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RESUMO 

 

 

 

O arroz está entre os cultivos de maior importância, tanto no ponto de vista de consumo, quanto de 

geração de renda. O Brasil possui um papel de destaque na produção mundial de arroz, sendo o nono 

maior produtor mundial. Dentre as pragas que infestam a cultura de arroz, destaca-se o ácaro fitófago 

Schizotetranychus oryzae. Recentemente, este ácaro foi observado em lavouras de arroz do RS 

causando danos visíveis nas folhas e podendo acarretar danos econômicos. Para que isso não ocorra, 

as plantas precisam criar tolerância a esse estresse, o que está relacionado com a expressão 

coordenada de respostas de defesas após a infestação. Este trabalho teve como objetivo identificar 

proteínas diferencialmente expressas (PDE’s) em folhas de arroz após infestação do ácaro fitófago S. 

oryzae. Plantas de arroz foram crescidas em casas de vegetação e infestadas com os ácaros. As 

amostras foram submetidas à extração de proteínas e analisadas através da técnica de MudPIT 

(Multidimensional Protein Identification Technology). Foram identificadas 925 PDE’s. Aumentando a 

estringência, foram selecionadas 109 proteínas com no mínimo 10 contagens espectrais. Foi visto que 

o aparato fotossintético é drasticamente afetado pela presença do ácaro, principalmente o fotossistema 

II. Outras proteínas diferencialmente expressas evidenciam que as plantas de arroz alteram diversas 

rotas metabólicas, tentando resistir à infestação dos ácaros, como resposta a estresse oxidativo, 

síntese de ácido jasmônico, metabolismo de aminoácidos, carboidratos e lipídios, modificação e 

degradação proteica e fosfatases, o que leva à modulação de várias respostas celulares. O 

entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na interação do ácaro com a planta, através de 

técnicas de análise de expressão em nível proteico, pode contribuir para acelerar os processos de 

melhoramento da espécie cultivada. Nossos dados revelam várias proteínas promissoras para 

inúmeras abordagens biotecnológicas que buscam, futuramente, a tolerância do arroz ao ácaro S. 

oryzae e também a outros herbívoros. 

Palavras-chave: Proteínas, estresse biótico, expressão diferencial, fotossistema II. 
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ABSTRACT 

 

 

 

Rice is one of the most important crops on both the point of view of consumption, as income 

generation. Brazil has a leading role in world production of rice, being the ninth largest 

producer world. Among the pests that infest rice culture, highlights the phytophagous mite 

Schizotetranychus oryzae. Recently, this mite was observed in the RS rice fields causing 

visible damage to the leaves and economic damage. To avoid this, plants need to create 

tolerance to stress, which is related to the coordinated expression of defense responses after 

infestation. This study aimed to identify differentially expressed proteins (DEP's) in rice leaves 

after infestation of phytophagous mite S. oryzae. Rice plants were grown in greenhouses and 

infested with mites. Samples were subjected to protein extraction and analyzed by MudPIT 

technique (Multidimensional Protein Identification Technology). We identified 925 DEP's. 

Increasing the stringency, we identified 109 proteins with at least 10 spectral counts. It was 

seen that photosynthetic apparatus is dramatically affected by the mite presence, especially 

photosystem II. Other DEP´s demonstrate that rice plants modify several metabolic pathways, 

trying to resist to the mite infestation, including response to oxidative stress, jasmonic acid 

synthesis, amino acid, lipid and carbohydrate metabolisms, protein degradation and 

modification, and phosphatases, which lead to modulation of various cellular responses. 

Understanding the molecular mechanisms involved in the interaction between rice plants and 

mite by expression analysis in protein levels can contribute to accelerate the improvement 

process of crop species. Our data revealed several promising proteins for numerous 

biotechnological approaches that seek the rice tolerance to the mite S. oryzae and also to 

other herbivores. 

