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RESUMO

Estresse hidrico com diferentes osméticos em sementes de feijdo e expresséao
diferencial de proteinas durante a germinacao

O feijdo (Phaseolus vulgaris L) é uma cultura de grande expressao alimenticia. A
emergéncia da cultura é dependente de agua, sendo considerada a fase mais critica. O
objetivo deste foi simular deficiéncia de dgua no inicio da germinacdo em laboratorio,
em sementes de feijdo ‘Pérola’, utilizando-se: manitol, CaCl,, MgCl, e NaCl em
potenciais de 0; -0,3; -0,6; -0,9 e -1,2MPa estabelecidos pela equacdo de Van't Hoff e
avaliar o perfil eletroforético de proteinas totais solUveis através de SDS-PAGE. Foram
avaliados: germinacao, classificacdo de vigor, massa seca de raiz e de parte aérea e
resposta diferencial de expressdo de proteinas. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado. Os dados foram analisados através da aplicacdo do teste F,
para analise de variancia, regressao polinomial para os niveis de potencial osméticos
para cada uma das variaveis fisiologicas estudadas. O bandeamento eletroforético foi
avaliado visualmente através da imagem dos géis. A simulacdo do estresse permitiu
avaliar a drasticidade do NaCl em todos os parametros avaliados e a auséncia de
proteinas de baixo peso molecular neste osmético. As proteinas de 110 e 30kDa foram
indicativas de estresse hidrico, mas n&o do salino.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L; Deficiéncia de agua, HSPs



ABSTRACT

Water deficit with different osmotic in snap-beans and differential protein
expression during germination

Snap Beans (Phaseolus vulgaris L) are highly valuable nutritionally, and it is cultivated
by small, medium and big farmers. It represents a significant parcel of Brazilian
economy concerning to the society. Culture emergency is a critical point in the
production process and it is affected mainly by the water deficiency at this phase. The
objective of this work was to simulate water deficiency in the germination beginning at
the laboratory on seeds of snap beans 'Pérola’, using mannitol, CaCl,, MgCl, and NacCl
as osmotic in the potential of 0; -0.3; -0.6; -0.9 and -1.2MPa calculated with the aim of
Van't Hoff's equation and to evaluate the electrophorectical protein patterns of total
soluble proteins by SDS-PAGE. Germination, vigour classification, roots and shoot dry
weight and differential protein expression response was evaluated as parameters. The
experimental design was completely randomized. Data was analysed by F test (ANOVA)
and polynomial regression for the osmotic potential for each parameter evaluated.
Banding pattern was evaluated by gel image. Simulation of deficiency, in laboratory,
allowed the perception of the stress originated by NaCl in all parameter evaluated,
validating the harsh of the NaCl and the lack of expression of low molecular weight
proteins in this osmotic. 110 and 30kDa proteins were indicative of water stress, but not
of salinity

Key words: Phaseolus vulgaris L; Water deficiency, HSPs
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1 INTRODUCAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L) € um vegetal da familia Fabaceae e sua
cultura apresenta grande destaque, pois € considerada uma planta de grande
importancia para a alimentagdo humana, por exibir uma significativa fonte protéica,
além de apresentar carboidratos e minerais (EMBRAPA, 2005). No Brasil, o cultivo do
feijoeiro € assiduo, sendo cultivado por pequenos, médios e grandes agricultores , com
producao anual total de aproximadamente 3,4 milhdes de toneladas (IBGE, 2007).

Além de ser responsavel pelo suprimento de pessoas com alto e baixo
poder aquisitivo, essa cultura apresenta possibilidades de plantio em varias épocas do
ano e em quase todos os estados brasileiros. O clima tropical residente submete as
plantas a estresses ambientais freqientes, como, por exemplo, as altas temperaturas,
estresse salino e deficiéncia de dgua o que provoca efeitos deletérios em processos
vitais para o desenvolvimento vegetal e consequentemente diminuicdo dos niveis de
produtividade.

As condi¢cdes que 0 campo proporciona as sementes nem sempre sao
Otimas para a germinacao, podendo ocorrer extremos de temperatura paralelamente ao
déficit hidrico resultando em solos mais concentrados em sais. A emergéncia da cultura
de feijdo € um dos pontos criticos do processo de producéo e € afetada principalmente
por deficiéncia de agua, pois a germinacdo das sementes é extremamente dependente
da mesma.

Solos ou substratos concentrados em sais ndo fornecem meios
adequados para semeadura, pois o potencial de agua no substrato € menor,
provocando deficiéncia hidrica na semente e efeitos danosos na fisiologia e no
metabolismo da planta em desenvolvimento.

S&8o0 considerados mais nocivos 0s sais que apresentam maior
solubilidade, pelo fato que as plantas, ao absorverem agua do substrato, absorvem
solugdo e consequentemente excessos de sais, provocando toxidez e distarbios
fisiolégicos as sementes, acarretando diminuicdo no potencial de germinacao (TORRES
et al.,, 2000; FONSECA; PEREZ, 1999). Durante a embebicédo, esse excesso de sais,
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agora ions, tem sua entrada facilitada em quantidades toxicas, além da dificuldade da
cinética de absorcdo de agua pela semente no processo de germinagdo provocado pela
salinidade (SANTOS et al., 1992). Assim, sais contendo calcio geralmente sGo menos
drasticos que sais de sédio (MACHADO NETO et al., 2006). Sabe-se que 0 magnésio
também atua como cofator enziméatico em rotas associadas com tolerancia ao estresse
podendo mudar a resposta da plantula em potenciais isosméticos, assim como ja foi
observado para o calcio.

O movimento de ions de um lugar para outro € denominado transporte. As
células do embrido trocam agua e solutos com seu ambiente, e entre seus tecidos e
orgdos, por meio de membranas que contém proteinas especializadas — canais,
carregadores e bombas — que facilitam o transporte de solutos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Na membrana existem hormdnios, 0s quais interagem com proteinas
especificas, denominados receptores. Os hormdnios constituem-se em mensageiros
quimicos que funcionam como mediadores na comunicacdo intercelular, sendo
responsaveis pelo reconhecimento do estresse e os transmitindo até o nucleo da célula,
onde ocorre a ativagdo ou inativacdo da expressao génica. Alterando-se portanto o
metabolismo celular, com reflexos fisioldgicos e no desenvolvimento da plantula, a qual
pode nao ter um pool de enzimas antioxidantes suficiente para lidar com o estresse,
pelo fato de ainda ndo apresentar maturidade e especificidade de proteinas (TAIZ;
ZEIGER, 2004).

