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Aplicacdes da Protedmica
na Pesquisa Vegetal

Karem Guimaraes Xavier Meireles

Resumo

A Prote6mica surgiu como uma das vertentes da era pés-gendmica e vem
contribuindo significativamente para o entendimento global e integrado do
sistema biolégico. O estudo do proteoma envolve todo o conjunto de
proteinas expresso pelo genoma de uma célula, como também pode ser
direcionado somente aquelas que se expressam diferencialmente em
condicoes especificas. Protedmica dedica-se também ao conjunto de
isoformas de proteinas e modificacdes pds-traducionais, as interacoes
entre elas, bem como a descricao estrutural de moléculas e seus comple-
xos. Esta revisdo apresenta as principais tecnologias empregadas em
estudos protedmicos, e faz um levantamento de trabalhos recentes que
utilizaram abordagens protedmicas para a identificacao de genes e rotas
envolvidos na resposta da planta a estresses bidticos e abiéticos. Final-
mente, sdo discutidos aspectos do potencial do emprego da protedmica na
compreensao de questdes bioldgicas complexas e no melhoramento
genético de plantas na busca de genétipos superiores.

Termos para indexacdo: proteoma, gel 2D, espectrometria de massa,
estresse bidtico, estresse abidtico, genética vegetal.






Applications of Proteomics
in Plant Research

Abstract

Proteomics appeared as one of the sciences of the post-genomic era and
begins to contribute significantly for the global and integrated
understanding of biological systems. The study of proteome involves the
whole set of proteins expressed by the genome of a cell, or may be
directed to only that part which expresses differentially under specific
conditions. Proteomics also refers to the set of isoforms of proteins and
modifications post-translation, to the interactions between them, as well as
to the structural description of molecules and their complexes. This review
presents the main technologies used in proteomic studies, and surveys the
recent literature that used proteomics for the identification of genes and
pathways involved in the response of plants to biotic and abiotic stresses.
Finally, aspects of the potential use of proteomics for the understanding of
complex biological questions and for genetic improvement of plants aiming
at superior genotypes are discussed.

Index terms: proteome, 2D gel, mass spectrometry, biotic stress, abiotic
stress, plant genetics.
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Introducéo

O termo “proteoma” surgiu em 1994, para designar o conjunto de protei-
nas expresso pelo genoma de uma célula, em um determinado ambiente
(ANDERSEN; ANDERSEN, 1996; WILKINS et al., 1995). A protedmica
despontou como uma das vertentes da era pés-gendmica, como resultado
direto dos avancos conseguidos pelo seqlienciamento em larga escala de
acido desoxirribonucléico (DNA) (PANDEY; MANN, 2000). Percebeu-se que
o0 acUmulo de grande quantidade de seqiiéncias nos bancos de dados nao é
suficiente para elucidar a funcao biolégica. A existéncia de uma open
reading frame (ORF) nos dados genémicos nao implica, necessariamente, a
existéncia de um gene funcional, revelando a dificuldade de predizer genes
a partir de dados genémicos (DUNHAM et al., 1999; EISENBERG et al.,
2000). A confiabilidade das ORFs preditas é considerada baixa, especial-
mente para genes peguenos ou genes com pouca ou nenhuma homologia
com genes conhecidos (CASH, 1998), sendo importante a confirmacao de
um produto génico por meio da analise protedmica.

O objetivo maior das abordagens prote6micas é contribuir para o entendi-
mento global e integrado da biologia da célula, uma vez que muitas informa-
coes ndo podem ser obtidas apenas a partir do estudo dos genes. As
proteinas sdo os agentes definitivamente responsaveis pelos fenétipos das
células, e, em funcao disso, torna-se impossivel elucidar processos, como
mecanismos de doenca, envelhecimento e os efeitos do ambiente, somen-
te pelo estudo dos genes (GRAVES; HAYSTEAD, 2002). Com efeito, a
protedmica dedica-se ao estudo das propriedades das proteinas, seus
niveis de expressao, funcoes, modificacoes pds-traducionais, interacdes
entre proteinas e mecanismos regulatérios (BLACKSTOCK; WEIR, 1999).
A descricao do proteoma de uma célula ou tecido fornece ndo apenas um
catélogo do conjunto de proteinas que esta sendo expresso pelo genoma,
mas também dados de expressao celular sob condicdes especificas e a
localizacao dessas moléculas na célula (CASH, 1998).