 

Keywords: Proteins, biotic stress, differential expression, photosystem II. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

O arroz (Oryza sativa L.) é uma das culturas mais importantes, sendo a 

principal fonte de carboidratos para a metade da população mundial (DUAN; SUN, 

2005). De acordo com a FAO (2013), o arroz pode fornecer 20% da energia e 15% da 

proteína diária necessária para um adulto, em uma porção de 100g. No cenário 

mundial, o Brasil é o maior produtor de arroz fora do continente asiático. Nos estados 

do sul do Brasil (RS, SC e PR) está localizada a principal região produtora de arroz, 

correspondendo a 75% do total de 13,5 milhões de toneladas produzidos no país 

(EMBRAPA, 2013). O Rio Grande do Sul (RS) é o maior produtor nacional, sendo 

responsável por mais de 65% do arroz colhido no país. A média do rendimento de 

grãos de arroz irrigado no estado do RS é de aproximadamente 7,5 t/ha, bem acima 

da média brasileira, que é de 4,5 t/ha. Este cenário demonstra claramente o papel de 

destaque exercido pelo arroz produzido no RS para a agricultura brasileira 

(EMBRAPA, 2013). 

A evolução positiva da produtividade de arroz no Rio Grande do Sul atribui-se 

ao desenvolvimento e recomendação de novos cultivares, que atendem às exigências 

de mercado e apresentam alta  produtividade, boa qualidade de grão, estabilidade de 

produção e, principalmente, melhor adaptação aos estresses bióticos e abióticos 

(EMBRAPA, 2013). Para atender as exigências do mercado, o melhoramento 

genético enfrenta hoje o desafio de produzir cultivares para sistemas de produção 

sustentáveis e de conservação dos recursos naturais. Para cumprir esta meta, é 

necessário o desenvolvimento de culturas adaptadas aos diversos ambientes de 

cultivo e que minimize sua vulnerabilidade aos principais fatores bióticos.  
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Um fator biótico relevante nas lavouras de arroz no estado do Rio Grande do 

Sul é a presença do ácaro fitófago Schizotetranychus oryzae Rossi de Simons, 

verificado em grande número populacional nas lavouras de arroz do cultivar IRGA 424 

no munícipio de Cachoeirinha e Taquari, causando danos visíveis nas folhas (FERLA 

et al., 2013). Até o presente momento, não é possível estimar o dano econômico 

causado pela infestação desse ácaro nas lavouras. Porém, já se tem conhecimento 

que, ao alimentar-se, o ácaro introduz o estilete nas células, provocando lesões, 

inibindo o seu crescimento e destruindo suas estruturas fotossintéticas e órgãos de 

armazenamento, prejudicando assim a formação do grão (SCHMIDT, 2014). O 

metabolismo primário das plantas infestadas é perturbado, alterando especificamente 

o metabolismo de aminoácidos e carboidratos, bem como o potencial hídrico das suas 

células. O transporte de nutrientes também pode ser interrompido para dificultar o 

acesso do fitófago (NACHAPPA et al., 2013). Nesse contexto, vários genes têm sua 

expressão modulada, podendo reduzir o efeito do estresse e levando a um 

reajustamento celular, o que pode resultar em resistência da planta ao estresse 

(RAMANJULU; BARTELS, 2002; MAHAJAN; TUTEJA, 2006).  

As plantas estão continuamente expostas ao ataque de patógenos e insetos. 

