 € 4,0 dS m™!. Os
spots obtidos por eletroforese 2D foram identificados por espectrometria de massas (ESI-Q-TOF).

, A s g . /MM
N° spot Proteina N° de acesso Sequéncias dos Cobertura da Processo biologico ka pI/MM (kDa)
a (NCBI)® sequéncia Score © (kDa)
Espécie eptideos (MSMS) ¢ o/yd localizacao L . Experimental &
(Espécie) pep ( ) (%) ( ¢ao) Teérico | p
. . . Metabolismo antioxidativo 9,54 5,64
2 Tiorredoxina M4, isoforma X1 2i[568820463 MIHPIIDELSK 12 127
[Citrus sinensis) VNTDESPSIATR (Cloroplasto) 20437 15380
; ETFQNVFR
Proteina 2 de armazenamento de 8,77 5,40
3 semente, 11S globulina gil802717945 SLDEQALAESFNVPTEIVR 10 179 Metabolismo energético/Reserva
[Jatro’ ha curcas) AGENGFEYVTFK 53994 15705
P AMPLDVLMNSYR
Proteina 2 de armazenamento de ) AFFLAGNPQR . » 6,71 5,09
5 semente 2i/494360 AGSEGLEWVSFK 9 172 Metabolismo energético/Reserva 43960 16293
[Jatropha curcas) SIPEEVLANVFQVSR
Proteina 2 de armazenamento de 6,71 4,79
6 semente 2i/641200053 AGSEGLEWVSFK 6 119 Metabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas) SIPEEVLANVFQVSR 43960 16176
Ribulose 1,5-bifosfato Fotossintese 5,95 5,67
7 carboxilase/oxigenase gi|18024678 MTPQPGVPPPEAGAAVAAESSTG 8 83
[Gunnera cordifolia] TWTTVWTDGLTSLDR (Cloroplasto) 51673 16260
nucleosideo difosfato 6,76
8 quinase 1 gi[702321373 GLVGEIISR 16 134 Metabolismo energético
(Eucalyptus grandis] IIGATNPAESAPGTIR 16027
Proteina 2 de armazenamento de 6,71 4,70
9 semente 2i/641200053 AFFLAGNPQR 5 76 Metabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas) AGSEGLEWVSFK 43960 16479
Proteina 2 de armazenamento de ) DFELLFPPR . » 6,71 4,98
10 semente 2i/641200053 AGSEGLEWVSFK 9 154 Metabolismo energético/Reserva 43960 16735
[Jatropha curcas] SIPEEVLANVFQVSR
. . ) TLNLCVLTPNR Metabolismo energético 5,41 5,23
11 ATP sintase, subunidade ¢ 2i|114329662 IGNNEITILVNDAEK 42 205
[Citrus sinensis] SSDIDPQEAQQTLEIAEANLR (Cloroplasto) 14767 17242

QTIEANLALR
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Tabela 1 - Continuagdo