Os estudos protedmicos estao muito avancados em determinadas areas
de pesquisa, como na medicina, para o estudo do cancer humano
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(WULFKUHLE et al., 2004) e para a identificacdo de biomarcadores
visando ao diagnéstico precoce de doencas (CHIGNARD; BERETTA, 2004).
Na industria farmacéutica, os objetivos sdo o desenvolvimento de novas
drogas e a caracterizacao de novos alvos farmacolégicos. Relativamente, a
protedmica de plantas encontra-se ainda em sua fase inicial, e seu potenci-
al de predicado esta longe de ser totalmente explorado pela pesquisa na
area vegetal. A protedmica estad gerando dados inéditos, bem como
validando, complementando e até corrigindo informacdes obtidas por
outras abordagens, contribuindo, assim, para um maior entendimento da
biologia das plantas.

Metodologias prote6micas

No passado, a proteémica estava normalmente associada a exposicao de
um grande nimero de proteinas de uma célula ou organismo em géis
bidimensionais. Nesse sentido, os primeiros estudos que podem ser
incluidos em proteémica datam dos anos de 1970, quando pesquisadores
iniciaram o mapeamento de proteinas de alguns organismos e construiram
os primeiros bancos de dados de proteinas (O “FARREL, 1975; KLOSE,
1975; SCHEELE, 1975).

Embora muitas delas pudessem ser isoladas e visualizadas em géis, elas
nao podiam ser identificadas, pois ndo havia uma tecnologia de
seqlienciamento suficientemente sensivel. Nesse sentido, o primeiro
método desenvolvido foi o seqlienciamento de Edman, que consiste na
leitura dos aminoacidos da extremidade N-terminal da proteina (EDMAN,
1949). Esse método foi e ainda é amplamente utilizado para identificar
proteinas, apds a transferéncia dessas para membranas de polyvinylidene
fluoride (PVDF) (AEBERSOLD et al., 1986). Entretanto, existe uma grande
limitacdo no emprego da quimica de Edman para o seqiienciamento de
proteinas — a leitura dos aminoacidos s6 pode ser efetuada se a extremida-
de N-terminal da proteina estiver livre. No entanto, estima-se que 50% a
70% das proteinas apresentam sua extremidade bloqueada, como resulta-
do de modificacdes sofridas durante sua purificacao (HENZEL et al., 1993).

13
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Atualmente, a protedmica envolve a andlise funcional dos produtos génicos
ou “genodmica funcional”, incluindo a identificacdo em larga escala, localiza-
cao e compartimentalizacao das proteinas, e estudos de redes de

interacao de proteinas (AEBERSOLD; MANN, 2003). A abertura a essas
linhas de pesquisa s6 foi possivel a partir do final dos anos de 1980, com o
desenvolvimento da espectrometria de massa de biomoléculas. Essa
tecnologia substituiu 0 método de degradacao de Edman, porque é muito
mais sensivel e é capaz de fragmentar peptideos em segundos, ao invés de
horas ou dias (WILM; MANN, 1996). Além disso, a espectrometria de
massa nao exige a purificacao prévia de proteinas ou peptideos por
cromatografia liquida nem apresenta problemas na identificacdo de protei-
nas com extremidades bloqueadas ou modificadas (STEEN; MANN, 2004).
Os grandes avancos trazidos pelo desenvolvimento dos métodos de
ionizacao branda, como a ionizacao por eletrospray (FENN et al., 1989) e a
ionizacao MALDI (KARAS; HILLENKAMP, 1988), foram determinantes no
estabelecimento da espectrometria de massa, ndo somente como uma
ferramenta atual para determinar a estrutura primaria das proteinas, mas
também como a tecnologia central no campo da proteémica.

Os espectrometros de massa sao constituidos, basicamente, de trés
elementos: a) uma fonte de ionizacado, que promove a ionizacdo dos
peptideos e transfere esses ions da solucao, onde se encontram, para a
fase gasosa; b) um ou mais analisadores de massa, os quais separam 0s
fons de acordo com suas massas e cargas; e ¢c) um detector, cuja funcao é
contabilizar e registrar todos os ions que chegam até ele (GRAVES;
HAYSTEAD, 2002).

Os espectrometros disponiveis no mercado sdo combinacdes das diversas
estratégias de fontes de ionizacao e analisadores de massa. Normalmente,
esses equipamentos oferecem dois tipos de anélise de proteinas - mass
fingerprinting e tandem mass spectrometry.

Na andlise mass fingerprinting, os valores de massa/carga dos peptideos
individuais de uma mistura sdo mensurados e convertidos em valores de
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massa que, dispostos em uma ordem determinada e Unica, correspondem
aos peptideos que compdem a proteina (BURLINGAME et al., 1998). A

Ill

“impressao digital” das massas determinadas pelo espectrémetro &,
entao, comparada as massas dos peptideos geradas pela digestao hipotéti-
ca de cada proteina do banco de dados, levando a identificacao da proteina
(BALDWIN, 2004). Essa abordagem permite identificar e caracterizar
proteinas em larga escala, tendo sido desenvolvida por Henzel et al. (1993)
e imediatamente difundida e utilizada mundialmente em laboratérios

(PORUBLEVA et al., 2001; KERIM et al., 2003; RENAUT et al., 2004).