Porém, tendo em vista a inexistência de resposta imune mediada por anticorpos, as 

plantas desenvolveram, durante o processo de evolução, mecanismos diferenciados 

de defesa que, quando acionados, traduzem essa percepção em uma resposta 

adequada e de forma adaptativa (PIETERSE et al., 2005; SHEWRY; LUCAS, 1997; 

WIT, 2007). A resistência da planta a um determinado patógeno é definida, sob o 

aspecto genético funcional, como sendo a capacidade da planta em atrasar ou evitar 

a entrada ou a subsequente atividade de um patógeno em seus tecidos (NOJOSA et 

al., 2005; ATHAYDE SOBRINHO et al., 2005). Assim, a proteômica é uma ferramenta 

importante, pois auxilia na identificação de proteínas relacionadas com a defesa em 

resposta a estresses bióticos e abióticos em arroz (AGRAWAL et al., 2011; KIM et al., 

2014). Estudos proteômicos têm refinado o conhecimento da interação planta-

patógenoem diversos níveis: molecular, bioquímico e fisiológico (RAMPITSCH et 

al.,2012; VANDERSCHUREN et al.,2013). 

As informações disponíveis na literatura sobre as mudanças causadas por 

ácaros fitófagos nas plantas hospedeiras são escassos e normalmente limitados aos 

efeitos visuais da infestação, enquanto que as modificações moleculares, bioquímicas 
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e fisiológicas são muitas vezes negligenciadas. Com base nesse cenário, escrevemos 

um artigo de revisão (Anexo 1), publicado no periódico International Journal of 

Acarology, onde discutimos os principais danos causados pelo ácaro em plantas e 

suas estratégias de defesa. 

O presente trabalho visa o entendimento dos mecanismos moleculares 

envolvidos na interação do ácaro fitófago S. oryzae com plantas de arroz, 

caracterizando as proteínas diferencialmente expressas (PDE’s) nas folhas de arroz 

em decorrência da infestação do ácaro. 

 

1.1 Problema 

 

Quais proteínas estão envolvidas na resposta das plantas de arroz à infestação do 

ácaro fitófago S. oryzae?  

 

1.2 Hipótese 

 

Plantas de arroz respondem à infestação dos ácaros modulando a expressão de 

diversas proteínas. 

 

1.3 Objetivos 

1.3.1 Objetivo geral 

Identificar proteínas envolvidas na resposta de plantas de arroz à infestação do 

ácaro Schizotetranychus oryzae. 

 

1.3.2 Objetivos Específicos 

 

 - Obter plantas de arroz do cultivar IRGA424 infestadas pelo ácaro 

Schizotetranychus oryzae. 
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 - Extrair proteína e RNA das folhas de planta de arroz não infestadas (controle) 

e infestadas pelo ácaro. 

 - Identificar proteínas diferencialmente expressas (PDE’s) através da técnica de 

MudPIT e Shotgun Proteomics. 

- Correlacionar os níveis de expressão de RNA e proteína através de PCR em 

Tempo Real (RT-qPCR). 

- Verificar a capacidade fotossintética das plantas. 

 

1.4 Justificativa 

 

Este trabalho é o primeiro estudo de identificação de proteínas de arroz na 

interação com um ácaro fitófago. Ácaros dessa família (Tetranychidae) já foram 

relatados em arroz em várias partes do mundo, causando graves danos econômicos 

(KARMAKAR, 2008). É de fundamental importância compreender esses mecanismos 

de interação, pois um dos grandes obstáculos para a estabilidade da produção 

nacional de arroz reside na susceptibilidade dos cultivares existentes a estresses 

bióticos.  

A identificação e caracterização das proteínas identificadas e a comprovação 

do envolvimento delas na interação ácaro-planta contribuirão para o esclarecimento 

dos mecanismos moleculares, determinando seus padrões de expressão em resposta 

aos estresses. Assim, a incorporação de novas ferramentas de genômica funcional 

pode permitir o desenvolvimento de cultivares com maior produtividade. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

 

2.1 O Arroz 

 

O arroz (Oryza sativa L.) está entre os cereais mais consumidos e cultivados 

no mundo, sendo utilizado tanto para consumo humano como para ração animal 

(FAO, 2013).  O arroz é uma cultura de destaque mundial, sendo cultivada em todos 

os continentes, exceto na Antártida. Assim, posiciona-se entre os cultivos de maior 

importância, tanto no ponto de vista de consumo, quanto de geração de renda 

(AGRIANUAL, 2008). Nos próximos anos, o setor arrozeiro mundial enfrentará uma 

grande demanda, pois se estima que no ano de 2020 a população mundial seja de 8,3 

bilhões de habitantes, dos quais 50% serão consumidores de arroz. Para atender a 

esta demanda, a produção mundial de arroz deverá aumentar cerca de 70% 

(SANINT, 2006).  