P irredoxi HLPGFVEK Metabolismo antioxidativo 7,63 5,13
12 _eroxirrecoxina gil255575353 ENLGIKDEVLLLSDGNGEFTK 17 131 .
[Ricinus communis] YAILAEDGVVK (Citoplasma) 23944 17710
L ina A ) DQFQCAGVAIVR ) » 6,38 4,82
14 . tegu;nera ’ 2i|802717867 LISEAFNIDESLAR 7 208 Metabolismo energético/Reserva 5512 18400
[Jatropha curcas) ALPLEVIANAFR
Proteina 2 de armazenamento de 6,71 5,74
15 semente gi|641200053 DFELLFPPR 6 135 Metabolismo energético/Reserva
SIPEEVLANVFQVSR 43960 18553
[Jatropha curcas]
Proteina 2 de armazenamento de 6,71 5,55
16 semente 2i/641200053 DFELLFPPR 6 127 Metabolismo energético/Reserva
SIPEEVLANVFQVSR 43960 18123
[Jatropha curcas]
Proteina 2 de armazenamento de 6,71 5,85
17 semente gi|641200053 AGSEGLEWVSFK 6 70 Metabolismo energético/Reserva
SIPEEVLANVFQVSR 43960 17930
[Jatropha curcas)
. 6,38 5,01
18 Legumina A gi|802717867 LISEAFNIDESLAR 5 131 Metabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas] ALPLEVIANAFR 55122 18761
Proteina de ch térmi 5,34 6,76
19 roteina de choque termico gi[255558876 9 116 Resposta a estresses
[Ricinus communis] ASMEDGVLTVTVPK 17505 17593
IQSEAGTIESWNPSR 6.38 579
20 Legumina A £i[802717867 LISEAFNIDESLAR 10 207 Metabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas] ADVYIPEVGR 55122 18799
ALPLEVIANAFR
. 6,38 5,20
21 Legumina A i[802717867 DQFQCAGVAIVR 4 100 Metabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas) ALPLEVIANAFR 55122 18703
Proteina 2 de armazenamento de 6,71 4,79
22 semente 2i/641200053 DFELLFPPR 6 116 Metabolismo energético/Reserva
SIPEEVLANVFQVSR 43960 18877
[Jatropha curcas]
Proteina 2 de armazenamento de ) TPLVLVQIDTGNAANQLDENHR ) » 6,71 6,05
23 semente 2i/641200053 AFFLAGNPQR 14 235 Metabolismo energético/Reserva
Uatroph 1 DFELLFPPR 43960 18626
atropha curcas SIPEEVLANVFQVSR
Leoumina A . LISEAFNIDESLAR ) . 6,38 4,65637
24 U teguh a ] 2i[802717867 ADVYIPEVGR 7 168 Metabolismo energético/Reserva 51 19052
atropha curcas ALPLEVIANAFR
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Proteina 2 de armazenamento de . ) » 6,71 5,68
26 semente 2i/641200053 SIPEEVLANVFQVSR 3 85 Metabolismo energético/Reserva
43960 20017
[Jatropha curcas]
Proteina 2 de armazenamento de ) ) » 6,71 5,49
27 semente 2i/641200053 SIPEEVLANVFQVSR 3 75 Metabolismo energético/Reserva
43960 20492
[Jatropha curcas]
30 Legumina A 1802717867 GTCNNLFCGLDSR 7 154 Metaboli tico/R 638 >
gi etabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas] I/i]?]l:](?]gc\//%]i\ljjﬁllr\];}{ 55122 21183
. ] DQFQCAGVAIVR . . 6,38 5,76
31 Legumina A 2i|802717867 LISEAFNIDESLAR 7 128 Metabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas) ALPLEVIANAFR 55122 22263
Proteina de ch e 5,23 5,028
33 roteina de choque termico 2i/189014946 8 75 Resposta a estresses
[Mangifera indica] DFFSDVFDPFSPTR 19855 22181
. ) IQSEAGTIESWNPSR . . 6,38 5,76
34 Legumina A 2i|802717867 LISEAFNIDESLAR 8 178 Metabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas] ALPLEVIANAFR 55122 22823
Complexo de evolugio do oxigénio ) EVEYPGQVLR Fotossintese 8,84 5,47
35 23 gil728841278 YEDNFDSTTNVAVMVTPTDKK 14 103 (Cloroplasto) 20153 29593
[Gossypium arboreum) VDYLLGK p
Ribulose-1,5-bifosfato - DTDILAAFR Fotossintese 6,14 5,45
36 carboxilase/oxigenase - Subunidade gil5725121 VTPQPGVPAEEPGAAVAAESSTG 10 314
maior (Cloroplasto) 52499 23723
. . TWTTVWTDGLTSLDR
[Tupistra grandis]
Ribulose-1,5-bifosfato Fotossintese 6.13 519
38 carboxilase/oxigenase - Subunidade 2i|18140579 VTPQPGVPPEEAGAAVAAESPIGT 8 116 ’ ’
maior WTTVWTDGLTSLDR (Cloroplasto) 50689 24365
[Glyptocarpa camellioides]
IQSEAGTIESWNPSR 6.38 5.65
39 Legumina A 2i|802717867 LISEAFNIDESLAR 10 238 Metabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas] ADVYIPEVGR 55122 24726
ALPLEVIANAFR
Ribulose-1,5-bifosfato Fotossintese 5.95 5.05
40 carboxilase/oxigenase - Subunidade gil2687475 VTPQPGVPAEEAGPAVAAESSTG 8 70 ’ ’
maior TWTTVWTDGLTSLDR (Cloroplasto) 52015 24886
[Dendromecon rigida)
Ribulose-1,5-bifosfato DTDILAAFR Fotossintese 6.14 6.41
42 carboxilase/oxigenase - Subunidade gi[5725121 VTPQPGVPAEEPGAAVAAESSTG 12 258 ’ ’
maior TWTTVWTDGLTSLDR (Cloroplasto) 52499 25116
[Tupistra grandis] YGRPLLGCTIKPK
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Proteina 2 de armazenamento de . ) » 6,71 5,36667
43 semente 2i/641200053 SIPEEVLANVFQVSR 11 191 Metabolismo energético/Reserva
43960 25465
[Jatropha curcas]
. . DQFQCAGVAIVR ) ) 6,38 4,85
44 Legumina A 2i|802717867 LISEAFNIDESLAR 7 181 Metabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas] ALPLEVIANAFR 55122 25607
, EVEYPGQVLR .
Proteina 2 do complexo de Fotossintese 8,29 5,85
45 evolugdo do oxigénig [Glycine £1356526942 QAFFGQTDSEGGFDSNAVATANI 23 106
max] 4 LESATPVIDGK (Cloroplasto) 28188 25279
TADGDEGGKHQLITATVK
Proteina 2 de armazenamento de ) DFELLFPPR . ” 6,71 5,66
47 semente gi|641200053 AGSEGLEWVSFK 9 163 Metabolismo energético/Reserva 43960 27086
[Jatropha curcas] SIPEEVLANVFQVSR
. . Fotossintese 7,72 6,22
48 Ribose fosfato 3-epimerase i[460380509 SDIIVSPSILSANFSK 10 156
[Solanum lycopersicum) GVNPWIEVDGGVGPK (Cloroplasto) 29999 27782
ycop P
. . DQFQCAGVAIVR ) . 6,38 4,75
49 Legum]na A g1‘8027 17867 LISEAFNIDESLAR 7 148 Metabolismo energetlco/Reserva
[Jatropha curcas) ALPLEVIANAFR 55122 27858
Proteina da familia chaperonina de 7,77 6,56
50 20 kDa P gi224141565 EDDIVGILETDDIK 10 140 Resposta a estresses
. TAGGLLLTEATK 27099 27136
[Populus trichocarpal
. . IQSEAGTIESWNPSR . . 6,38 4,64
51 Legumina A 2i|802717867 ADVYIPEVGR 7 175 Metabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas] ALPLEVIANAFR 55122 27336
AVFPSIVGRPR 596 529
52 Actina 2i|527182282 VAPEEHPVLLTEAPLNPK 22 237 Estrutural
[Genlisea aurea) SYELPDGQVITIGNER 32448 28451
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR
. . . LILNESNEEVGDK Metabolismo dos carboidratos 5,40 6,63
53 Triosefosfato isomerase [Cucumis 211659082837 VIACVGETLEQR 16 196
melo] VATPAQAQEVHAELRK (Citoplasma) 27473 27685
NTMEIGVYTGYSLLATALALPDD
Cafeoil-CoA . GK ) . 27829 5,36
54 O-metiltransferase [Broussonetia gi[47680455 ILAMDINRENYELGLPVIEK 28 141 Metabolismo secundario 31 20371
papyrifera) VGGVIGYDNTLWNGSVVAPPDA ’