A andlise tandem mass spectrometry permite obter a seqliéncia dos
aminoéacidos que constituem uma proteina, em dois passos: no primeiro,
todos os peptideos da amostra sdo separados pelos analisadores de
massa, gerando um espectro relacionando os valores de massa/carga x
intensidade dos ions, e, no segundo, apenas o ion de interesse é seleciona-
do e fragmentado por colisdo com um gas inerte, resultando em um novo
espectro, onde a diferenca entre dois ions adjacentes corresponde, em
massa, a um aminoéacido (AEBERSOLD; MANN, 2003). Tal abordagem foi
primeiramente utilizada por Shevchenko et al. (1996), para identificar
proteinas em Escherichia coli, e, desde entao, tem sido amplamente
empregada em estudos protedmicos de diferentes organismos.

Embora a eletroforese bidimensional e a espectrometria de massa perma-
necam como as tecnologias centrais da protedmica, novas metodologias,
desenvolvidas inicialmente em levedura e mamiferos, estdo comecando a
ser aplicadas em plantas para estudos especificos (MAOR et al., 2007;
MCDONALD et al., 2006; MANN, 2006). Entre as técnicas protedmicas
da chamada “segunda geracao”, as Difference Gel Electrophoresis (DIGE)
e Multi-dimensional Protein Identification Tecnology (MudPIT) sdao empre-
gadas na separacao de proteinas de uma mistura complexa, enquanto que
as Stable Isotopic Labeling using Amino Acids in Cell Culture (SILAC),
Isotope Coded Affinity Tag (ICAT) e Isobaric Tag for Relative and Absolute
Quantitation (iTRAQ) baseiam-se na marcacdo com isétopos para
quantificacdo de moléculas por espectrometria de massa.

15
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Protedmica de plantas

Enguanto a pesquisa protedmica encontra-se bastante desenvolvida em
humanos e microorganismos-modelo, como Escherichia coli e levedura
(FOSTER et al., 2006; GODOQY et al, 2006), o estudo dos proteomas de
plantas da seus primeiros passos. Uma busca realizada no ISI Web of
Knowledge revelou que no ano de 2007 foram registrados 227 artigos
sobre proteémica de plantas, ao passo que em 2006 foi publicado um total
de 154 documentos (JORRIN et al., 2007) na mesma area. Isto mostra
que, aos poucos, as tecnologias protedmicas vém conquistando espaco
nos laboratérios que trabalham com biologia de plantas, pois apresentam
grande potencial de serem exploradas nesse campo.

A maioria dos estudos vem sendo desenvolvida em Arabidopsis, arroz e
trigo. Oryza sativa (arroz) é considerada uma espécie-modelo para pesqui-
sas em genética e biologia molecular, pois os genomas de gramineas
compartilham um elevado grau de sintenia (DEVOS; GALE, 2000). O
mapeamento de proteinas de arroz e trigo alcancaram avancos significati-
vos por causa da disponibilizacao publica das seqliéncias de DNA genémico
e de Expressed sequence tag (ESTs) dessas espécies, facilitando a identifi-
cacao das moléculas por espectrometria de massa. Para as demais
espécies analisadas, ainda sem um numero razoavel de seqliéncias
gendmicas decifradas, a porcentagem de proteinas conhecidas é, via de
regra, muito inferior.

Os mapas de proteinas vém sendo gerados a partir da andlise protedmica
de diversos tecidos e 6rgaos das plantas, como folhas, raizes, sementes,
anteras e caules. Grandes esforcos também tém sido notados na caracte-
rizacdo dos proteomas de diversas organelas, especialmente cloroplastos
e mitocondrias (MARTINOIA et al., 2007; LUNN, 2007; MACHEREL et al.,
2007; RADHAMONY; THEG, 2006).

A protedmica de plantas vem assumindo um papel cada vez maior em
vérias frentes da pesquisa, agregando as metodologias convencionais
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informacodes inéditas e diferenciadas sobre a questao biolégica estudada,
que até entdo nao podiam ser acessadas.