O Brasil destaca-se na produção mundial como sendo o nono maior produtor e 

o principal produtor de arroz fora do continente asiático (FAO, 2013). Atualmente, o 

Rio Grande do Sul é considerado estabilizador da safra nacional, sendo o estado com 

maior produção. Na safra 2012/13, foram cultivados no Rio Grande do Sul 1,0 milhão 

de hectares de arroz irrigado, com produção aproximada de 8 milhões de toneladas 

(IRGA, 2013), representando mais de 65 % da produção brasileira (CONAB, 2014). 

Nesse cenário, percebe-se claramente o papel de destaque da produção de arroz no 

estado do Rio Grande do Sul, conforme representado na Figura 1. 
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Figura 1. Mapa da produção de arroz no Brasil, safra 2012/13.  

Fonte: Conab/IBGE 

 

O aumento na produção e a maior participação do arroz gaúcho no mercado 

internacional ocorrem devido ao desenvolvimento de cultivares melhor adaptadas aos 

diversos ambientes (MENEZES et al., 2012). O Rio Grande do Sul é o estado que 

melhor desempenha essa função, conforme o Quadro 1, onde é possível constatar 

uma maior produtividade por hectare, atingindo em 2014 a maior média de produção 

já registrada (7,46 t/ha) (CONAB, 2014). 
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Quadro 1. Quadro comparativo de área, produtividade e produção de arroz, nos 
estados produtores de arroz no Brasil, conforme levantamento feito pela Conab no 
mês de dezembro de 2014.  
Fonte: Conab.  
 
 
2.2 Incidência de ácaros na cultura de arroz: danos visuais e perdas na 

produção 

 

Os ácaros pertencem ao Filo Arachnida (que inclui as aranhas, escorpiões, 

pseudo-escorpiões e afins), e ao Subfilo Chelicerata. Constituem um grupo de 

pequenos invertebrados que podem ser encontrados praticamente em todo o planeta. 

O total de espécies conhecidas destes organismos, hoje, é estimado em 50.000 

(IBSP, 2013). Como acontece em diversos grupos de organismos, entre os ácaros 

também são encontradas diversas formas de vida. Quanto à sua alimentação, podem 

ser fitófagos, saprófagos, coprófagos, necrófagos, parasitos ou predadores (PEROTTI 
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et al., 2009). O efeito da alimentação dos fitófagos sobre as plantas são severos em 

curto e longo prazo. As estimativas para as perdas potenciais causadas por pragas 

nas lavouras estão em torno de 25% em nível mundial (OERKE, 2006). Os fitófagos 

causam estresse, inibem o desenvolvimento das plantas, destruindo suas estruturas 

fotossintetizantes e órgãos de reserva (RAVEN et al. 1996, SCHMIDT, 2014). Logo 

após a infestação, o metabolismo primário da planta infestada é perturbado, 

especificamente alterando o metabolismo de aminoácidos e carboidratos, bem como 

alterando o potencial hídrico das suas células. O transporte de nutrientes pode 

também ser interrompido para impedir o acesso do fitófago, o que nem sempre é 

eficaz (NACHAPPA et al. 2013). O que se sabe é que muitos dos predadores 

alimentam-se de ácaros que danificam as plantas, desempenhando importante função 

no equilíbrio ecológico. Por outro lado, vários ácaros são pragas (causam dano 

econômico), sendo responsáveis por muitos danos às plantas cultivadas em todo o 

mundo (IBSP, 2013). Espécies de ácaros que parasitam as culturas de arroz, 

juntamente com os sintomas visuais associados, estão resumidos na Figura 2. 
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Figura 2. Infestação dos ácaros fitófagos Steneotarsonemus furcatus, 
Steneotarsonemus spinki, Schizotetranychus. oryzae e Oligonychus oryzae em 
plantas de arroz e seus sintomas. Fonte: Modificado de BUFFON et. al, 2014. 
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Nas culturas de arroz no Brasil, os ácaros fitófagos das famílias Tarsonemidae 