PLRK
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. . VPLILGIWGGK Fotossintese 8,44 6,48
55 Ativase da Rubisco gi[6967045 SFQCELVFAK 17 97
[Pinus halepensis] VPIVVTGNDFSTLY APLIR (Cloroplasto) 25207 28055
Desidrogenase 2 dependente de 5,64 6,24
56 e AD gif392056685 | AFDLASKPEGTGTPTK 9 109 Metabolismo dos aminodcidos
ALFSQITAR 27370 29411
[Erythroxylum coca]
EVTEIDNLKK
57 Proteina de plastideos associada a 1568826008 AEIVELITQLEAK 1 145 Resposta a estresses 6,08 4,56
lipideos gl VEEISQTIDSENFTVQNSIR
[Citrus sinensis] FEEGIIGTPQVTDSLVIPENVEFLG (Cloroplasto) 43439 31407
QK
. . Fotossintese 5,89 5,42
58 Ativase 2 da Rubisco 2i[589912895 VPIVVTGNDFSTLYAPLIR 7 123
[Pinus massoniana) LVDSFPGQSIDFFGALR (Cloroplasto) 53085 29973
IQSEAGTIESWNPSR 6.38 5.01
59 Legumina A gi|802717867 DQFQCAGVAIVR 10 252 Metabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas) LISEAFNIDESLAR 55122 31880
ALPLEVIANAFR
GTGTANQCPTIEGGVDSFAFKPG
Proteina 1 do complexo de . K Fotossintese 6,48 5,24
60 evolugdo do oxigénio [Bruguiera £i[119952178 LTYTLDEIEGPFEVSPDGTVK 25 357 (Cloroplasto) 35344 33037
gymnorhiza] FVEKDGIDYAAVTVQLPGGER P
GGSTGYDNAVALPAGGR
5,77 4,82
61 p-1,3-glucanase 2i|87042321 NGNNLPPQAEVVTLYK 15 78 Metabolismo dos carboidratos
[Mangifera indica) GSNIELILDVPK 19552 33709
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5,77 4,68
62 p-1.3-glucanase 2i/87042321 IYDPDQATLQALR 13 111 Metabolismo dos carboidratos
[Mangifera indica) GSNIELILDVPK 19552 34152
4,74
63 Nao encontrado
34963
4,64
64 5
Nao encontrado 35035
Isoflavona redutase, ) ILFIGGTGYIGK ) . 9,12 5,79
65 isoforma X2 gi[743912939 FIVEASVK 9 125 Metabolismo secundario 26288 15536
[Populus euphratica) FFPSEFGNDVDR
TALAFVTLR
66 Frutoquinase i|756179866 DAGALLSYDPNLR 16 286 Metabolismo dos carboidrat 1 M
! gi LPLWPSPEEAR etabolismo dos carboidratos
[Manihot esculenta] LLLVTLGEK 35645 37454
FANACGAITTTKK
TALAFVTLR 54 503
67 Frutoquinase 1 gi[702236757 DAGALLSYDPNLR 13 178 Metabolismo dos carboidratos
[Eucalyptus grandis] LPLWPSPEEAR 35914 36818
FANACGAITTTK
. . . ATDSPLPTVPGYDVAGVVVK . . 8,61 5,84
68 Enona oxidoredutase [Mangifera gi[387135418 EGDEVYGDINEK 13 143 Metabolismo secundario
indica) 40558 36477
" EGGAVVALTGAVTPPGFR
. 6,38 5,95
69 Legumina A 2i|802717867 DQFQCAGVAIVR 4 78 Metabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas] ALPLEVIANAFR 55122 37940
NFMTLPNIK
. . VPLILGIWGGK Fotossintese 7,57 5,68
70 Ativase 2 da Rubisco 2i[703099276 SFQCELVFAK 16 325
[Morus notabilis] VPIVVTGNDFSTLYAPLIR (Cloroplasto) 48142 39900
FYWAPTR
IVDSFPGQSIDFFGALR

