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RESUMO EXECUTIVO

A espécie Isoetes cangae foi recentemente descrita e € restrita a uma populacdo em um lago
natural permanente da Serra Sul de Carajas. Segundo os critérios adotados pela IUCN
(International Union for Conservation of Nature), esta espécie pode ser classificada como
criticamente ameacgada. Estratégias de conservagdo estdo sendo desenvolvidas para evitar a
perda da espécie, incluindo a conservacdo ex situ. No presente estudo, foram analisados os
perfis quantitativos de proteinas de I. cangae cultivadas em trés substratos alternativos
(Jiffy®-7, Jiffy®-7&canga e Aqua soil) e no substrato de ocorréncia natural da espécie (Lake
Sediments), a fim de entender o perfil de expressdao dos produtos génicos em diferentes
condi¢des ambientais, bem como analisar qual destes substratos seria 0 mais adequado para
cultivo em comparacdo ao substrato natural. As plantas foram propagadas no laboratorio de
cultivo de plantas do ITV e cultivadas em condi¢des controladas durante 10 meses. Uma
amostra composta, contendo parte aérea e raizes de duas plantas por tratamento, foi coletada e
o proteoma foi analisado em triplicata. No total foram identificadas 638 proteinas. Um total
de 103 proteinas apresentou acumulo diferencial nos tratamentos em relagdo ao controle. O
substrato Aqua Soil foi onde as plantas apresentaram o perfil de proteinas mais proximo ao
observado no substrato controle. Proteinas envolvidas no metabolismo fotossintético foram
menos acumuladas em plantas cultivadas nos trés tratamentos alternativos o que pode estar
relacionado a queda de desempenho destas plantas nestes substratos. Este estudo demonstrou
que proteinas como a-manosidase, ATPases, bem como aquelas relacionadas a respostas a
estresses estresse oxidativo, chaperoninas, heatshocks estdo diretamente relacionadas a
resposta a estresses abidtico. Além disso, proteinas envolvidas na manutencdo da fotossintese
e metabolismo de lipidios também tem sua producdo alterada de acordo com as condicGes de
cultivo. Sobretudo, este experimento demonstra que o monitoramento dessas proteinas por
espectrometria de massas é viavel e pode contribuir para monitorar o desempenho de Isoetes

cangae em condi¢des naturais ou cultivos ex-situ.

Palavras-chave: Estresse em planta. Protebmica. Metabolismo de plantas.
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1 INTRODUCAO

O género Isoetes apresenta mais de 200 espécies conhecidas e amplamente
distribuidas (Troia et al., 2016). Espécies de Isoetes sdo tipicas de habitats aquéaticos ou
semiaquaticos, embora existam espécies terrestres e, mesmo apresentando ampla diversidade
e distribuicdo, estas plantas exibem aspectos morfol6gicos uniformes e sdo pouco variaveis do
ponto de vista molecular (Larsen & Rydin, 2016). As espécies de Isoetes sdo plantas
pequenas, perenes e possuem taxas lentas de crescimento, muitas vezes colonizam ambientes
com condicOes nutricionalmente desfavoraveis (Caldeira et al., 2019).

A espécie Isoetes cangae é encontrada exclusivamente submersa no lago natural
permanente Amendoim, sobre o ecossistema de campo rupestre de crosta de ferro na regido da
Serra Sul de Carajas, sul do Para (Pereira et al., 2016; Sahoo et al., 2016). A espécie foi
encontrada em localidade situada em area de exploracdo mineral de ferro e, portanto, foi
classificada com base nos critérios da IUCN como criticamente ameagada (Pereira et al.,
2016). Devido a potencial deterioragdo de seus habitats e as alterages do ciclo hidrico e
climatoldgico na bacia hidrografica de Rio Itacailinas (onde esta inserida a Serra dos Carajas)
(Souza-Filho et al., 2016), os esfor¢os de conservacdo sdo necessarios antes do possivel
declinio populacional de I. cangae.