As proteinas expressas em resposta aos estresses sao especificas, dentre
elas as chamadas HSPs (Heat-Shock Proteins) sdo sintetizadas por influéncia da
deficiéncia hidrica e estresse de calor. Proteinas de choque térmico (HSPs) séo
consideradas um grupo especial, porque podem ser encontradas em diversos
eucariotos submetidos ao estresse, além de acompanhar a escala evolutiva (ARAUJO
et al., 1998). Todos o0s estresses ambientais que plantas sofrem durante seu
desenvolvimento, refletem mudancas na sua fisiologia. A deficiéncia de agua € uma
grande vila nesse processo, agindo como fator limitante de emergéncia da cultura,
crescimento da plantula, desenvolvimento da planta, reproducdo e consequentemente

reducdo no nivel de producao.



11

O conhecimento da resposta fisiolégica traduzida em capacidade de
germinagcdo e desenvolvimento inicial, acompanhado da expressao diferencial de
proteinas em condicdo de deficiéncia de agua e concentracdo de sais pode lancar
perspectivas de selecdo de plantas com maior tolerancia ou de um possivel tratamento
de sementes, muito Uteis diante do cenério atual de necessidade de aumento da

producao de alimentos em um ambiente em aquecimento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Brasil € um pais que apresenta clima tropical, sendo propicio ao manejo
de plantas como o feijdo que, por sua vez, é uma cultura com ampla adaptacao
climatica. Esse conjunto de caracteristicas faz com que o Brasil seja um grande
produtor dessa cultura (EMBRAPA, 2005).

O cultivo do feijdao nos estados brasileiros é significativo, pois além do
consumo como fonte nutricional da populagdo, ele também é fonte de renda dos
pequenos, médios e grandes produtores (EMBRAPA, 2005).

Entende-se que o ponto mais critico da cultura do feijoeiro seja a
emergéncia, por ser esse processo totalmente dependente da agua. A hidratacdo da
semente logo apds a semeadura € o gatilho para o desenvolvimento. A agua constitui a
matriz onde ocorre a maioria dos processos bioquimicos e fisiolégicos, ativando o
desenvolvimento da plantula essenciais a vida, apresentando profunda influéncia na
estrutura e nas propriedades das proteinas, das membranas, dos acidos nucléicos e de
outros constituintes celulares (BRAY, 1995; TAIZ; ZEIGER, 2004).

O reflexo da fragilidade agronémica do feijao é visto quando essa cultura é
submetida a escassez de agua, quando é encontrado no solo elevada concentracdo de
sais, causando diminuicdo do turgor das células das raizes, comprometimento do
metabolismo e redug¢do no crescimento. Em contrapartida, o excesso de agua, pode
acarretar danos por embebicdo e diminuicdo da capacidade de estabelecimento de
plantas.

O metabolismo da planta € prejudicado pelo acumulo de sal nos solos,
que, quando examinados o0s seus efeitos, estabelece-se a distingdo entre altas
concentracfes de Na+, identificadas como solos sddicos, e altas concentracdes de sais
totais, referidas como solos salinos. No campo, o conteddo de agua do solo entre a
capacidade de campo (CC) e o ponto de murcha permanente (PMP), foi definido como
agua disponivel (AD) para plantas (TORMENA et al., 1999), sendo considerado para a
CC valores entre —0,01 a —0,2MPa e para o PMP valores préximos de —1,5MPa (TAIZ;
ZEIGER, 2004).
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Em soja, a baixa germinacdo das sementes, é uma consequéncia da baixa
disponibilidade hidrica encontrada nos periodos de estiagem, logo apos a semeadura. A
emergéncia da cultura e o desenvolvimento de plantulas sdo dependentes do regime
hidrico e do potencial fisiologico da semente (MIAN; NAFZIGER, 1994; ROSSETO et
al., 1997).

O solo nem sempre apresenta ambiente 6timo para a germinacdao das
sementes, porque quando existe a deficiéncia hidrica, subentende-se que o0 solo
apresenta potenciais hidricos mais negativos do que as células do embrido, dificultando
a absorcdo da agua necesséria para a germinagdo (MACHADO NETO et al., 2004).
Para a germinacéo, as sementes sédo dependentes do fluxo d’agua, da sua velocidade e
intensidade, processos estes, que estdo diretamente ligados ao potencial matrico do
solo ou substrato, textura e condutividade hidraulica do mesmo, gradiente de potencial
de 4gua entre o solo e a semente, o tamanho e a estrutura do tegumento das sementes
e a temperatura (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; BEWLEY; BLACK, 1994; PESKE;
DELOUCHE, 1985).

Portanto, sdo encontrados no solo diversos potenciais osmoticos, agindo
diretamente na emergéncia da cultura. O fluxo d’agua é dependente do gradiente de
concentracdo, por isso, 0 embrido necessita encontrar no solo maior potencial,
comparado com os de suas células. Em funcdo da deficiéncia hidrica gradativa e
progressiva gera-se reducdes na velocidade da germinacdo, na porcentagem final de
germinacdao (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000), e no desenvolvimento inicial de
plantulas (SA, 1987; SILVA; MARCOS FILHO, 1990).

A solucdo encontrada no solo para proporcionar a germinacdo das
sementes tem a negatividade dependente do tipo de soluto ali encontrado e do
potencial osmaético. Os ions dessa solugdo tem sua penetracdo facilitada nas células
devido ao efeito osmotico e/ou idnico, e dificultam a entrada da agua (VAN DER
MOEZEL; BELL, 1987). Os estresses causados por NaCl, CaCl,, Na,SO, exercem
efeitos negativos na germinacéo e vigor de sementes de soja (SANTOS et al., 1992;
BRACCINI et al., 1998). A baixa disponibilidade de dgua também reduz o acumulo de
matéria seca em plantulas de soja (SA, 1987).
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Em sementes de feijdo, o vigor € mais afetado do que a germinacdo
quando essa cultura é submetida ao tratamento com NaCl; e a porcentagem de
plantulas anormais aumentam na presenca do sal (PAULA et al.,1994). Em pepino
(Cucumis sativus L.), o NaCl, em diversas concentracdes, proporcionou a reducao da
germinacao e do desenvolvimento de plantulas e o aumento de plantulas anormais
(TORRES et al., 2000). Esses efeitos negativos também ocorreram com soja, quando
estas foram sujeitas ao estresse induzido por NaCl (SANTOS et al., 1996).