130




Tabela 1 - Continuagdo

Proteina da familia das ) i » 5,84 5,71
71 desidrogenases ligada ao zinco 8115222685 LMGCYVVGSAGSK 3 95 Metabolismo secundario
. . . 39082 40483
[Arabidopsis thaliana]
. . 8,61 6,24
72 Enona oxidoredutase [Mangifera i[387135418 EGDEVYGDINEK 7 128 Metabolismo secundério
indica) EGGAVVALTGAVTPPGFR 40558 41161
3-hidroxiisobutiril-CoA hidrolase, i inoaci 6,66 5,64
7 X isolllcoma o 411645274972 VETAEYSLICK 6 177 Metabolli?o d(A)s grpmoamdos
SPGGGSVGAYLGLTGK (Mitocondria) 46055 41255
[Prunus mume)
3-hidroxiisobutiril-CoA hidrolase, ) Metabolismo dos aminoacidos 6,35 5,80
75 isoforma X2 £1/645274975 SPGGGSVGAYLGLTGK 3 106 (Mitocéndria)
45709 41341
[Prunus mume)
3-hidroxiisobutiril-CoA hidrolase, ; 0Aci 6,62 5,69
76 e 4645274972 VFTAEYSLICK 6 154 Metaboh;ﬁ[n.o dc:s gmlnoamdos
SPGGGSVGAYLGLTGK (Mitocondria) 46055 39460
[Prunus mume)
NFMTLPNIK
VPLILGIWGGK
. . SFQCELVFAK Fotossintese 7,57 5,10
77 Ativase 2 da Rubisco 2i[703099276 MGINPIMMSAGELESGNAGEPAK 25 526
Morus notabilis VPIVVTGNDFSTLYAPLIR Cloroplasto) 48142 43006
Y
FYWAPTR
IVDSFPGQSIDFFGALR
LLEYGNMLVQEQENVKR
VPLILGIWGGK 5,10
Ativase 1 da Rubi ) SFQCELVFAK Fotossintese 6,49
inus massoniana VPIVVTGNDFSTLYAPLIR oroplasto
LVDSFPGQSIDFFGALR
. 6,28 5,86
79 Glutamina sintetase gi[6578120 LENLLDLDITPYTDK 5 56 Metabolismo dos amino4cidos
[Canavalia lineata) AILNLSLR 47670 43310
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. 6,38 5,58
83 Legumina A 2i|802717867 IQSEAGTIESWNPSRALPALPLEVI 5 156 Metabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas) ANAFR 55122 43266
VPLILGIWGGK
: . . SFQCELVFAK Fotossintese 5,89 4,96
[Pinus massoniana) VPIVVTGNDFSTLYAPLIR (Cloroplasto)
LVDSFPGQSIDFFGALR
NYMTLPNIK
. . VPLILGIWGGK Fotossintese 5,54 4,93
85 Ativase 1 da Rubisco 2i[12620881 SFQCELVFAK 12 175
[Gossypium hirsutum] MCCLFINDLDAGAGR (Cloroplasto) 48186 46789
IGVCTGIFR
VPLILGIWGGK
Ativase 1 da Rubi - SFQCELVFAK Fotossintese 6,49 5.02
5 [It)ll\;’lausf massoniana] gAY | MCVLFINDLDAGAGR o 268 (Cloroplasto) 48624 46459
A VPIVVTGNDFSTLYAPLIR P
LVDSFPGQSIDFFGALR
NFMTLPNIK
VPLILGIWGGK
. . SFQCELVFAK Fotossintese 7,57 4,63
87 Ativase 2 da Rubisco 2i[703099276 MGINPIMMSAGELESGNAGEPAK 25 490
[Morus notabilis] VPIVVTGNDFSTLYAPLIR (Cloroplasto) 48142 48582
FYWAPTR
IVDSFPGQSIDFFGALR
LLEYGNMLVQEQENVKR
. Metabolismo energético/Reserva 6,38 5,79
88 Legumina A 2i|802717867 IQSEAGTIESWNPSR 5 147
[Jatropha curcas) ALPLEVIANAFR 55122 51080
. ] IQSEAGTIESWNPSRDQFLISEAFN i ) 6,38 6,06
89 Legumina A gi|802717867 IDESLAR 8 217 Metabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas) ALPLEVIANAFR 55122 49037
Triptofano sintase cadeia 1 f, . . L 6,50 5,99
90 isoforma X2 2i|743857866 FIDIPDEVIDIYK 2 61 Metabolismo dos aminoacidos 50511 24814