Apos a descricdo da espécie, o Instituto Tecnoldgico Vale tem desenvolvido estudos
com a finalidade de dar suporte as estratégias de conservacdo de . cangae. Estes estudos
envolvem desde a propagacdo e cultivo da espécie ex situ, até a viabilizacdo do
plantio/transferéncia de I. cangae para areas além do lago Amendoim.

O avanco de técnicas da biologia molecular originou varias tecnologias que séo
utilizadas para produzir bancos de dados e informacdes sobre componentes e mecanismos
celulares de diversos organismos. Dentre estas tecnologias, a protedmica tem sido
amplamente utilizada para identificacdo e analise de perfis proteicos de organismos sob
diferentes condicdes. A sintese e acumulo diferencial de proteinas € resultado da expressdo
génica, cuja adaptacdo e dinamica é influenciada por perturbacGes externas ou internas,
definindo o estado funcional da célula e determinando seus fenotipos (Aebersold & Mann,
2016). Assim, a identificacdo dos produtos génicos pode se relacionar a respostas de plantas
acometidas por estresses bidticos ou abioticos em diferentes condigdes ambientais (Kosova et
al., 2011; Ji et al., 2018 e Mazzeo et al., 2018).

A analise do acumulo diferencial de proteinas deve contribuir para o entendimento da

maquinaria molecular envolvida na adaptacdo e sobrevivéncia de I. cangae em diferentes



ambientes. Adicionalmente proteinas envolvidas na resposta a estresse podem ser Uteis para o

monitoramento do desempenho da planta em cultivos ex-situ.

2 OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL:

Analisar o proteoma diferencial de I. cangae em trés substratos alternativos em

comparagdo com o substrato natural.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Obter o proteoma de I. cangae em diferentes condigdes de cultivo

- Identificar alteracbes no proteoma relacionadas a adaptacdo e respostas a estresse em |I.

cangae.

- Indicar uma lista de proteinas Gteis para 0 monitoramento de cultivos ex-situ de I. cangae.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL VEGETAL

As plantas foram cultivadas em quatro substratos, sendo:
® Lake sediments: sedimentos do lago do Amendoim onde I. cangae ocorre naturalmente
(controle)
e Jiffy-7®: substrato rico em organicos com pastilhas Jiffy-7®
o Jiffy-7®&canga: uma mistura de fragmentos de rocha ricos em ferro conhecidos como
substratos de canga, mais pellets Jiffy-7®
® Agual soil: substrato padrdo de aquéario (Aqua Soil Amazonia)
Os substratos foram dispostos em aquarios de 9 dm?® (25x12x30 cm, LxLxH) (Figura
1). O primeiro tratamento foi composto por 0,5 dm? de sedimentos de lago dispostos sobre 0,5
dm3 de substratos de canga; o segundo recebeu duas pastilhas Jiffy-7® distribuidas
homogeneamente e cobertas por 0,8 dm® de areia de quartzito esterilizada; o terceiro foi
composto por uma mistura de duas pastilhas Jiffy-7® com 0,5 dm® de substrato de canga,
cobertas por 0,8 dm3 de areia de quartzito esterilizada; o quarto era de 0,5 dm® de substrato

Aqua Soil coberto por 0,5 dm® de areia esterilizada de quartzito. Apds a disposicdo do
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substrato no fundo, 7 dm3 de &gua destilada foram adicionados a cada aquario. Os
tratamentos foram compostos por 20 esporos, dispostos a 5x5 cm um do outro em dois
aquéarios (10 plantas cada). Todos os esporos foram plantados simultaneamente com uma
Unica folha, com um comprimento total aproximado de 1 cm (comprimento da folha e da
raiz). As plantas foram entdo transferidas para condi¢cdes ambientais controladas (Fitotron
SGC 120, Weiss Technik, Reino Unido) com um fotoperiodo de 12:12 h, densidade de fluxo
fotossintético de 60 umol m-2 s-1 e regime de temperatura dia: noite de 28:22 ° C . Um filme
plastico fino e transparente foi usado para cobrir todos os recipientes de vidro para reduzir a
perda de dgua. Uma pequena abertura (orificio) permitia a troca de gases com o ambiente

circundante.