e Tetranychidae já foram relatados. Entre os ácaros Tarsonemidae destaca-se o 

ácaro Steneotarsonemus furcatus (De Leon), encontrado no estado do Mato Grosso 

do Sul, provocando manchas nas folhas e problemas na formação dos grãos, o que 

impede o desenvolvimento das panículas e resulta em grãos vazios (NAVIA et al., 

2006 ). Em uma plantação do genótipo Primavera, foram observadas reduções de 30 

a 50% no rendimento devido à presença desse ácaro (MORAES; FLECHTMANN, 

2008).  

Outro ácaro da família Tarsonemidae é a espécie Steneotarsonemus spinki 

Smiley, que não foi relatada até o momento no Brasil, mas que é capaz de provocar 

danos econômicos significativos à cultura de arroz na China e Taiwan desde 1970. Na 

década seguinte (anos 80), foi considerada uma praga nas culturas de arroz em toda 

a Ásia Tropical (KARMAKAR, 2008). Em 1990, S. spinki foi relatado na América 

Latina, sendo identificado em algumas culturas de arroz da República Dominicana e 

Cuba (FERLA et al., 2013), também sendo encontrado  nos EUA em 2007 (HUMMEL 

et al., 2009). Foram relatadas reduções drásticas na produção (de até 90%). Este 

ácaro provoca deformidades nas panículas das plantas infestadas e na superfície do 

grão, adquirindo uma cor marrom ou preta. A superfície interna da bainha da folha e 

as cascas dos grãos atacados também se tornam castanhas (CHO et al. 1999).  

 Da família Tetranychidae é relatado o ácaro Oligonychus oryzae Hirst, que é 

considerado uma das principais pragas que infestam plantações de arroz na Índia e 

outros países asiáticos, sendo responsável por perdas consideráveis e redução na 

produção de arroz (RADHAKRISHNAN; RAMARAJU, 2009). Mudas de arroz tornam-

se pálidas e atrofiadas, e as folhas demonstram uma textura frágil (NIAZI; SINGH, 

2001). Três espécies de Tetranychidae são relatadas no Brasil na cultura do arroz: 

Aponychus schultzi (Blanchard), Oligonychus grypus Baker & Pritchard e 

Schizotetranychus oryzae Rossi de Simons.  

S. oryzae foi descrito em Corrientes (Argentina) e Rio Grande do Sul (Brasil) 

(FLECHTMANN, 1985), e também foi relatado nos estados de São Paulo (ROSSETO 

et al., 1971), Rio de Janeiro e Espírito Santo (BARCELLOS et al. 1979). As plantas 

atacadas por S. oryzae apresentam sintomas visuais que se assemelham à 

deficiência de nitrogênio, com pequenas áreas branco-amareladas, que podem ser 
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visíveis na face adaxial da folha, semelhantes a infecções virais. Estas áreas 

correspondem a pequenas colônias de ácaros, normalmente na face abaxial da folha. 

Os ácaros estão protegidos pela fina teia que tecem e que, com o passar do tempo, 

coalescem, formando listras brancas ao longo das nervuras (BARCELLOS et al., 

1979). Folhas infestadas apresentam áreas cloróticas nas superfícies abaxial e 

adaxial. De acordo com Ferla et al. (2013), S. oryzae é o ácaro fitófago mais 

representativo na cultura do arroz no Estado do Rio Grande do Sul. 