[Elaeis guineensis]
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TAQIIGPVLDVAFPPGK
MPNIYNALVVK
GMEVIDTGAPLSVPVGGATLGR
SAPAFIQLDTK
LSIFETGIK
. VVDLLAPYR
ATP sintase, 5,14 5,64
92 subunidade 2i[7708280 IGLFGGAGVGK 36 812 Metabolismo energético
D d di] TVLIMELINNIAK 52111 53340
ryas drummonau AHGGVSVFGGVGER
VALVYGQMNEPPGAR
VGLTALTMAEYFR
MVQAGSEVSALLGR
FVQAGSEVSALLGR
GIYPAVDPLDSTSTMLQPR
Metilmalonato-semialdeido ) VNAGTEPDADLGPVISK Metabolismo dos aminoacidos 7,08 5,61
93 desidrogenase 81502142253 ASFAGDLNFYGK 7 149 (Mitoodndtia) 58125 53531
[Cicer arietinum] AGVNFYTQIK tocondria
ATP sintase, i VVDLLAPYR ) » 5,20 5,87
94 subunidade 2i|5031149 KSGVINEENIAESK 4 78 Metabolismo energético 53173 s
[Tasmannia insipida] MSGVINEENIAESK
VLNTGSPITIPVGR
ATP sintase, IGLFGGAGVGK Metabolismo energético 6,01 6,43
95 subunidade B 2i[731341013 TVLIMELINNVAK 16 310
[Beta vulgaris subsp. vulgaris] FTQANSEVSALLGR (Mitocondria) 59500 55681
8ar1S SUDSP. VULES IPSAVGYQPTLATDLGGLQER
QISELGIYPAVDPLDSTSR
4,75
96 5
Nao encontrado 55871
NVVLDEFGSPK
AIELPDAMENAGAALIR
Ribulose-1,5-bifosfato LGLLSVTSGANPVSVKR Fotossintese 516 4.86
97 carboxilase/oxigenase - Subunidade 2i[702272868 LIVEFENAR 17 517 ’ ’
maior ISAIKDIIPLLEK (Cloroplasto) 61384 62714
[Eucalyptus grandis] DIIPLLEK
APLLIIAEDVTGEALATLVVNK
VGAATETELEDR
6,34
98 5
Nao encontrado 64482
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. L. DVDEVLLVGGMTR Resposta a estresses 5,75 5,46
99 Proteina de choque térmico 70 kDa 21568866888 VQEVVSEIFGK 7 254
itrus sinensis itocondria
C GVNPDEAVALGAAIQGGILR Mitocondria) 73371 69092
EIEDAVADLR
Proteina 3 de organizagio hsp70- 5,99 6,09
100 Hsf)90 ¢ P gi|747068848 VMQALGVLLNLK 3 81 Resposta a estresses
. DYEPAIETFQK 66469 76253
[Sesamum indicum]
5,99
101 5
Nao encontrado 76482
QAVVNPENTFFSVK
. P EFAAEEISAQVLR
Proteina de choque térmico 70 kDa Resposta a estresses 5,27 4,91
102 do jstmma gi[743822557 AVVTVPAYFNDSQR 10 382
. . . AKFEELCSDLLDR (Cloroplasto) 75348 75340
[Elaeis guineensis] DLDEVILVGGSTR
IPAVQELVK
5,27
103 5
Nao encontrado 76024
Proteina de choque térmico 17.5 Resposta a estresses 5,31 6,28
106 k%a gi[566253754 NVEKEDQNDTWHR 17 103
. ASMENGVLTVTVPK (citoplasma, nucleo) 18321 20899
[Populus trichocarpal
Proteina da familia de protease 6.27 4.86
109 abundante em cisteina, Senescéncia gi|566176391 4 75 Resposta a estresses ’ ’
foliar precoce FNGGLDTEEAYPYTGK 39955 29972
[Populus trichocarpal
4,61
110 5
Nao encontrado 30534
.. 5,77 5,82
111 Quitinase 2i/189014948 DGFLNAANSFPQFGSGSADESK 17 151 Resposta a estresses
[Mangifera indica] SNAYCDQSNTQYPCVPGKK 26352 32192
4,85
112 5
Nao encontrado 31992
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VVGIDLGTTNSAVAAMEGGKPTI