Figura 1 - Plantas da espécie |. cangae cultivadas em quatro tratamentos em laboratdrio. O tratamento
Lake sediments corresponde ao ambiente natural da espécie. Os tratamentos jiffy®-7, Jiffy®-7&canga e Aqua

Soil sdo substratos alternativos de composic¢des distintas.
o BRSSO _‘ L T _- I

Lake sediments Jiffy-7® & canga | Aqua Soil

iFonfe: elaborado | péTo autor, (2019).
3.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINAS
As amostras de raizes e folhas de duas plantas cultivadas em cada tratamento foram
homogeneizadas para compor uma amostra composta, com o objetivo de eliminar o efeito do
genotipo. As proteinas foram isoladas de acordo com protocolo proposto por Wang (2006),
onde os grupos de raizes e folhas de cada condi¢do foram maceradas em nitrogénio liquido até
atingirem a consisténcia de um po6 fino. Em cada amostra foram adicionados 10 mL de
tampao contendo sacarose (1,5 M), Tris-HCL (1 M, pH 8), SDS (dodecilsulfato de sodio,
10%), PMSF (fluoreto de metilfenilsulfonil, 2700 mM), PVPP (polivinilpolipirrolidona) e H20O,
com a adigdo de 100 pL de inibidor de proteases (Protease Inhibitor cocktail - P8340 Sigma-
Aldrich) e 500 pL de B-mercaptoetanol. As amostras foram mantidas por 10 minutos em
temperatura ambiente até serem sonicadas por aproximadamente cinco repeticdes de 30
segundos. Em seguida os extratos foram divididos em dez microtubos cada, adicionando-se
700 uL de fenol por microtubo.
As amostras foram vortexadas por 15 segundos e centrifugadas por oito minutos a
14.000 rpm, para separacdo da fase fendlica, que foi transferida, sendo as amostras novamente
7



centrifugadas a 14.000 rpm por oito minutos para eliminar qualquer residuo da fase aquosa ou
de SDS. Foram adicionados 1300 pL. de acetato de amdnia em metanol para a precipitacao
das proteinas por aproximadamente 24 horas a -80 °C. Uma nova centrifugac&o foi realizada a
14.000 rpm por oito minutos, sendo posteriormente descartado o sobrenadante. O precipitado
foi transferido para um novo microtubo e lavado por quatro vezes com acetona 80 %. Uma
ultima limpeza foi realizada com etanol 70 % e o precipitado foi seco a temperatura ambiente
em concentrador a vicuo por aproximadamente sete minutos. Os extratos foram solubilizados
em 200 pL de tampdo de uréia (7 molL™) e tiouréia (2 mol.L™Y). As quantificagbes de
proteinas foram realizadas no fluorimetro Qubit 2.0 (Invitrogen).

3.3 DIGESTAO DE PROTEINAS

A digestdo de proteinas foi realizada utilizando 50 pg de proteina de cada amostra,
sendo completadas com ureia 8 M para um volume final de 150 pL cada. O preparo para a
digestdo foi realizado primeiramente com a reducdo de proteinas com ditiotreitol (DTT, 5
mM), incubando-as por 25 minutos a 56 C°, seguida pela alquilagdo com iodoacetamida
(1IAA, 14 mM) por 30 minutos em temperatura ambiente. A remocdo de 1AA residual foi
realizada adicionando novamente DTT (5 mM), com incubacdo de 15 minutos em
temperatura ambiente. As amostras foram diluidas em 1:5 de bicarbonato de aménio (50
mM), seguida pela adicdo de CaCl (1 mM). O tratamento foi realizado com tripsina (20
ng/ul) por 16 horas a 37 °C. Posteriormente foi adicionado acido trifluoacético (TFA) na

concentracdo final de 0,4 % do volume das amostras para interromper a rea¢do enzimatica.