Nos estudos de Machado Neto et al. (2006) com sementes de feijao,
foram obtidos 15% de germinagdo no tratamento com solugdo contendo NaCl, no
potencial osmaético —0,9 MPa, revelando uma drastica interferéncia. Moraes e Menezes
(2003), com sementes de soja, verificaram que nas concentracdes de —0,20 e -0,10
MPa, a germinacdo manteve-se acima de 80 %. A massa seca da parte aérea, no
potencial —1,2 MPa no tratamento com NaCl, foi inferior a da obtida em solugdo de
manitol, em contrapartida, a massa seca de raiz no potencial —-0,6 MPa teve resultado
superior a solucdo de KCI (MACHADO NETO et al., 2006).

O osmotico manitol causou reducfes na germinacao (primeira contagem),
na velocidade da germinacdo, no comprimento e massa seca de parte aérea e de
raizes, e de plantulas normais de feijao em potenciais de —0,4 a —0,6 MPa (BRAGA et
al., 1999). No potencial —0,9 MPa esse mesmo osmotico proporcionou germinacao
superior a 65% ( MACHADO NETO et al., 2006). Em 1999, Braga et al., submeteram
sementes de feijdo de trés lotes a germinacdo em rolos de papel toalha, simulando
deficiéncia hidrica, e a medida que a disponibilidade de agua foi reduzida, houve
aumento na ocorréncia de plantulas anormais, porém, entre os potenciais hidricos de —
0,001; -0,01 e —0,2 MPa néo foram constatadas diferencas na normalidade destas
plantulas.

Pereira et al. (1981), citados por Braga et al. (1999), relatam que as
anormalidades podem estar diretamente relacionadas com a hidratacéo retardataria que
deixam as sementes mais expostas ao ataque de patdgenos, gracas a exsudacao de
ions, aclUcares e acidos graxos pelas sementes, do que pelo retardamento da
germinacdo em fungdo do potencial osmético, essas sementes acabam ficando mais

tempo no solo expostas a acédo dos patégenos.
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Em relacdo aos resultados da matéria seca das plantulas obtidos por
Braga et al. (1999), os potenciais —0,001 e -0,01 MPa de solugcdo manitol,
apresentaram o0s maiores valores, ficando claro que os niveis de agua afetam
significativamente o desenvolvimento das plantulas. Para a massa seca da parte aérea,
no potencial hidrico —1,2 MPa, a solu¢cdo de manitol proporcionou peso superior as
solucdes de NaCl, e para 0 peso seco de raizes, 0 mesmo potencial, superou 0s
obtidos nas solucdes de NaCl, CaCl, e KCI (MACHADO et al., 2006).

O tratamento a base de CaCl, foi 0 menos drastico para a germinacdo em
relagéo as solugbes de NaCl, KCl e manitol, com sementes de feijdo, onde encontrou-
se germinacao até o potencial de —1,2 MPa (MACHADO et al., 2006). O CaCl,, tem
como limite maximo de tolerancia os potenciais de -1,2 MPa e -1,8 MPa para a
germinacao, ja nas solucdes de NaCl, KCI e manitol, com esses mesmos potenciais,
ndo ha germinagdo, comprovando que essas solugbes apresentam limite maximo
menor que o CaCl, (MACHADO et al, 2006). Em sementes de olho-de-dragéao
(Anadenanthera pavonina) estudadas por Fonseca e Peres (1999) tratadas com KCl e
CacCl, verificou-se que houve germinacdo com éxito até —1,2 MPa, com tolerancia
méxima entre os potenciais de —1,2 MPa a —-1,4 MPa.

As sementes submetidas a solugdo de CaCl, apresentaram resultados
superiores aos das com tratamentos de NaCl, KCl e manitol em relacdo a massa seca
da parte aérea, até o potencial de —0,92 MPa (MACHADO et al., 2006). Para a variavel
massa seca de raiz os valores se igualaram, com excec¢do do KCI nos potenciais de —
0,6 MPa (MACHADO et al., 2006).

Moraes e Menezes (2003), nos seus estudos com soja, observaram que o
indice de germinacdo diminuiu a medida que os potenciais de dgua decresceram na
solucao contendo o MgCl,, 0 mesmo ocorreu com o vigor das sementes, fato também
observado para massa seca total; no potencial a —0,80 MPa houve menor acumulo de
massa seca de plantulas, comparado com os demais sais,utilizados para induzir o
estresse salino.

Estresses ambientais, como alta temperatura, deficiéncia hidrica,
estresses salinos e até mesmo infeccdo por patégenos, estdo diretamente e
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intimamente ligados com alteracdes no padrdo de sintese de proteinas especificas
(ARAUJO et al., 1998).

Eventos moleculares ocorrem a partir da percepcédo do estresse hidrico
induzindo a diversas respostas fisiologicas, metabdlicas e de desenvolvimento (BRAY,
1993). O crescimento celular é o mais afetado pela deficiéncia de agua e quando esse
estresse é mais severo conduz a inibicdo da divisdo celular, a inibicdo da sintese de
proteina e de parede, ao acumulo de solutos, ao fechamento estomatico e a inibicdo da
fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2004). Segundo Dell’Aquilla (1992) a reducdo da sintese
de proteina no embrido reflete diminuicdo no crescimento e mudangas na turgescéncia
celular.

Proteinas de choque térmico (HSPs - Heat Shock Proteins) sé&o
especificas ao estresse de calor, porém, também sdo sintetizadas na presenca de
estresse hidrico. Esse grupo especial de proteinas é encontrado em diversos
eucariotos, como: arqueobactérias, eubactérias (LINDQUIST; GRAIG, 1988), micrébios
(HARBORNE, 1997), fungos, plantas (VIERLING, 1991), animais (HARBORNE, 1997;
VIERLING, 1991) e seres humanos (RIZZO et al., 1998). Nos humanos, esse grupo
protéico peculiar pode estar diretamente ligado ao sistema imune (ARAUJO et al.,
1998).