VTNAEGQR
QAVVNPENTFFSVK
QFAAEEISAQVLR
AVVTVPAYFNDSQR
IAGLEVLR
IINEPTAASLAYGFEK
DEGIDLLKDK
Proteina de choque térmico 70 kDa ) AKMELSSLTQTNISLPFITATADG Resposta a estresses 5,20 4,74
114 do estroma 21743943389 PK 31 1320
[Populus euphratica) HIETTLTR (Cloroplasto) 73373 72495
AKFEELCSDLLDR
FEELCSDLLDR
LSFKDLDEVILVGGSTR
IPAVQELVK
LDGIPPAPR
FDIDANGILSVTAVDK
KQDITITGASTLPSDEVER
QDITITGASTLPSDEVER
Proteina hipotética 839 4.44
115 EUGRSUZ_G01602, Provavel £i|629098159 5 63 Estrutural ’ '
proteina 3 filamentosa VLSMSDELELR 21351 17917
[Eucalyptus grandis]
Proteina ndo caracterizada 9,11 6,22
116 LOC100194029 gi[212722290 GKIGGGDDVFVGDIR 10 131
KAEQYLADSGLPYTIIR 31803 29756
[Zea mays]
Proteina de plastideos associada a ) ALVDSFYGTDR Resposta a estresses 4,85 4,52
117 lipideos £i[163914197 AEIVELITQLEAK 16 172 (Cloroplasto) 25875 31157
[cultivar hibrida Vitis] NPTPAPTEALTLLNGK oropiasto
I Proteina de plastideos associada a 163914197 5 65 Resposta a estresses 4,85 5,82
lipideos 8l AEIVELITQLEAK
[cultivar hibrida Vitis] (Cloroplasto) 25875 44605
Ribulos§-1,5-bifosfato ' VVNDGVTIAR Fotossintese 515 485
119 carboxilase/oxigenase - Subunidade 2i[743835120 AIELADPMENAGAALIR 10 218
maior TVQGLVEELER (Cloroplasto) 61128 60990

[Elaeis guineensis]