3.4 DESSALINIZACAO DAS AMOSTRAS

Para a dessalinizacdo das amostras foram utilizadas colunas Sep-Pak C18 de 50 mg de
fase sdlida e 1 mL de capacidade. As colunas foram ativadas com 3 mL de acetonitrila (ACN,
100 %), em seguida equilibrada com 1 mL de ACN 50 % contendo 0,1 % de &cido formico, e
3 mL de é&cido trifluoacético 0,1 %. As colunas foram carregadas com as amostras
individualmente e lavadas com 3 mL de &cido trifluoacético 0,1 %, sendo equilibradas com 1
mL de acido formico 0,1 %. A eluicdo foi realizada em 2 mL e 1 mL de ACN 50 % e 80 %,
respectivamente, contendo 0,1 % de &cido férmico. Por fim as amostras foram secas em

concentrador a vacuo e ressuspendidas em 50 pL. de formiato de amonio (10 mM).



3.5 2D-UPLC-MSE

Foi utilizado o cromatografo Nano Acquity UPLC (Waters), configurado para um
fracionamento em duas dimensdes. Para a primeira dimensdo foi utilizada uma coluna
analitica de 5 um XBridge™ BEH130 C18 (300 um x 50 mm) em um fluxo de 2 pL por
minuto. A segunda dimenséo foi montada com uma coluna trap C18, 5 um (180 wm x 20 mm)
e uma coluna analitica 1.7 pum BEH130™ C18 1.8 pm (100 pm x 100 mm) em um fluxo de
400 nL.min-1. As amostras foram separadas em 5 fragfes a partir de um gradiente de 10.8,
14.0, 16.7, 20.4 e 65.0 % de acetonitrila.

O cromatografo foi acoplado diretamente a um espectrdmetro de massas ESI-Q-ToF
Synapt G2S (Waters) configurado para operar em modo positivo, e fragmentacdo continua
(MSF) com a energia de colisdo oscilando entre 5 a 40 eV. Foram adquiridos espectros de
massas dentro da faixa de 50 a 1200 Da, com scan de 0,5 segundos e um intervalo entre scans
de 0,1 segundos. A largura do pico e resolucdo dos espectros de massas foram configurados
no modo automatico. O peptideo [Glu-1]-fibrinopeptideo, de massa 785.4827 Da e cargas +2,

foi utilizado como referéncia e lido a cada 30 segundos.

3.6 BIOINFORMATICA

Os dados brutos foram processados com o programa Proteinlynx Global Server
(PLGS) 3.0.2, utilizando as base de dados de Uniprot trembl, Uniprot Swissprot
(www.uniprot.org) Rnaseq local e licopodiopsida, sendo esta ultima obtida no site do NCBI
(National Center for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A
identificacdo das proteinas foi aceita apenas se a probabilidade de identificacdo dos peptideos
fosse maior que 90%e as proteinas com 95 %. A validacdo dos resultados e quantificacao
relativa foram realizadas no Scaffold 4 (Proteome Software). Neste mesmo programa foi
aplicado o modelo ANOVA p <0.05. O heatmap e os dendrogramas foram obtidos pelo
programa online Heatmapper (http://wwwz2.heatmapper.ca/expression/). O método de

medicdo de distancia utilizado foi a correlacdo de Pearson.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PERFIL PROTEICO

Foram identificadas 638 proteinas. Dessas, 103 apresentaram acumulo diferencial com
valores significativos (p<0.05) entre as plantas cultivadas nos quatro substratos. Na figura 2 é
apresentado o agrupamento hierdrquico por niveis de similaridade entre os substratos com
base nos proteomas de plantas cultivadas em cada tratamento. Pode ser observado que plantas
cultivadas no substrato Aqua Soil apresentaram um perfil de proteinas mais proximo as
plantas cultivadas no subrato natural, Lake sediments. No entanto, apesar de plantas
cultivadas nestes dois substratos apresentarem diversas proteinas em comum, a maioria dessas
proteinas apresentou acumulo diferencial entre as duas condiges. Plantas dos substratos
Jiffy®-7 e Jiffy®-7&canga, respectivamente, apresentaram menores similaridades as do

natural.

Figura 2 - Agrupamento hierarquico por niveis de similaridade entre os quatro tratamentos. O substrato
Aqua Soil apresentou maior similaridade ao natural, Lake sediments.