Todos os organismos vivos que sdo ou que foram expostos a condicdes
de estresses como por exemplo a altas temperaturas, contaminacdo por metal pesado,
deficiéncia de &gua e presenca de microorganismos patdgenos,sdo induzidos a
producdo de proteinas HSPs (ARAUJO et al., 2003). A sintese desse grupo de
proteinas parece ser uma resposta universal em funcdo do estresse de temperatura,
nos diversos organismos Vivos (procariotos e eucariotos) (VIERLING, 1991; PARSELL;
LINDQUIST, 1993). Os mecanismos moleculares que promovem a produgédo das HSPs
por genes sao muito similares nos mais diversos eucariotos (VIERLING, 1991).

Dentro de uma mesma espécie como trigo (WENG; NGYUEN, 1992),
tomate (FEDER; O'CONNELL, 1990) e sorgo (JORGENSEN et al., 1992), foram
observadas diferencas no padréo de sintese de HSPs. A deficiéncia hidrica assim como
0 estresse térmico induzem a sintese de HSPs especificas e /ou o0 aumento de

determinados grupos em vegetais mais tolerantes (ARAUJO et al., 1998).



17

Como protecdo das estruturas celulares contra perdas de agua, acredita-
se que genes codifiguem proteinas especificas (BOYER, 1996; ALVIN et al., 2001);
porém, ndo € sempre que os produtos desses genes possam garantir a sobrevivéncia
dessa planta ao estresse ambiental (BRAY, 1993). Eles sdo ativados quando a planta
passa por periodos de estresse resultando em ferimento ou dano de células
(NEPOMUCENO et al., 2001) como resposta adaptativa (BRAY, 1993; BRAY, 1997).
Nepomuceno et al., em 2000, afirmaram que determinadas expressdes génicas podem
ser desativadas quando as plantas sdo submetidas ao estresse. Sabe-se que todas as
HSPs de plantas sédo codificadas por seis familias nucleares de genes e que cada
familia corresponde as proteinas encontradas em compartimentos celulares distintos,
como, citosol (classe | e IlI), mitocondria, reticulo endoplasmatico, cloroplasto e
membranas (WATERS et al., 1996).

A localizagédo celular da sintese de HSPs é um fator importante para a
termotolerancia (LIN et al., 1984; CHOU et al., 1989; HECKATHORN et al., 1998;
KOROTAEVA et al., 2001). Para Parsell e Lindquist (1993), existem trés observacfes
gque comprovam essa afirmacdo: 1) a rapidez e a intensidade que as HSP séo
sintetizadas; 2) a sintetizacdo da HSP é dependente de fatores de estresses que o
organismo foi submetido e 3) as HSPs séo induzidas por estresse de temperatura nas
células de diversos organismos Vvivos.

As HSPs apresentam pesos moleculares distintos em eucariotos e séo
classificadas como proteinas de baixo peso molecular (Low Molecular Weight — LMW
HSPs) (BOSTON et al.,, 1996; WATERS et al.,, 1996), e alto peso molecular (High
Molecular Weight — HMW HSPs) (ARAUJO et al., 1998). As proteinas HSPs de baixo
peso molecular normalmente ndo sdo detectadas na auséncia de estresse térmico
(BOSTON et al., 1996; WATERS et al., 1996), ja as de alto peso molecular, como HSPs
de 60, 70 e 90 kDa, sdo indispensaveis, e tem sintese progressiva durante o periodo
de estresse (ARAUJO et al., 1998).

Jinn et al.,, (1993) e Vierling (1991), citados por Araujo et al. (1998),
relataram que as proteinas HSPs de alto peso molecular sdo predominantes em
leveduras, insetos e animais, com valores de 60 a 110 kDa, j4 as de baixo peso (LMW

— HSPs) sédo encontradas em plantas em maior abundancia.
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O milho foi estudado por Ristic et al. (1991), os quais relataram a presenca
de uma HSP de 40 kDa apenas em linhagens tolerantes. Jorgensen et al., (1992),
usando traducéo in vitro do RNAm, observaram grande variedade de LMW — HSPs, em
plantas de milho tolerantes ao estresse.

Nos eucariotos, as HSPs de 60 kDa sdo proteinas mitocondriais e
cloroplasticas codificadas pelo ndcleo, encontradas em praticamente todas as espécies
de plantas; e poucas foram as proteinas homodlogas encontradas em outros
compartimentos das células dos eucariontes (VIERLING, 1991).

As HSPs de 70 kDa séo encontradas em varios compartimentos celulares,
como citoplasma e reticulo endoplasmatico (ARAUJO et al., 1998). Essas proteinas sio
consideradas as mais conservadas durante o periodo evolutivo (CRAIG et al., 1993;
VIERLING , 1991), apresentando 65% de similaridade entre si (ARAUJO et al., 1998).

Outro grupo especial em relagdo a conservagao evolutiva, é o das HSPs
de 90 kDa, sendo encontradas em diversos seres, localizado em abundancia no
citoplasma (CRAIG et al., 1993). Esse grupo normalmente € encontrado em condi¢des
normais, mas sua sintese € aumentada na presenca de estresses (VIERLING, 1991). O
grupo entre 100 a 110 kDa, € o das HSPs sintetizadas por plantas submetidas ao
estresse. Nota-se que essa sintese é exclusiva nas primeiras horas de estresse, nao
sendo encontradas em condi¢des normais de desenvolvimento (VIERLING, 1991).

Em plantulas de arroz, Pareek et al. (1995) constataram que as bandas de
104 e 90kDa néo sdo encontradas em condi¢fes normais, porém, foram sintetizadas a
partir dos estresses salino, hidrico, baixa temperatura e aplicacéo de acido abscisico.