APLLIIAEDVTGEALATLVVNK
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4,54
120 5
Nao encontrado 27808
VVGIDLGTTNSAVAAMEGGKPTI
VTNAEGQR
. TTPSVVAYTR
Proteina de choque térmico 70 kDa Resposta a estresses 5,50 4,66
121 do ;tmma gi[702388541 QAVVNPENTFFSVK 16 439
[Eucalyptus grandis] TAGLEVLR (Cloroplasto) 75931 73196
TIPS & IVDWIAADFK
DLDEVILVGGSTR
KQDITITGASTLPSDEVER
. . . VPIVVTGNDFSTLYAPLIR Fotossintese 6,49 4,82
122 Ativase 1 da Rubisco 2i|590313795 12 255
[Pi jana) FYWAPTR (Cloroplasto) 48624 43176
inus massoniana LVDSFPGQSIDFFGALR roplasto
LSIFETGIK
ATP sintase, . IGLFGGAGVGK . i 5,46 4,49
123 subunidade 2i[59634743 TVLIMELINNIAK 13 232 Metabolismo energético 49633 55998
[Gerrardina foliosa) VGLTALTMAEYFR
FVQAGSEVSALLGR
5,94
124 5
Nao encontrado 17118
4,82
128 x
Nao encontrado 30564
4,87
129 5
Nao encontrado 25009
. . . Metabolismo dos carboidratos 6,24 5,47
130 Triosefosfato isomerase [Glycine 2i[734417690 IEISAQNSWVGK 8 107
soja] GPEFATIINSVTSK (Cloroplasto) 32640 28163
IVNIGTVLQVGDGIAR
TAQIPVSEAYLGR
ATP smtase CF1, LIESPAPGIISR Metabolismo energético 5,28 5,13
132 subunidade a gi[573014892 SVYEPLQTGLIAIDSMIPIGR 21 496
[Acer buergerianum subsp. ASSVAQVVTTFQER (Cloroplasto) 55525 54003
ningpoense] HTLITYDDLSK
EAYPGDVFYLHSR
TFTEEAEALLK
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. . 7,63 4,99
133 Peroxirredoxina i[255575353 ENLGIKDEVLLLSDGNGEFTK 14 87 Metabolismo antioxidativo
[Ricinus communis] YAILAEDGVVK 23944 17406
5,50
135 5
Nao encontrado 15476
Proteina de choque térmico 17.3 Resposta a estresses 6,17 5,79
138 KDa Ccllasse I gi[351725215 SLIPSFFGGR 15 83
. ASMENGVLTVTVPK (citoplasma, nucleo) 17336 19460
[Glycine max)
. . 5,23 5,74
139 Peroxirredoxina 2B i|657946863 KVILFGVPGAFTPTCSLK 11 66 Metabolismo antioxidativo
[Malus domestica)] VILFGVPGAFTPTCSLK 17550 19894
5,59
141 5
Nao encontrado 21165
Proteossomo subunidade o, tipo 6- . LFQVEYAFK 5,75 6,25
144 A gi|727518138 TSGITSIGVR 13 103 Resposta a estresses 7343 28612
[Camelina sativa] YIGLVATGITADAR
4,83108
145 5
Nao encontrado 36267
T i tnE 6,95 5,41
147 ransaminase mtn 21255562088 2 56 Metabolismo dos aminoacidos
[Ricinus communis] SSWDVFSEILEK 50909 41598
Ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase - Subunidade . AIELPDAMENAGAALIR Fotossintese 5,04 4,81
148 maior gil590590746 LGLLSVTSGANPVSVK 7 208 (Cloroplasto) 62125 3464
isoforma 2 ELAETDSVYDTEK P
[Theobroma cacao]
Proteina de choque térmico 70 kDa ) AVVTVPAYFNDSQR Resposta a estresses 5,13 4,68
14 do estroma gila70129443 IVDWLAADFK : % (Cloroplasto) 74292 65622
[Fragaria vesca subsp. vesca] DLDEVILVGGSTR P
4,89
151 x
Nao encontrado 91532
Proteina 2 de armazenamento de . TPLVLVQIIDTGNAANQLDENHR ) ) 6,71 4,82
153 semente gi|641200053 AFFLAGNPQR 14 235 Metabolismo energético/Reserva
[Jatropha curcas) DFELLFPPR 43960 131905
P ' SIPEEVLANVFQVSR
. . . DPDGYIFELIQR ; 5
Lactoilelutationa liase Metabolismo secundario 5,50 5,51
154 (Gﬁoxalase N gi[359483362 GPTPEPLCQVMLR 21 273
[Vitis vinifera] SAEVVNLVTKELGGK (cloroplasto/citoplasma) 33222 32146
QPGPIPGLNTK
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TVLVDNEDFLK
6,26
157 5
Nao encontrado 72382
Ribulose-1,5-bifosfato LTYYTPDYITK Fotossintese 7,55 5,14
161 carboxilase/oxigenase - Subunidade 1482514290 17 137
maior £ DTDILAAFR (Cloroplasto) 20576 23570
. TFEGPPHGIQVER P
[Trichoscypha patens)
. . Fotossintese 6,49 4,77
163 Ativase 1 da Rubisco 2i|590313795 VPIVVTGNDFSTLYAPLIR 8 95
[Pinus massoniana) LVDSFPGQSIDFFGALR (Cloroplasto) 48624 33720
AIELPDAMENAGAALIR
Rlbulos§-1,5-blfosfat0 . TNDSAGDGTTTASVLAR Fotossintese 5,16 4,79
167 carboxilase/oxigenase - Subunidade i[702272868 LGLLSVTSGANPVSVK 14 330
maior GYISPQFVTNPEK (Cloroplasto) 61384 61245
[Eucalyptus grandis) DIIPLLEK
VGAATETELEDR
5,12
168 5
Nao encontrado 75548
Precursor da proteina 2 do Fotossintese 5.04 5.4
171 complexo de evolugdo do oxigénio gi|148535011 EVEYPGQVLR 13 79 ’ ’
23 kDa TADGDEGGKHOQIITATVK (Cloroplasto) 21601 24530
[Salicornia veneta)
) ) Metabolismo dos carboidratos 6,10 6,08
172 Triosefosfato isomerase 2i|728840677 VAYALSQGLK 10 90
[Gossypium arboreum] VIACIGETLEER (Citoplasma) 23368 27255
FFVGGNWK
. . GGAFTGEISVEQLK Metabolismo dos carboidratos 6,53 5,30
173 Triosefosfato isomerase [Sesamum 2i[747082372 HIIGEDDQFIGKK 25 267
indicum] ITYGGSVNGGNCAELAK (Cloroplasto) 34334 27541
QEDIDGFLVGGASLK
GPEFATIINSVTSK
GTGTANQCPTIDGGVESFAFKPG
K Fotossintese 5,41 5,02
174 Cloroplasto PsbO4 2i[384038819 LTYTLDEIEGPFEVSPDGTVK 24 252
[Nicotiana benthamiana) VPFLFTIK (Cloroplasto) 35551 31881
GGSTGYDNAVALPAGGR
GDEEELEKENVK
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DPDGYIFELIQR
. . . GPTPEPLCQVMLR ; 5
Lactoilglutationa liase Metabolismo secundario 5,50 5,38
175 (Gﬁoxalase I 2i[359483362 SAEVVNLVTKELGGK 25 337
S QPGPIPGLNTK (cloroplasto/citoplasma) 33222 33003
[Vitis vinifera) ITSFLDPDGWK
TVLVDNEDFLK
Ribulose-1,5-bifosfato
. . . VVNDGVTIAR :
carboxilase/oxigenase - Subunidade Fotossintese 5,06 4,83
177 iaior £i[590590742 LGLLSVTSGANPVSVK 8 172
isoforma 1 GYISPQFVTNPEK (Cloroplasto) 64075 62320
ELAETDSVYDTEK
[Theobroma cacao]
120 Proteina 1 Fe-S Rieske do 1401247 6 s6 Fotossintese 7,59 5,56
. ) gi
complexg citocromo b6-f DALGNDVIASEWLK (Cloroplasto) 24535 14691
[Nicotiana tabacum]
Proteina trlanspOI:adora debe;léftrons, Fotossintese 576 6,06
181 complexo citocromo bo-1, 2i|89475526 6 68
subunidade Fe-S VVEVPWTETDFR (Cloroplasto) 19928 19099
[Panax ginseng]
Proteina hipotética ' Fotossintese 6,01 5,08
184 CICLE_v10002135mg, provavel 2i|567880835 LAMPVEVVQFCWK 12 102
ribose-5-fosfato isomerase 3 LEGVVEHGLFLDMATAVIIAGK (Cloroplasto) 29568 28180
[Citrus clementina)]
LTSVFGGAAEPPK
GGNPDSNTLISDTTTVICLDDYHS
LDR
. X ANDFDLMYEQVK Metabolismo dos carboidratos 6,11 5,39
185 Fosforribuloquinase 2i/694396466 KPDFDAYIDPQK 26 356
[Pyrus x bretschneideri] QYADAVIEVLPTQLIPGDNEGK (Cloroplasto) 45344 40808
KLTCSYPGIK
LTCSYPGIK
FYGEVTQQMLK
. . AAYALSEGLGVIACIGEK Metabolismo dos carboidratos 6,90 5,46
191 Triosefosfato isomerase [Tarenaya 2i[729468017 QEDIDGFLVGGASLK 15 155
hassleriana) (Cloroplasto) 33399 27826
GPEFATIVNSVTSK
4,26
192 5
Nao encontrado 14371
5,56
195 5
Nao encontrado 34002
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Ribulose-1,5-bifosfato