Lake sedimenls.2 ]-l
Lake sediments.1 I
Lake sedimenls.3

Aqua Soil.3
Aqua Soil.2 J |
I

Aqua Soil.1
Jiffy-7.3
Jifty-7.2
Jifty-7 1

Jiffy-7&Canga.2
Jiffy-7&Canga.1 } |
Jiffy-7&Canga.3

0.0 0.2 0.4

Fonte: elaborado pelo autor, (2019).

Um heatmap foi produzido a partir de informac@es quantitativas de 103 proteinas cque
diferiram entre os tratamentos e apresentaram significancia estatistica no teste de ANOVA (p
< 0.05) (Figura 3). Um dendrograma de similaridade entre as proteinas evidenciou a presenca
de quatro grupos protéicos, de acordo com o padrdo de expressdo apresentado (maior ou

menor quantidade de proteinas identificadas em relacdo ao controle).
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Figura 3 - Agrupamento hierarquico de proteinas diferencialmente acumuladas em 1. cangae. O heatmap
foi produzido com 103 proteinas diferencialmente acumuladas (ANOVA p<0.05), dividas em quatro grupos de
acordo com as tendéncias de acimulos das proteinas. Foram utilizadas trés replicatas analiticas para cada
tratamento. As cores vermelha e azul representam os maiores e menores valores de intensidade,

respectivamente.
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4.2 FOTOSSINTESE

Das cinco proteinas relacionadas a fotossintese identificadas neste estudo, quatro
foram menos acumuladas nos substratos alternativos em relagdo ao controle (Lake
Sediments), tal como observado no grupo | da figura 3. Trés delas séo proteinas que se ligam
a Clorofilas a-b (Chl a-b). A proteina Photosystem 1l CP47 reaction center foi identificada
somente no controle. J& a proteina Photosystem |l stability/assembly factor HCF136,
chloroplastic foi mais acumulada em Jiffy®-7&canga, sendo identificada também em Jiffy®-
7 com menor acumulo (Figura 3, grupo V).

A diminuicdo da sintese destas proteinas nos tratamentos analisados pode estar
relacionada com uma diminuicdo na fotossintese (Kalteh et al., 2014; Taibi et al., 2016) e
contetdo de clorofila a/b. Estes resultados podem estar relacionados com deficiéncias em
plantas cultivadas nos substratos alternativos, podendo evidenciar a dificuldade na
manutencdo do metabolismo energético, ocasionando danos a processos biossintéticos e

alteracdes fisiologicas nessas plantas.

4.3 DA RESPOSTA AO ESTRESSE AO DESENVOLVIMENTO E REGENERACAO DOS
TECIDOS

Proteinas relacionadas com respostas a estresses foram mais acumuladas em plantas
cultivadas nos trés tratamentos compostos por substratos alternativos ao natural (Figura 3).
Dentre as proteinas, destacam-se as presencas de diversas heat shock e chaperoninas,
conhecidas por suas funcdes no dobramento de proteinas, estando envolvidas no controle e
sinalizacdo do ciclo celular e protecdo de células contra diversos estresses ambientais (Li &
Srivastava, 2004). Também foram identificadas as proteinas Peroxidase 53 (PER53),
Peroxidase P7 (PERP7) e Ascorbate peroxidase (APX), mais acumuladas em plantas dos
substratos Jiffy®-7&canga e Jiffy®-7, e Cysteine synthase, chloroplastic/chromoplastic, mais
acumulada somente em Jiffy®-7&canga.

A enzima L-gulonolactone oxidase 2 foi mais cumulada em plantas do substrato
Jiffy®-7&canga, como pode ser observado no grupo IV da figura 3. Esta proteina €
responsavel pela oxidacdo de L-gulono-1,4-lactona em acido ascérbico (AsA). O AsA que é
um importante antioxidante ndo enzimatico. Este é altamente abundante e hidrossoluvel, e
pode ser cofator de varias enzimas em processos fisiologicos essenciais, como a Ascorbate
peroxidase citada anteriormente. O AsA influencia positivamente na defesa de plantas contra