Ruebelt et al. (2006a, 2006b, 2006c¢) investigaram alteracdes nos
proteomas de culturas geneticamente modificadas (GMs), demonstrando o
grande potencial da protedmica para avaliar a seguranca de alimentos e
forragens transgénicos. Atualmente, a anélise da seguranca alimentar de
uma cultura transgénica consiste na comparacao entre a cultura GM e a
original (nao-GM), por meio de avaliagGes das caracteristicas agrondmicas/
fenotipicas, estudos sobre o desempenho do alimento e determinacao dos
teores de micro e macronutrientes da cultura (CELLINI et al., 2004). A
incorporacao da andlise protedmica, como uma etapa importante da
avaliacdo da seguranca alimentar de transgénicos, permite a comparacao
de milhares de componentes da espécie analisada, sem a necessidade de
se conhecer previamente sua identidade, favorecendo a identificacao de
efeitos nao pretendidos resultantes da modificacao genética.

A identificacdo de proteinas alergénicas em espécies vegetais, importan-
tes para a alimentacao humana, é também um campo de atuacao importan-
te da protedmica (HERNDL et al., 2007; KITTA et al., 2006; PETERSEN et
al., 2006; KARLSSON et al., 2004). Nessa estratégia, proteinas totais da
planta sado solubilizadas em uréia e detergente de forca ndo-idnica, e
separadas por eletroforese bidimensional. Em seguida, as moléculas
reativas ao anticorpo sao detectadas por imunoblotting usando soro de
pacientes alérgicos. Finalmente, as proteinas alergénicas candidatas sao
facilmente identificadas por meio de degradacao sitio-especifica e
espectrometria de massa (AKAGAWA et al., 2007).

Outra area de muito interesse da protedmica vegetal refere-se a caracte-
rizacao de modificacOes pds-traducionais, essenciais para que as proteinas
cumpram seus papéis nos mais diversos eventos celulares. Estima-se que
ocorram cerca de 300 tipos de modificacdes pds-traducionais (PTMs)
distintas (SALEKDEH; KOMATSU, 2007), entretanto, os estudos em
plantas estdo ainda limitados a poucas PTMs (MAOR et al., 2007;
GHESQUIERE et al., 2006). Até o momento, a fosforilacao é a PTM mais
investigada (ROSSIGNOL, 2006; LAUGESEN et al., 2006; OLSEN et al.,
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2006), por ser responsavel pela regulacao das funcoes das proteinas,
incluindo localizacao subcelular, estabilidade, formacao de complexos e
atividade por meio de diferentes mecanismos (REINDERS; SICKMANN,
2005; TETLOW et al., 2004).

Diversos aspectos da biologia das plantas vém sendo investigados por
meio de abordagens proted6micas em genétipos selvagens, mutantes e
transgénicos, submetidos a diferentes condicdes de estresses ambientais,
como também em interacdo com patégenos e pragas, ou ainda, em respos-
ta a horménios e moléculas de sinalizacdo (CHEN et al., 2006; MICHE et
al., 2006). Nesta revisao, serdo enfatizados estudos proted6micos de
plantas sob estresses bidticos e abidticos.

Estresses abidticos

A maioria dos estudos protedmicos concentra-se na avaliacdo das respos-
tas de espécies vegetais, especialmente o arroz, ao estresse causado pelo
sal, calor, frio e seca, que sao os principais fatores limitantes ao cresci-
mento e desenvolvimento normal da planta. Outros estresses ambientais
simulados sobre plantas para a caracterizacdo protedmica incluem metais
pesados, toxicidade mineral e alagamento. Os trabalhos mais recentes
realizados nesse campo sdo apresentados na Tabela 1.

A estratégia utilizada em tais estudos consiste na anélise comparativa de
materiais genéticos contrastantes de uma mesma espécie para um deter-
minado fator abiético. Os proteomas de um gendtipo tolerante e de outro
suscetivel, submetidos as mesmas condicoes de estresse, sdo separados
por eletroforese bidimensional e contrastados por um programa de anélise
computacional, possibilitando, assim, identificar possiveis alteracoes
significativas nos niveis de proteinas contra um fundo de moléculas nao
responsivas ao estresse. Finalmente, as moléculas de interesse, ou seja,
aquelas que respondem ao estresse por meio de expressao diferenciada,
sao identificadas por espectrometria de massa.
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Folhas e raizes sao os tecidos vegetais mais utilizados para avaliar a
resposta da planta a um estresse ambiental. No entanto, o efeito do
estresse causado por um fator abiético na planta pode afetar diversos
tecidos ao mesmo tempo e envolver multiplas respostas, levando a um
controle genético complexo da tolerancia ao estresse (SALEKDEH;
KOMATSU, 2007). Em funcgao disso, tem se procurado realizar a anélise
do proteoma de plantas estressadas a partir de experimentos planejados
para acessar diferentes tecidos simultaneamente, incluindo caule, perfilho,

hipocétilo, entre outros.