boxilase/oxi Subunidad Fotossintese 6,46 6,20
196 carboxilase/oxigenase - Subunidade gi|132040 2 76
maior EITLGFVDLLR (Cloroplasto) 48727 35816
[Sanguinaria Canadensis]
4,41
202 5
Nao encontrado 16567
. DQVAAAMGIYGPR Metabolismo dos carboidratos 5,88 6,08086
211 Sedoeptulose-1,7-bifosfatase 2i[703086526 DVPGTHEFLLLDEGK 10 165
[Morus notabilis] YTGGMVPDVNQIIVK (Cloroplasto) 42916 47711
LTSVFGGAAEPPK
. . GGNPDSNTLISDTTTVICLDDYHS Metabolismo dos carboidratos 6,52 5,41
212 Fosforribuloquinase 1702340240 LDR 21 187
[Eucalyptus grandis) ANDFDLMYEQVK (Cloroplasto) 45589 40453
ILVIEGLHPMFDQR
QYADAVIEVLPTQLIPGDNEGK
. . EQIGYTFDALK Metabolismo dos aminoacidos 5,53 5,61
213 Peptidase, subunidade 2i[728850771 TYVPEMVELLIDCVR 7 197
[Gossypium arboreum] SATLMNLESR (Mitocondria) 54545 50445
Proteina trlanspOI_:adora debzléftrons, Fotossintese 576 6,06
215 complexo citocromo bo-1, 2i/89475526 6 67
subunidade Fe-S VVEVPWTETDER (Cloroplasto) 19928 19642
[Panax ginseng]
Ativase da Rubisco ) NFMNLPNIK Fotossintese 6,18 4,76
218 [Musa acuminata subsp. £1/695062479 VPLILGIWGGK 11 95
laccensis] ' SFQCELVFAK (Cloroplasto) 47898 45073
mataccensts VPIIVTGNDFSTLYAPLIR
VPLILGIWGGK
. . SFQCELVFAK Fotossintese 5,89 5,87
228 Ativase 2 da Rubisco gi[589912895 MCVLFINDLDAGAGR 15 206
[Pinus massoniana) VPIVVTGNDFSTLYAPLIR (Cloroplasto) 53085 35633
LVDSFPGQSIDFFGALR
4,46
229 x
Nao encontrado 33789

140




Tabela 1 - Continuagdo

FFVGGNWK
VAYALSQGLK Metabolismo dos carboidratos

. . . VIACIGETLEQR ) 6,34 6,46
236 Triosefosfato isomerase g1‘728837729 ISNWTDVVLAYEPVWAIGTGK 36 176 (Cltoplasma)

[Gossypium arboreum) VATPAQAQEVHFELR 27430 27119

ELAAKPDVDGFLVGGASLKPEFI
DIIK

VSVPQVKEDQVLIK
ATDSPLPTVPGYDVAGVVVK . » 8,61 6,39
NLDFVQAAGLPLAIETAYEGLER 25 299 Metabolismo secundario 40615 36683
SILVLNGSGGVGSLVIQLAK
EGGAVVALTGAVTPPGFR

240 Enona oxidoredutase [Mangifera i[387135418
indica]

EYLTPMGPTPLHVNPIFEIGPVEPR

. . 5,67 5,16
245 Formamidase C869.04 isoforma X3 gi[729371957 AVLNAIDYLSK 14 112 Metabolismo secundério

[Tarenaya hassleriana] ISGIVDSPNAVATLAIPTAIFDQDI 47633 42142
RPK

Spots das proteinas dos géis 2-D selecionados para analise por LC-ECI-MS/MS, onde os valores de abundancia relativa foram iguais ou maiores que 1,4
vezes (p < 0,05).

2 — O namero do spot corresponde ao nimero de identificagdo dos spots dos géis resultantes da eletroforese bidimensional em todos os tratamentos
analisados.

b _ Numero de acesso no banco de dados (NCBI).

¢ — Sequéncia de peptideos pareados pela MS/MS.

d _ Percentual de cobertura da sequéncia peptidica da proteina identificada.

¢ - Os valores de escores listados excedem o valor do escore limite, calculado pelo Mascot e, portanto, indicam extensa similaridade com base nas
sequéncias consultadas nos bancos de dados (NCBI).

— pl: ponto isoelétrico e MM: Massa Molecular. f — Tedrico e & — Experimental.
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