estresses ambientais (Anjum et al., 2014; Maruta et al., 2010).
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Diversos estresses ambientais podem induzir a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), causando danos a estruturas como membranas e a macromoléculas como
lipidios, proteinas e &cidos nucleicos. As proteinas relatadas acima atuam na mitigacdo de
ROS ao eliminarem o excesso destas moléculas e as mantendo em concentracdes celulares
normais para evitar danos oxidativos (Diaz-Vivancos et al., 2016). O maior acimulo destas
proteinas nas plantas cultivadas em substratos alternativos deve estar relacionada a adaptacao
ao meio abiotico e controle do estresse oxidativo ocasionado por condi¢Bes de estresse.

Os transportadores ABC constituem uma das maiores familias de proteinas. Em uma
célula vegetal, estas proteinas estdo localizadas na membrana da prépria célula e de suas
organelas, onde exercem diversas fungdes. Entre as diversas funcdes, transportadores de ABC
estdo envolvidos em etapas de processos de desintoxicacdo, sendo também um importante
transportador de fitorménios. Assim, elas estdo envolvidas em interacdo da planta com seu
ambiente, atuando, portanto, na resposta a estresses abiOticos e resisténcia a patdgenos
(Lefévre et al., 2018; An et al., 2019). No presente estudo, ABC transporter G family member
42 foram mais acumuladas em plantas de Jiffy®-7 e Jiffy®-7&canga (Figura 3, grupo 1V),
reforcando que plantas cultivadas nestas condi¢Ges podem estar sob maior influéncia de
estresses, sendo estes dois substratos 0s menos interessantes para o transplantio de I. cangae.

A proteina a-manosidase foi a Unica mais acumulada nos trés substratos alternativos
(Figura 3, grupo IIl, e Figura 4). Esta enzima estd envolvida na biossintese de
oligossacarideos ligados a nitrogénio e/ou o turnorver de N-glicanos no reticulo
endoplasmatico ou complexo de Golgi. (Uno et al., 2010). A a-manosidase € uma enzima da
familia hidrolase glicosidica, e enzimas desta familia atuam na construcdo, remodelacédo ou
renovacdo de componentes da parede celular, agindo na defesa contra estresses bioticos ou
abidticos (Minic et al., 2007). O acumulo aumentado desta a-manosidase em |I. cangae nos 3
substratos analisados deve estar associado a tentativa de sobrevivéncia das plantas nos
substratos testados, considerando o papel desta proteina na biossintese de parede celular e,

consequentemente, dos tecidos de plantas danificadas nestes ambientes.
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Figura 4 - Valores da “Probable a-mannosidase At5g13980” em I. cangae nos quatro substratos. O grafico
exibe o maior acimulo da proteina em todos os substratos alternativos (ANOVA p<0.05).
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Fonte: elaborado pelo autor, (2019).

4.4 METABOLISMO DE LIPIDIOS

Plantas cultivadas no substrato natural apresentaram maiores acimulos de proteinas
como Linoleate 9S-lipoxygenase 4 e Glyoxysomal fatty acid beta-oxidation multifunctional
protein MFP-a, envolvidas no metabolismo de &cidos graxos (Figura 3, grupo ).
Lipoxygenases (LOX) catalisam a conversdo de A&cidos graxos poliinsaturados em
hidroperdxidos que, por sua vez, sdo convertidos em oxilipinas. As oxilipinas sdo entao
metabolizadas enzimaticamente em traumatina, &cido jasmonico (JA) e metil jasmonato
(MeJA), envolvidos no desenvolvimento, fertilidade, germinagdo, senescéncia e respostas a
estresses bidticos e abioticos em plantas. Portanto, as oxilipinas desempenham papéis
substanciais durante todas as fases da vida vegetal (Hwang et al., 2010; Shaban et al., 2018).