Tabela 1. Estudos protedmicos sobre os efeitos de estresses abidticos em

plantas.

Trigo

Medicago truncatula

Cicer arietinum

Milho

Elymus elongatum

Xerophyta viscosa

Arroz

Arroz

Arroz

Trigo

Tecido
amostrado

semente

nédulos da raiz
matriz
extracelular
raiz

folha

raiz

bainha da
folha

folha

grao

grdo maduro

Abordagem
protedmica

2DE
MALDI-TOF-TOF

FPLC
LC-MS-MS
2DE
HPLC/Q-STAR
2DE

Q-TOF

2DE
LC-MS/MS

2DE
MALDI-TOF

2DE
sequlenciamento

2DE
MALDI-TOF-TOF

2DE
lon trap MS-MS

2DE
MALDI-TOF

121

377

134

229

58

54

12

73

43

Referéncia

Hajheidari et al., 2007

Larrainzar et al., 2007

Bhushan et al., 2007

Zhu et al., 2007

Gazanchian et al., 2007

Ingle et al., 2007

Ali e Komatsu, 2006

Lee et al., 2007(a)

Lin et al., 2005

Majoul et al., 2004

Continua...
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Tabela 1. Continuacao

Tecido Abordagem

o Referéncia
amostrado protedmica

Planta

Estresse por frio

Jatropha curcas folha 2DE 8 Liang et al., 2007
LC-MS/MS

Arroz folha 2DE 18 Lee et al., 20079(b)
MALDI-TOF
ESI-MS/MS

Arroz antera 2DE 37 Imin et al., 2006

micrésporo MALDI-TOF

Q-TOF

Arroz folha 2DE 96 Yan et al., 2006
MALDI-T OF-
TOF

Trigo (Triticum aestivum folha 2DE 74 Yildiz, 2007

e T. durum)

Arroz broto 2DE 24 Malakshah et al.,
MALDI-TOF- 2007
TOF

Arabidopsis thaliana raiz 2DE 215  Jiang et al., 2007
LC-MS/MS

Tomate folha SDS-PAGE 23 Amini et al., 2007

raiz 2DE

MALDI-TOF

Arroz folha 2DE 15 Zang e Komatsu,
MALDI-TOF 2007

Banana broto 2DE 17 Carpentier et al.,
seqlienciamento 2007

Estresse por alagamento

Tomate folha 2DE 52 Ahsan et al., 2007(a)
MALDI-TOF
ESI-MS/MS

Tomate raiz 2DE 35 Ahsan et al., 2007(b)
MALDI-TOF

Feijao folha 2DE 25 Torres et al., 2007

Milho seqlienciamento 12

Arroz folha 2DE 52 Agrawal et al., 2002

seqlienciamento

Continua...
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Tabela 1. Continuacao

Tecido Abordagem

o Referé ncia
amostrado protedmica

Estresse por toxicidade mineral

Aluminio

Arroz raiz 2DE 17 Yang et al., 2007(b)
seqlienciamento

Boro

Cevada folha Marcacao 138 Patterson et al.,
iTRAQ 2007
LC-MS/MS

Tomate folha 2DE 59 Hattrup et al., 2007
nanoflow HPLC-
tandem MS

Estresse por luz

Arroz folha 2DE 52 Yang et al., 2007(a)

MALDI-TOF
Estresse por metal pesado - cddmio

Arroz semente 2DE 27 Ahsan et al., 2007(c)
MALDI-TOF

Arroz raiz 2DE 30 Aina et al., 2007
MALDI-TOF

Lepidium sativum folha 2DE 42 Gianazza et al., 2007

semente MALDI-TOF

Q-TOF

Multiplos estresses

Seca e sal

Arabidopsis thaliana folha 2DE 34 Kim et al., 2007
MALDI-TOF

Uva broto 2DE 191 Vincent et al., 2007
MALDI-TOF-
TOF

Deficiéncia de P e toxicidade por Al

Arroz raiz 2DE Fukuda et al., 2007
TOF/MS 94
Edman 3

PR: nimero de proteinas envolvidas na resposta ao estresse; 2DE: técnica de eletroforese que separa
proteinas em duas dimensoes - por meio de seus pontos isoelétricos e pesos moleculares; SDS-PAGE:
técnica de eletroforese que separa proteinas somente por meio de seus pesos moleculares; ESI: ionizacao
por eletrospray; MALDI: ionizacdo/dessorcdo de matriz assistida por laser; LC: cromatografia liquida;
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iTRAQ: método de quantificacd@o de proteinas por meio de marcacéo radioativa; HPLC: cromatografia
liquida de alta performance; FPLC: tipo de cromatografia liquida que separa proteinas a partir de uma
mistura complexa; MS/MS: anélise por espectrometria de massa em seqiéncia; TOF: analisador das
massas dos peptideos; MALDI-TOF-TOF, Q-STAR, Q-TOF, jon trap: tipos de espectrometros de massa
que realizam as anédlises das amostras de proteinas.