Nao existem estudos que comprovem completamente com sucesso as
funcdes fisiologicas das HSPs, entretanto existem evidéncias consideraveis
demonstrando que a termotolerancia esta correlacionada com a sintese e acumulo
dessas proteinas (LIN et al., 1984; WENG; NGUYEN, 1992; JINN et al., 1993;
SCHIRMER et al., 1994; PARK et al., 1996; PRANDL et al., 1998; RISTIC et al., 1998;
JOE et al., 2000). Inclusive, Ristic et al. (1991) e Wood et al. (1998) citam em seus
trabalhos que existe uma variagcdo consideravel nos testes padrbes realizados em
funcdo das HSPs entre individuos da mesma espécie e espécies diferentes.
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Diante dos estudos das HSPs, nota-se que, dentro deste grupo especial
de proteinas, ainda existe um determinado grupo que se destina a recuperacdo de
proteinas lesadas, chamadas de moléculas “chaperonas” que possuem atividade
voltada para interagir com proteinas desnaturadas, designadas a prevencao de
agregacdo ou desnaturacdo protéica, promovendo a renaturacdo (ARAUJO et al.,
1998), em células que foram submetidas a estresses térmicos (BOSTON et al., 1996).

Algumas outras fun¢des sao sugeridas para as moléculas “chaperonas”,
como facilitar a conformacéo correta de proteinas recém sintetizadas e promover a
formac&o e manutencéo de conformacdes protéicas especificas (ARAUJO et al., 1998).

A expressao de “chaperonas” € estimulada por condicbes de estresses,
portanto, quando as plantas passam por momentos de deficiéncia hidrica, essa
moléculas tem sua sintese aumentada por influéncia da agressao, atuando na correcao
do dobramento — enovelamento incorreto e a agressao de proteinas.

Vierling (1991) e Wu et al. (1993), afirmaram que as HSPs de 60, 70 e 90
kDa tem funcbes essenciais facilitando processos importantes como: correta
conformacado protéica e transporte através de membranas, assimilacdo de proteinas
oligoméricas e modulagéo de atividades receptoras. Essas bandas foram as primeiras a
receberem o nome de “chaperonas” (SCHMITZ et al., 1996; CRAIG et al., 1993;
GETHING; SAMBROOK, 1992).

Diante das condicfes de estresse hidrico a que as sementes sdo expostas
devido as diferentes concentracfes das solucbes usadas para determinar a
germinacdo, sendo em condicdes de campo ou em laboratério, espera-se
manifestacbes de grupos peculiares de proteinas como resposta a toleréncia a esse

fator ambiental.
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3 OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo simular estresse hidrico em sementes de
feijdo, do cultivar ‘Pérola’, durante o inicio da germinacdo em laboratorio, utilizando
diferentes osmaticos: manitol, CaCl,, NaCl e MgCl, em potenciais de 0; -0,3; -0,6; -0,9 e
-1,2 MPa. Serédo avaliados parametros relacionados a germinacao, classificacdo de
vigor, massa seca de raiz e de parte aérea, massa seca total, relacdo raiz/parte aérea,
além da expressao diferencial de proteinas totais solluveis através de eletroforese (SDS-
PAGE).
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado entre maio e outubro de 2007, no Laboratorio
de Sementes e Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade do Oeste Paulista -
UNOESTE - localizado em Presidente Prudente - SP. Foram utilizadas para o
experimento sementes de feijado (Phaseolus vulgaris L.) do cultivar ‘Pérola’, submetidas
a germinacdo em diferentes potenciais osmoticos, simulando situacdes de estresse
hidrico. Foram utilizados: manitol, CaCl,, MgCl, e NaCl em potenciais de 0; -0,3; -0,6; -
0,9 e -1,2MPa estabelecidos pela equacao de Van't Hoff, citado por Salisbury e Ross
(1991), ou seja: yos=-RTC, em que: yos=potencial osmético (atm); R= constante geral
dos gases perfeitos (0,082atm.mol.L™*.K); T= temperatura (K); C= concentracdo (mol.L"
1Y e T (K)= 273+T(°C). As concentracdes de NaCl foram corrigidas de acordo com a
curva de calibracdo estabelecida por Braccini et al. (1996), ou seja:
y0s=0,194699+0,750394C R2= 0,9999, em que: wyos=potencial osmatico (bar);

C=concentracdo (g.L ™) (Tabela 1).

TABELA 1: Concentracdes (g.L™) de Manitol, CaCl,, NaCl e MgCl, para obter diferentes
niveis de potencial osmético da solucao de embebicdo

Niveis de potencial Manitol CacCl; NacCl MgCl,
osmatico
(MPa) (9.L7)
0 0 0 0 0
-0,3 22,29 7,98 4,20 6,85
-0,6 44,58 15,95 8,40 13,71
-0,9 66,87 23,94 12,60 20,56
-1,2 89,17 31,93 16,81 27,42

O teste de germinagdo consistiu em separar quatro repeticbes de
cinqgienta sementes, envolvidas entre trés folhas de papel toalha para germinacéo
(Germitest), sendo duas como base e uma para cobrir, umedecidas com 2,25 vezes a

sua massa com as solucfes ja mencionadas. Em seguida, os rolos foram envolvidos
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em sacos plasticos de polietileno e mantidos em germinador a temperatura constante
de 25°C. A contagem foi realizada no sexto dia, computando-se as plantulas normais
‘fortes’ e normais ‘fracas’, anormais e as sementes mortas (BRASIL, 1992;
NAKAGAWA, 1999), sendo expressos em porcentagem. Foram consideradas plantulas
normais ‘fortes’ as que nao apresentaram pequenas irregularidades em algumas de
suas estruturas essenciais, como sistema radicular; hipocotilo (rachaduras, lesdes,
necroses ou rachaduras cicatrizantes); epicotilo (pouco desenvolvido ou sem uma folha
primaria); cotilédone (faltando um ou sem uma folha priméaria) e aspecto geral da
plantula (afilada, pouco desenvolvida ou curta e fraca) (VIEIRA; CARVALHO, 1994).
Para o resultado de germinacdo considerou-se a porcentagem de plantulas normais
(somatorio de fortes e fracas) e para a classificacdo do vigor apenas as normais fortes.

O desempenho das plantulas foi avaliado por quatro repeticdes de 10
sementes, distribuidas em toalhas de papel para a germinagéo, formando linha Unica a
10cm da borda superior da folha. As condicdes foram as mesmas do teste de
germinacao. Deste material foram analisadas a parte area (sem os cotelédones) e a raiz
primaria, que foram acondicionados e seccionados separadamente em sacos de papel
fino e levados para secagem em estufa a 60°C por 48 horas. Posteriormente 0s
materiais foram resfriados em dessecador e pesados em balangca analitica com
precisao de 0,001g (NAKAGAWA, 1999).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em um arranjo
fatorial de 4x5 (agentes osmoticos x potenciais hidricos), com quatro repeticées. O
software SANEST (ZONTA et al., 1984) auxiliou na andlise dos dados que consistiu em
aplicacao do teste F, para a analise de variancia regressao polinomial para os niveis de
potencial osmético para cada uma das variaveis fisiologicas estudadas (porcentagem
de germinacgdo, classificacdo de vigor, massa seca da parte aérea e da raiz, massa
seca total e relacdo raiz/ parte aérea).