 

2.3 Alterações moleculares e fisiológicas causadas por ácaros fitófagos 

 

Poucos estudos têm sido relatados a respeito dos mecanismos de defesa de 

plantas de arroz contra artrópodes. A maioria dos estudos é realizada em 

dicotiledôneas (principalmente tomate - Solanum lycopersicum L.) (BALMER et al., 

2013). As alterações moleculares e fisiológicas, bem como os mecanismos de defesa 

promovidos pela infestação de ácaros fitófagos, são mostrados na Figura 3. Esta 

figura não é baseada na cultura do arroz, mas certamente a maioria dos processos 

descritos aqui é semelhante, com base no pressuposto de que as plantas contam com 

mecanismos de defesa conservados para se defenderem da infestação de pragas 

(WU et al., 2014).  
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Figura 3- Mudanças fisiológicas e moleculares em plantas infestadas com ácaros 

fitófagos e estratégias de defesa utilizadas pelas plantas.  

Fonte: BUFFON et. al, 2014. 
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As respostas das plantas contra os artrópodes são geralmente desencadeadas 

por receptores que reconhecem elicitores associados aos herbívoros e conjugados de 

ácidos graxos-aminoácidos, que são os principais componentes da secreção oral de 

insetos herbívoros (GILARDONI et al., 2010). Estas moléculas são essenciais para a 

resposta específica da planta contra o herbívoro (HALITSCHKE et al., 2003). Em 

resposta à infestação de artrópodes, o ácido linoleico é liberado a partir de lipídios de 

membrana e, continuadamente, convertido em ácido jasmônico, que causa a ativação 

transcricional de genes que levam a um aumento na produção de compostos 

relacionados à defesa (HEIL; BOSTOCK, 2002). Além disso, a infestação pode 

reduzir os níveis de proteínas solúveis, bem como a concentração de açúcares, o que 

resulta em parada no crescimento da planta (PETANOVIC; KIELKIEWICZ, 2010).  

Espécies reativas de oxigênio (ERO’s) estão presentes em todas as células 

animais e vegetais. São geradas como subproduto de reações metabólicas aeróbias 

em várias organelas celulares, tais como mitocôndrias, cloroplastos, peroxissomos e 

membranas celulares (SCHMITT et al., 2014). A produção de ERO’s, que é 

aumentada pela infestação de ácaros, pode afetar a produção de biomassa vegetal. O 

estresse oxidativo também pode afetar a eficácia fotossintética, devido a restrições 

estomáticas, assim como danificar a membrana celular, aumentar a taxa de 

degradação de proteínas e de DNA e, consequentemente, levar à morte da célula. 

Algumas proteínas do aparato fotossintético podem ser inativadas pelo estresse 

oxidativo, acarretando a dissipação de luz sob a forma de calor, comprometendo 

assim a produção de energia (SCHMITT et al., 2014). Segundo Fadini et al. (2004), os 

ácaros fitófagos danificam as células do mesófilo foliar e estimulam o fechamento dos 

estômatos, causando uma diminuição na taxa fotossintética em plantas altamente 

infestadas.  

As estratégias de defesa utilizadas pelas plantas contra diferentes artrópodes 

podem ser químicas ou físicas (ZHANG et al., 2013). A primeira defesa química é a 

síntese de metabolitos tóxicos para os herbívoros, e em seguida, as proteínas que, 

em longo prazo, criam defesas físicas, como um aumento na densidade de tricomas 

(WORRAL et al., 2012). A expressão de lectinas (proteínas anti-insetos produzidas 

pelas plantas, capazes de afetar negativamente o crescimento populacional da praga) 

é alterada após o ataque de herbívoros (MICHIELS et al., 2010). As defesas químicas 

incluem ainda a síntese de metabólitos secundários que atenuam a sua 
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digestibilidade para uma ampla gama de potenciais consumidores (STRAUSS; 

ZANGERL, 2002). A defesa física inclui rigidez dos tecidos e a presença de ceras, 

espinhos e tricomas, que diminuem o acesso dos fitófagos aos tecidos vegetais, além 

de interferir na alimentação (VET, 1999).  