Entretanto, um determinado tecido da planta pode responder mais direta-
mente a um estresse especifico e, por essa razao, sua amostragem deve
ser priorizada para a andlise protedmica. Por exemplo, entende-se que a
raiz é o tecido vegetal mais importante na percepcao e resposta ao
estresse hidrico. No entanto, dentre os trabalhos realizados com plantas
sob seca e alagamento (Tabela 1), apenas alguns analisaram os mecanis-
mos de tolerancia ao estresse nas raizes. E necessario concentrar esfor-
cos na etapa de planejamento dos experimentos, com vistas a explorar ao
maximo as respostas da planta aum fator ambiental por meio de seus
proteomas.

Estresses bioticos

As doencas de plantas sao estresses de origem bidtica, causados por
patégenos como fungos, bactérias, nematédides e virus. Mesmo com o
conhecimento avancado sobre patégenos de espécies de importancia
econdmica cultivadas no mundo, bem como seus métodos de controle,
perdas significativas no campo sao registradas em funcao da ocorréncia
de doencas. Os prejuizos as culturas na América do Sul, causados por
patégenos, chegam a 46%, enquanto aqueles causados por insetos
totalizam 30% (CRAMER, 1967 citado por BERGAMIN FILHO et al., 1995,
p. 15).

Ainda nao hé informacoes detalhadas sobre como se estabelece, na
celular, a interacao entre culturas agronémicas e florestais e seus princi-
pais patdgenos e pragas.

Um estudo sobre as proteinas de Oryza sativa, que respondem ao estresse
causado pelo virus da mancha-amarela do arroz (RYMV), foi realizado por
Ventelon-Debout et al. (2004). Os proteomas de células em suspensao de
uma cultivar parcialmente resistente e outra suscetivel foram analisados
apds uma hora, 2, 5 e 7 dias da inoculagao com o virus, assim como os
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complementos protéicos de células nao infectadas. Os autores verificaram
que as proteinas de arroz reguladas pela rota de resposta ao estresse
foram ativadas pelo RYMV em ambas as cultivares, e estdo envolvidas no
metabolismo, traducao e defesa da planta.

Uma abordagem protedmica foi utilizada para investigar o mecanismo
molecular da interacdo entre Triticum aestivum e Fusarium graminearum
(ZHOU et al., 2006). Espiguetas de uma cultivar de trigo sensivel a F.
graminearum foram inoculadas com esporos do fungo. Cerca de 1.380
spots de proteinas foram separados em géis 2D, dos quais 41 se mostra-
ram diferencialmente expressos por causa da infeccao pelo patégeno. A
andlise por espectrometria de massa revelou que essas proteinas desem-
penham papéis em diversos processos bioldgicos, incluindo transducao de
sinais, transporte de elétrons, fotossintese e metabolismo. Além disso,
foram identificadas oito proteinas do fungo, cujas provaveis funcoes estao
relacionadas a aquisicao de carbono do trigo por meio da rota da glicélise,
em uma interacao compativel entre o trigo e o patégeno. Em relacao a
localizacao subcelular das proteinas envolvidas na resposta da planta ao
fungo, o estudo revelou que o cloroplasto é uma das organelas mais
afetadas pela infeccao por F. graminearum.

Sharma et al. (2007) avaliaram os efeitos da infeccao causada por Alter-
naria brassicae no proteoma das folhas de duas linhagens de Brassica
napus. Plantas de linhagens tolerante e suscetivel a A. brassicae
infectadas e sadias (controle) foram analisadas as 12, 24, 48 e 72 horas
apds a inoculacdo. A analise do proteoma da linhagem tolerante revelou
que 48 spots de proteinas apresentaram alteracées em sua expressao ao
longo do processo de infeccdo, com maior nimero de spots responsivos
detectados as 48 horas apds inoculacao. No caso da linhagem suscetivel a
A. brassicae, 23 spots mostraram alteracoes em resposta ao patégeno,
sendo a maioria das proteinas envolvidas na resposta ao fungo também
observada no periodo de 48 horas apds a infeccao. Essas moléculas sao
enzimas que atuam na geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), na
detoxificacao, e nas respostas ao fitohorménio auxina. Os autores encon-
traram, na linhagem tolerante inoculada com o patégeno, uma proteina
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similar a nucleoside diphosphate kinase (NDPK) de Arabidopsis thaliana em
niveis aumentados, juntamente com niveis elevados de enzimas
detoxificantes de ROS, sugerindo que a sinalizacao mediada por ROS
envolvendo NPDK pode exercer um papel importante na tolerancia de B.
napus a A. brassicae.