A proteina multifuncional (MFP) atua em conjunto a um complexo de proteinas
envolvidas na B-oxidacdo de acidos graxos principalmente durante a germinacao das sementes
(Baker et al., 2006). Neste periodo de germina¢do os acidos graxos podem ser transportados
dos corpos lipidicos para os glioxissomos para serem metabolizados. Dessa foram pode ser
obtida energia para o desenvolvimento das plantulas. Durante o desenvolvimento da planta, 0s
glioxissomos podem ser transformados em peroxissomos, onde enzimas glioxossémicas sdo
degradadas e novas enzimas sdo sintetizadas. Essas enzimas irdo atuar na sintese de
metabolitos secundarios como o JA, que também ird atuar resposta a estresses em plantas

(Afitlhile et al., 2005; Su et al., 2019). Nesse contexto, 0 acumulo diminuido destas proteinas
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nos substratos alternativos deve condizer com o pior desempenho de I. cangae neste

tratamento.

4.5 TRANSPORTES DE IONS

Proteinas do tipo ATPases apresentaram maior acimulo no substrato Jiffy®-7
(Figura 3, grupo II). O alto acimulo dessas proteinas em plantas cultivadas neste substratos
esta provavelmente relacionado a estratégias de sobrevivéncia em ambientes aquéticos, pois
estas desempenham papeis essenciais no transporte de ions e nutrientes. As plantas aquaticas
desenvolveram diferentes estratégias para o aumento da captacdo do CO; dissolvido na agua,
visando o enriquecimento de tecidos e células fotossintéticas. Dentre estas estratégias estd o
aumento da atividade de ATPases da membrana plasmatica (Babourina & Rangel, 2010).
Essas proteinas estdo diretamente envolvidas na manutencao do equilibrio osmotico e
integridade da membrana. Quando atuam no vacuolo, geram um gradiente eletroquimico que
ativa transportadores secundarios envolvidos na captacdo de ions e metabdlitos (Baisakh et
al., 2012), estando, assim, envolvidas na sinalizacdo celular em resposta a estimulos (Elmore
& Coaker, 2011). Além de atuarem na manutencdo de processos celulares, estas proteinas
estdo relacionadas a respostas a estresses e defesa, onde sua atividade também é aumentada
(Gévaudant, et al., 2007; Beyenback & Wieczorek, 2006). Portanto, este resultado pode
evidenciar o desenvolvimento de estratégias pelas plantas para tolerar possiveis adversidades
as quais foram submetidas nestes substratos, o que torna esta enzima um alvo em potencial

para 0 monitoramento da atividade da planta neste seguimento de pesquisa.

4.6 PLANTAS CULTIVADAS NOS SUBSTRATOS JIFFY®-7&CANGA E JIFFY®-7
APRESENTARAM MENOR RENDIMENTO

Plantas cultivadas nos substratos Jiffy®-7&Canga e Jiffy®-7 apresentaram 0s piores
rendimentos, com reduzida quantidade de pigmentos, menor crescimento vegetativo e menos
estruturas reprodutivas (dados ndo apresentados). No entanto, ndo é possivel afirmar até o
momento a quais estresses especificos estdo relacionados os acumulos diferencias das
proteinas identificadas e destacadas neste estudo. Considerando os resultados obtidos, estas
proteinas podem futuramente integrar um grupo de proteinas a serem monitoradas em estudos

de conservacéo de I. cangae.
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5 CONCLUSAO

Monitorar o acumulo diferencial de proteinas como a-manosidase e ATPases, bem
como de proteinas relacionadas a respostas a estresses, como aquelas envolvidas na mitigacdo
de ROS, chaperoninas, heatshocks, ou envolvidas na manutencdo da fotossintese, deve
auxiliar na identificacdo de condicGes adversas a |. cangae em substratos ndo naturais da
espécie, visto que estas proteinas atuam em mecanismos fundamentais para a sobrevivéncia e
adaptacéo de plantas. Neste estudo, os perfis proteicos de plantas cultivadas em trés substratos
analisados mostraram acumulo diferencial de proteinas envolvidas em processos metab6licos
fundamentais a sobrevivéncia e adaptacdo de plantas, indicando possiveis prejuizos a estas
plantas. Assim, esta ferramenta de analise molecular deve contribuir para a identificacdo de

condi¢cdes mais favoraveis para o transplantio ex situ de Isoetes cangae.
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