Para determinar a resposta molecular aos tratamentos foi utilizado o
método de extracdo de proteina e eletroforese. Uma fracdo de tecido, contituidas de
cinco hipocétilos, por repeticdo, de plantulas normais obtidas no teste de germinacao no
sexto dia, foram macerados com nitrogénio liquido e colocados em tubos de ensaio com

tampéo de extracdo Tris-HCL (0,625 mM) pH 6,8, contendo, 2% duodecil sulfato de



23

sédio SDS; 20% glicerol e 5% 2-mercaptoethanol na propor¢do de 1:10 (p:v) de
amostra de tecido vegetal para 1 ml de tampéao de extragdo. Os tubos foram agitados e
mantidos por, no minimo, 1 hora em temperatura ambiente e depois aquecidos de 3a 5
minutos apos atingir ebulicdo. Posteriormente, a solugéo foi centrifugada a 9500rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi congelado em tubos Eppendorf. As proteinas foram
quantificadas de acordo com Bradford (1976), sendo os valores plotados contra uma
curva de calibracéo constituida com albumina bovina a 0,5 g/mL.

A eletroforese foi conduzida de acordo com Laemli (1970) em um sistema
composto por um gel de corrida contendo 12,5% de acrilamida-bisacrilamida (30:0,8),
pH 8,8, e um gel de empilhamento com 2,5% de acrilamida-bisacrilamida, pH 6,8 . A
corrida de eletroforese SDS-PAGE foi realizada em cuba vertical ligada a fonte elétrica
por 30 minutos a 50V e 20mA por 4 horas em condi¢des refrigeradas. O tampéo de
corrida foi composto de Tris (25 mM) - Glicina (38mM) - SDS (0,7mM), pH8,8. Aliquotas
contendo a mesma quantidade de proteina por tratamento foram colocadas por poco.
Os géis foram fixados com isopropanol:acido acético:agua (4:1:5) por 30 minutos e
permaneceram em solucdo contendo 2% Coomassie Blue R250 até aparecerem as
bandas de proteina. Quando a coloracdo mostrou-se muito escura o gel foi descolorido
com 10% de &cido acético. Posteriormente foi realizado a foto documentagdo digital
feita no transluminador permitindo a captura, visualizagdo e 0 processamento de
imagens de bandas protéicas reveladas nos géis.

A andlise do padrdo eletroforético de cada tratamento foi feita através de
comparacao visual e deteccao diferencial da presenca/auséncia de bandas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As diferentes concentracdes das solucdes, nesse estudo, foram
empregadas em analogia as condi¢des de campo, e a partir dessa simulagcdo observou-
se que a germinacdo reagiu de maneira diferencial, dependente da concentracdo de
cada soluto (Figura 1A).

Pode-se observar que 0 manitol manteve a germinacao independente do
potencial utilizado, assim como em Machado Neto et al. (2006) que, no entanto,
observaram aumento de plantulas anormais, fato também ocorrido com Braga et al.
(1999). O MgCl, e o CaCl2 apresentaram ponto de maximo préximos (-0,35 e -0,36MPa
respectivamente), todavia, o MgCl, manteve a germinacdo no potencial de -1,2MPa,
enquanto que neste nivel a germinacao foi drasticamente menor para o CaCl, e o NaCl.

O NaCl apresentou um ponto de maxima germinagdo calculado em -
0,25MPa. A partir dai houve reducdo na germinacao, apresentando o menor resultado
em -1,2MPa (Figura 1A). Santos et al. (1992) e Braccini et al. (1998) relatam que, em
sementes de soja, os estresses causados por NaCl, CaCl, e Na,;SO,, influenciaram
negativamente a germinagao e o vigor de sementes.

A medida que a restri¢do hidrica aumentou, o vigor, avaliado por meio da
classificacdo de vigor, foi reduzido (Figura 1B), sendo este mais afetado nos potenciais
-0,9 e -1,2MPa, principalmente no osmaético NaCl, corroborando Moraes e Meneses
(2003) e Machado Neto et al. (2004). O vigor de plantulas é sempre mais afetado do
gque a germinacdo, nesse osmotico, em varias espécies como feijao (Paula et al., 1994),
soja (Santos et al., 1996; Machado Neto et al., 2004) e pepino (Torres et al., 2000).
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FIGURA 1 - Germinagédo (A) e classificacdo de vigor (B) de sementes de feijao em

diferentes potenciais osmoticos obtidos através de solucdes de manitol,
cloreto de célcio, cloreto de magnésio e cloreto de sodio. Presidente
Prudente SP, 2007. Equacles obtidas pela analise de regressao: (A)
y(CaCly) = -113,49x* -82,52x +93,52 R°=0,8682**: y(Manitol) = 99(ns)
'y(MgCly)= -21,42x* -15,38x +98,54 R*=0,8550**; y(NaCl)= -104,36x> -
52,40x +98,11 R%=0,9796**; (B) y(CaCl,) = -82,14x*> -11,73x + 97,31
R?=0,9290**; y(Manitol) = -75,0x* -9,16x + 96,5 R?=0,9958**: y(MgCl,)= -
106,74x? -64,59x + 88,08 R?=0,789**: y(NaCl)= 23,8x* +123,23x + 105,48
R?=0,8941*