Chen et al. (2007) compararam os proteomas do endosperma de Zea
mays, de cinco gendtipos resistentes e outros cinco suscetiveis a
Aspergillus flavus, um fungo patogénico que produz substancias téxicas a
homens e animais ao ingerirem alimentos contaminados. Utilizando técni-
cas protedmicas, os autores identificaram dez proteinas de milho associa-
das a resisténcia ao fungo. Dentre elas, o gene que codifica a stress-
related peroxiredoxin antioxidant (PER1) foi clonado e superexpresso em
Escherichia coli. Foi demonstrado que a atividade da PER1 é expressiva-
mente superior no gendtipo resistente, como também significativamente
induzida ao longo da infeccado por A. flavus, sugerindo que essa proteina
tem um importante papel no aumento da resisténcia ao estresse.

Recentemente, a Embrapa Gado de Corte integrou a pesquisa em
protedmica vegetal ao programa de melhoramento genético de gramineas
forrageiras. No Brasil, as gramineas forrageiras do género Brachiaria sp.
ocupam extensas areas de cultivo e se caracterizam como a principal
fonte de alimento do rebanho bovino. O principal estresse biético enfrenta-
do pelas cultivares de Brachiaria sao as cigarrinhas-das-pastagens, insetos
sugadores de seiva, cuja alimentacao pode determinar danos severos e até
mesmo a necrose da parte aérea da planta, comprometendo a producéo e
a qualidade da pastagem (VALERIO, 1989). Apesar do impacto econdémico
causado pelas cigarrinhas-das-pastagens sobre regides onde a atividade
principal é a bovinocultura de corte, estudos entomoldgicos sao restritos
ao conhecimento da bioecologia do inseto e dos danos causados
(VALERIO, 1989; VALERIO; NAKANO, 1992; PIRES et al., 1993).

Ainda nao ha informacdes sobre 0 mecanismo molecular das interagoes
entre as gramineas forrageiras tropicais e sua principal praga. Em funcao
disso, encontra-se em andamento na Embrapa Gado de Corte, um estudo
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protedmico que tem como objetivo investigar em materiais genéticos de B.
brizantha, resistente e suscetivel a cigarrinha-das-pastagens Notozulia
entreriana, proteinas envolvidas na resposta da planta ao estresse.

Integracdo da protedmica ao
melhoramento genético

O objetivo maior do melhoramento genético de plantas é descobrir e testar
novos acessos de germoplasma, desenvolver novas cultivares e varieda-
des de culturas economicamente importantes, com vistas a garantir o
suprimento de alimento nas préximas décadas. Lindskog (2005) estima
que a populacao mundial sera de 8 bilhdes de pessoas dentro de vinte
anos, sendo necessario produzir o dobro de alimentos para alimenta-la.
Além disso, é preciso considerar as alteracdes climaticas que ja estao
ocorrendo no planeta, com tendéncia de agravamento nos proximos anos,
o que leva a necessidade premente de desenvolver materiais genéticos
adaptados ao frio, calor ou a seca.

Com efeito, o uso do melhoramento genético para selecionar gendtipos
adaptados a fatores ambientais é uma estratégia importante e viavel,
desde que ndo seja uma acao isolada, pois, de acordo com Salekdeh e
Komatsu (2007), o melhoramento genético para estresses ambientais
pode ser um processo lento e ineficiente considerando-se a variabilidade do
estresse, em termos de seu tempo de duracao durante o ciclo de cresci-
mento da planta, e a alta sensibilidade dos fendtipos as diversas condicoes
ambientais, como tipo, textura e quimica do solo, sendo dificil integrar as
correlacdes gendtipo-ambiente em um mesmo experimento.

Da mesma forma, estudos sobre uma questao biolégica de uma determina-
da cultura, desenvolvidos por meio de tecnologias 6micas e dissociados de
um programa de melhoramento estabelecido para essa cultura, implicam
resultados ineficazes e sem aplicacao pratica na selecao de problemas
concretos.
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Pesquisas sobre os efeitos dos mais diferentes tipos de estresse realiza-
das em plantas-modelo e culturas agronémicas importantes, como arroz e
milho, sdo vislumbradas com grande aplicabilidade em programas de
melhoramento de tolerancia a algum estresse. Salekdeh e Komatsu (2007)
discutem amplamente como a protedmica pode ser integrada com sucesso
ao melhoramento genético tradicional de culturas de importancia econdémica.