*ou ** desdobramento significativo pelo teste F, sendo * significativo com
5% e ** com 1% de significancia; R°= coeficiente de determinacédo de cada
equacao significativa
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FIGURA 2 - Massa seca da parte aérea (A) e da raiz (B) de feijdo em diferentes
potenciais osmoéticos obtidos através de solu¢cdes de manitol, cloreto de
calcio, cloreto de magnésio e cloreto de sédio. Presidente Prudente SP,
2007. (A) y(CaCly) = 1,7556x° + 3,6990x + 2,036 R*=0,9056**; y(Manitol)
= 1,21x% + 3,061x + 2,2125 R?=0,9925*; y(MgCl,)= 1,3736x” + 3,2693x +
2,2163 R?=0,9975**; y(NaCl)= 1,557x* + 3,671x + 2,23 R?=0,9966**; (B)
y(CaCl,) = -0,9628x* -0,4801x + 0,7033 R?=0,5562**; y(Manitol) =
0,2570x + 0,5469 R?=0,8910*; y(MgCl,)= 0,3252x + 0,5653 R*=0,8291**;
y(NaCl)= 0,4880x + 0,5476 R?>=0,9013**

*ou ** desdobramento significativo pelo teste F, sendo * significativo com
5% e ** com 1% de significancia; (ns) desdobramento nao significativo;
R%= coeficiente de determinacdo de cada equac&o significativa

As massas secas de parte aérea e de raiz das plantulas sofreram
interferéncia da diminuicdo de agua. Ambas reduziram-se na presenca dos osmoticos,
como em S& (1987), Braccini et al. (1996), Moraes e Menezes (2003), Machado Neto et
al. (2004), Costa et al. (2004) e Machado Neto et al. (2006). Em relacdo a parte aérea, a
solucéo de CaCl, no potencial de -0,3MPa, encontraram-se valores menores, quando
comparada aos outros osmaéticos e potenciais (Figura 2A), ocorrendo o contrario com a
massa de raiz no mesmo potencial (Figura 2B), fato relacionado com a concentragao de
mitoses nas células da raiz, as quais poderiam estar sendo estimuladas pelo calcio,
pois as outras solu¢cdes mostraram resultados analogos entre si (Figuras 2A e 2B).
Assim, ocorreu uma relacédo raiz/parte aérea maxima no osmotico CacCl,, enquanto 0s
demais apresentaram relacdo estdvel com o aumento da deficiéncia de agua (Figura
3B). O maior crescimento da raiz em detrimento da parte aérea foi observado
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principalmente no potencial -0,3MPa na presenca de célcio. Este ion (Ca?") pode
promover a modulacéo de processos celulares por meio de proteinas (calmodulinas), as
quais por sua vez regulam uma cascata de eventos relacionados com as respostas das
plantas a estresse bibtico e abibdtico (YANG; POOVAIAH, 2002), o que poderia ter
potencializado a tendéncia de crescimento das raizes observada neste trabalho, nos
maiores potenciais (-0,3 a -0,9MPa, menor restricdo de agua).

Ocorreu reducdo na massa seca total (Figura 3A), da mesma forma que
para Moraes e Meneses (2003). A solucdo contendo NaCl apresentou ponto de minima
calculado de -1,34MPa, enquanto que o manitol, o CaCl, e o MgCl, tiveram pontos de
minima em potenciais menores (-1,54; -2,03 e -1,61MPa, respectivamente) fato este,
relacionado com a salinidade do NaCl (SANTOS et al., 1996, TORRES et al., 2000,
MACHADO NETO et al., 2006).
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FIGURA 3 - Massa seca total (A) e relacdo raiz/parte aérea (B) de feijao em diferentes
potenciais osmoticos obtidos através de solugdes de manitol, cloreto de
célcio, cloreto de magnésio e cloreto de sédio. Presidente Prudente SP,
2007. (A) y(CaCl,) = 0,7928x* + 3,2188x + 2,7394 R?=0,9968**; y(Manitol)
= 0,9932x% + 3,0523x + 2,7195 R?=0,9915**; y(MgCl,)= 0,9599x* + 3,098x
+ 2,7071 R2=0,9980**; y(NaCl)= 1,5498x* + 4,150x + 2,7840
R2=0,9870**; (B) y(CaCl,) = -3,4285x* - 3,3301x + 0,7429 R%=0,3788**;
y(Manitol) = 0,5224 (ns); y(MgCl,)= 0,5766 (ns); y(NaCl)=0,2517 (ns)

* ou ** desdobramento significativo pelo teste F, sendo * significativo com
5% e ** com 1% de significancia; (ns) desdobramento n&do significativo;
R?= coeficiente de determinacéio de cada equac&o significativa
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PadrBes de proteinas podem variar no numero de bandas apresentadas
em cada material ou espécie. Machado Neto et al. (2002) observaram diferentes
padrbes em espécies de Brachiaria variando de 12 bandas em Brachiaria jubata para 6
bandas em B. nigropedata. Amini et al. (2007) observaram que a mudanca no padrao
protéico de plantulas de tomate sob estresse salino in vitro foi de apenas 5 proteinas
pelo SDS-PAGE. Todavia, estes padrbes, bem como os presentes no atual trabalho,
foram revelados com Coomassie Blue R250, uma técnica que demonstra apenas
proteinas em microgramas, o que nao significa dizer que apenas estas proteinas estao
presentes na amostra (ALFENAS, 1998).

O bandeamento variou de acordo com 0s osmaéticos, mas foi praticamente
estavel com a diminuicdo do potencial hidrico. Bandas de proteinas com peso molecular
de 120, 100, 70, 50, 20, 15 e 11kDa, extraidas de hipocoétilos com seis dias, foram
encontradas no potencial OMPa (agua pura, Tabela 2) sendo o padrdo protéico de
plantulas n&do estressadas, neste trabalho.

Os tratamentos com manitol e MgCl, foram iguais nos perfis
eletroforéticos, apresentando 16 bandas, as mesmas presentes em plantulas controle
(120, 100, 70, 50, 20, 15 e 11kDa) mais as bandas diferenciadoras de 110, 90, 85, 65,
45, 40, 30, 25 e 18kDa (Tabela 2), com correspondéncia de similaridade no
comportamento de germinagcdo (Figura 1A), massa seca de parte aérea e de raiz
(Figura 2A e 2B), massa seca total (Figura 3A) e relacdo raiz/parte aérea (Figura 3B).
As proteinas entre 90 e 60 e abaixo de 30kDa parecem ter efeitos tanto de chaperonas
como de fungdes basilares nas células vivas (SCHMITZ et al., 1996; BOSTON et al.,
1996; KUMAR et al., 2004). A expressdao das proteinas diferenciadoras, algumas
descritas como chaperonas, podem ter refletido na melhor resposta fisioldgica
observada nestes osmoticos, em relacdo ao CaCl, e NaCl, como por exemplo, na
germinacdo (Figura 1A) e na massa total de plantulas (Figura 3A) no potencial mais
restritivo ao crescimento, -1,2MPa.