O objetivo de se compararem genétipos contrastantes para um determina-
do tipo de estresse € identificar as proteinas que respondem ao estresse
por meio de alteracdes em seus niveis de expressao. A identificagcao
dessas moléculas e suas respectivas funcoes permitira direcionar o
trabalho, que devera ter continuidade somente com aquelas que desempe-
nham papéis relacionados com a caracteristica de tolerancia ao estresse.

Para tanto, é essencial cruzar os dados protedmicos com informacoes
também levantadas pela genémica, transcritdbmica e metabolémica (Fig. 1),
a fim de verificar a correlacao das proteinas candidatas com a caracteristi-
ca desejada. A etapa seguinte visa a avaliar essas proteinas (genes)
quanto a sua segregacao para a caracteristica de interesse ou loco de
carater quantitativo (QTL), ou seja, determinar o quanto cada uma delas
contribui para a caracteristica de tolerancia. Finalmente, os genes selecio-
nados poderao ser integrados no melhoramento assistido por marcadores
(MAS) ou em programas de transformacao genética.

O emprego da selecao MAS em programas de melhoramento tem se
revelado uma técnica eficiente para aumentar a tolerancia ao estresse.
Apresenta como vantagem a possibilidade de ser aplicada de duas a trés
vezes ao ano, mesmo na auséncia do estresse. O mapeamento de QTLs
para tal caracteristica é realizado em populacdes segregantes, e baseia-se
na genotipagem da progénie derivada de um cruzamento entre materiais
distintos para um determinado tipo de estresse. Os valores fenotipicos
para o carater de interesse sdo comparados com os gendtipos marcadores
moleculares da progénie, em busca de regides genémicas especificas que
mostrem associacoes estatisticamente significativas com a variacao da
caracteristica, chamada de QTL (SLATE, 2005).
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Fig. 1. Integracdo dos dados gerados pelas tecnologias 6micas ao melhoramento
tradicional, visando ao desenvolvimento de novos materiais genéticos (SALEKDEH;
KOMATSU, 2007).

Da mesma forma, a utilizacao da abordagem protedmica para avaliar
respostas da planta ao estresse deve ser priorizada em linhagens
parentais suscetivel e tolerante ao estresse, das quais populacdes de
mapeamento ja tenham sido preparadas (SALEKDEH; KOMATSU, 2007).
Em plantas, o uso de populacdes “imortais” de mapeamento consistindo de
gendtipos homozigotos é vantajoso, pois permite replicacoes e andlises
sucessivas da mesma populacao. Tais populacoes podem ser obtidas mais
comumente por autofecundacdes sucessivas, como linhagens
recombinantes melhoradas (RILs), por repetidos retrocruzamentos como
linhagens quase isogénicas (NILs), ou ainda, por duplicagcao cromossomal
induzida, tais como os duplos hapléides (DHs) (KEURENTJES et al., 2007).

Biologia de sistemas

A andlise global da expressao do gene, da funcao da proteina e dos perfis
metabdlitos tem revelado novas propriedades dos sistemas biolégicos
(IDEKER et al., 2001). A combinacao desses dados em uma rede totalmen-
te integrada propiciard o amplo conhecimento das vias metabdlicas e
regulatérias desses sistemas (Fig. 1).
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O conceito da abordagem “biologia de sistemas” esté relacionado ao
estudo das interacoes entre os dados de fisiologia, genémica, protedmica e
metabolémica, permitindo, assim, a construcao de um modelo que repre-
sente e simule a fisiologia de todo o sistema e que explique a forma e a
funcao dos organismos vivos (GUTIERREZ et al., 2005). O objetivo princi-
pal dessa abordagem é obter uma visao holistica de um organismo vivo, de
tal maneira que as respostas dos elementos desse sistema a qualquer tipo
de estresse possam ser precisamente preditas (ROSSIGNOL et al., 2006).

Os dados resultantes dos efeitos das alteracdes ambientais sobre as
plantas, coletados pela “biologia de sistemas”, sdo integrados e concilia-
dos com modelos anteriores, possibilitando a descricao do sistema estuda-
do. De acordo com Salekdeh e Komatsu (2007), as discrepancias entre os
dados observados e o modelo (dados esperados) sao utilizadas para definir
novos experimentos, considerando novos estresses, tratamentos, tecidos
e materiais genéticos, que serdo analisados por meio de mensuracoes
sistematicas. Dessa maneira, o processo deve ser continuamente
reavaliado, até que o modelo e os dados observados sejam muito proxi-
mos. A informacao derivada da abordagem “biologia de sistemas” podera
ser aplicada ao melhoramento genético por meio de MAS ou por transfor-
macao genética para aumentar a tolerancia ao estresse.
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