As proteinas de 70 e 50kDa foram expressas tanto em agua como em
condicdes de estresse. A proteina de 70kDa poderia ser a HSP70 ou a BiP, que
funcionaria como chaperona em condi¢des desfavoraveis (KUMAr et al., 2004; KANG et
al.,2005).
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Houve a deteccdo de uma banda de 250kDa no tratamento com CaCly,
que foi exclusiva dos menores potenciais (-0,9 e -1,2MPa). A banda de 150kDa foi
encontrada nos tratamentos contendo CaCl, e NaCl (Tabela 2). Bandas de alto peso
molecular (HMW — HSP) estdo presentes em diversas espécies quando ocorrem
estresses (PAREEK et al., 1995; PARK et al., 1996; PRANDL et al., 1998; RISTIC et al.,
1998; JOE et al., 2000).

Nas plantulas expostas ao NaCl, nao foram encontradas as banda de 110,
30 e 20 kDa e nos tratamentos com CaCl, foram suprimidas as bandas de 120, 85, 45 e
40kDa. Para ambos os osmaticos foram suprimidas as bandas de 100, 90, 65, 25, 18,
15 e 11 kDa (Tabela 2).

Como respostas ao estresse, independentemente do osmaotico, houve a
expressado de 11 bandas sendo elas 250, 150, 110, 90, 85, 65, 45, 40, 30, 25 e 18kDa e
a supresséao de trés bandas do metabolismo normal, em comum, para o CaCl, e o NaCl
(100, 15 e 11kDa), uma exclusiva para CaCl, (120kDa) e outra para o NaCl (20kDa).

Neste trabalho a presenca de NaCl inibiu a expresséao das bandas de 110,
100, 90, 65 e abaixo de 30kDa, algumas de estresse e outras de metabolismo normal
(100, 20 15 e 11kDa) e que poderiam estar relacionadas ao desempenho inferior das
sementes em todos os tratamentos contendo este osmatico (Figuras 1, 2 e 3) .

As proteinas de 110 e 30kDa foram expressas em condi¢cdes de estresse
hidrico (manitol, MgCl, e CaCl,), mas ndo em estresse salino (NaCl) e agua, podendo
ser consideradas indicadoras de resposta ao estresse hidrico. Em Cucumis sativus a
expressdo de uma proteina de 33,5kDa foi relacionada a tolerancia das plantulas ao
estresse hidrico e ao frio enquanto a auséncia desta foi detectada apenas em plantulas
nao submetidas aos estresses (KANG et al., 2005). Em arroz, Pareek et al. (1995)
detectaram a presenca de uma proteina de 104kDa como resposta a diversos
estresses, entre estes a salinidade, o que néo se verificou neste trabalho. Em plantulas
de tomate, cultivado em meio de cultura por 24 dias, em potenciais variando ente -0,17
a -0,67MPa, cinco bandas protéicas foram encontradas, via SDS-PAGE, sendo 30, 62 e
75kDa em raiz e 38 e 46kDa em folhas, em resposta ao aumento de salinidade do meio
(AMINI et al., 2007). Neste trabalho foi detectada a expresséo de duas proteinas de 45
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e 40kDa ausentes nas plantulas controle e expressas tanto em condi¢des de salinidade
quanto estresse hidrico por manitol e MgCls.

A auséncia das proteinas de 100, 15 e 11kDa nas plantulas expostas a
CaCl, e NaCl, mas expressas em meio sem osmotico (agua pura), e em ambiente
contendo manitol ou MgCl,, poderia sugerir um efeito destas na menor resposta
fisiolégica observada nos tratamentos contendo CaCl, e NaCl (Tabela 2).

TABELA 2 - Perfil eletroforético de proteinas solUveis extraidas de hipocatilos de
plantulas de feijao com 6 dias obtidas nos tratamentos de simulacéo de
deficiéncia hidrica com os osmaticos manitol, CaCl,, MgCl, e NaCl nos
potenciais de 0; -0,3; -0,6; -0,9 e 1,2MPa.

P.M. = Peso molecular (kDa); M = Perfil eletroforético do marcador
molecular Sigma (Wide range — 205 a 6kDa); X = Indicacéo da presenca
da banda; N&o foi possivel extracdo de proteinas no potencial -1,2MPa do
osmatico NaCl devido auséncia de germinacao

PM. M _Agua Manitol CaCl, MeCl, NaCl
0 03 06 09 -12 03 06 09 12 03 06 09 -12 03 -06 09 -2

250 X X

150 X X X X X X X X
120 X X X X X X X X X X X X
110 X X X X X X X X X X X X

100 X X X X X X X X X X

90 X X X X X X X X

85 X X X X X X X X X X X
70 X X X X X X X X X X X X X X X X X
65 X X X X X X X X

50 X X X X X X X X X X X X X X X X X
45 X X X X X X X X X X X
40 X X X X X X X X X X X
30 X X X X X X X X X X X X X

25 X X X X X X X X X

20 X X X X X X X X X X X X X

18 X X X X X X X X

15 X X X X X X X X X X

11 X X X X X X X X X




31

6 CONCLUSAO

A simulacao de deficiéncia hidrica, em laboratério, por meio dos osmoticos
(manitol, CaCl,;, MgCl, e NaCl), permite a constatagcdo dos efeitos do estresse, em
plantulas de feijoeiro, pelo decréscimo dos parametros observados, sendo que 0s
tratamentos a base de NaCl foram os mais drasticos.

De acordo com o osmoético empregado, obtiveram-se expressdes de
proteinas diferentes, tanto de alto e quanto de baixo peso molecular. As bandas de 70 e
50kDa foram sintetizadas em todos o0s osmaéticos empregados nesse trabalho,
sugerindo serem proteinas de funcdo celular basica, presentes tanto em estresse
hidrico como em condi¢cdo normal.

A expressdo de determinadas bandas € osmotico dependente, mas
independente da concentracdo do mesmo. As proteinas de 110 e 30kDa sé&o indicativas

de estresse hidrico, mas ndo do salino.
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