As defesas das plantas podem apresentar outras duas classificações: 

constitutiva, que está sempre presente, independente se há ou não invasores; ou 

induzida, que ocorre somente depois que a planta foi atacada, sendo específica para 

os fitófagos que estão infestando a mesma (FADINI et al., 2004). Após ter sido 

exposto a um agente indutor, os mecanismos de Resistência Sistêmica Adquirida 

(RSA) e Resistência Sistêmica Induzida (RSI) são ativados, permitindo a ativação de 

mecanismos de defesa, não somente no local da indução, mas também em outros 

locais (CONRATH et al., 2006). RSA caracteriza-se pela liberação de um sinal no 

local da infestação, o que gera a necrose do tecido e a translocação deste sinal para 

outras partes da planta, induzindo reações de defesa que vão proteger a planta de 

agressões subsequentes. Na RSI, principal linha de defesa contra os ácaros fitófagos, 

o indutor não causa sintomas como a necrose no local de infestação, mas induz a 

planta a proteger-se sistemicamente. Podem ser citados como mecanismos de defesa 

induzidos, as transformações da parede celular, a produção de fitoalexinas e um 

aumento na expressão de diversos genes (WARD et al., 1991), incluindo aqueles que 

codificam proteínas relacionadas com patogênese (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999). 

As plantas também se defendem através da produção de toxinas repelentes e anti-

nutricionais, assim como a liberação de compostos orgânicos voláteis que atraem 

ácaros predadores que se alimentam de ácaros fitófagos. É importante lembrar que 

estes compostos, além de ajudar a planta, alertam as plantas ao redor, que começam 

a se preparar para uma provável futura agressão do herbívoro.  

Genes de defesa envolvidos nas vias de síntese de ácido jasmônico (AJ), ácido 

salicílico (AS) e etileno são responsáveis pela produção de proteínas de defesa 

(glucanases, quitinases, proteases, polifenol oxidases, inibidores da protease), que 

restringem os danos a que a planta está sujeita. Também são ativados os genes 

envolvidos na detoxificação celular, tais como peroxidases, catalases e superóxido 

dismutases (GRINBERG et al., 2005; NACHAPPA et al. 2013). Através de uma 

abordagem metabolômica e transcriptômica, Kant et al. (2004) indicaram que um dia 

após a infestação de um ácaro fitófago em folhas de tomate, as respostas diretas de 
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defesa (como a atividade de inibidores de protease e de transcrição de genes 

envolvidos na síntese de AJ, AS e etileno) já haviam sido ativadas. Embora o 

aumento na expressão de enzimas envolvidas na biossíntese de monoterpenos e 

diterpenos já ocorria no primeiro dia, um aumento significativo na emissão de 

terpenoides voláteis ocorreu apenas no quarto dia, coincidindo com um aumento na 

preferência olfativa de ácaros predadores (Phytoseiulus persimilis) por plantas 

infestadas. Estes dados indicam que plantas de tomate acionam suas defesas 

indiretas (produção de compostos voláteis) para complementar a resposta de defesa 

direta contra a infestação de ácaros fitófagos.  

Os compostos produzidos pelas plantas podem alterar o comportamento de 

ácaros fitófagos, bem como causar intoxicação. Ácaros têm a capacidade de se 

adaptar a esses compostos, e desta forma, as plantas precisam sintetizar outras 

substâncias que esses agressores ainda não estejam adaptados (DERMAUW et al., 

2013). Uma vez atacadas, as plantas tornam-se mais sensíveis por meio de um 

processo chamado "priming", que torna a planta mais rápida na resposta a novos 

estresses bióticos (HEIL; BOSTOCK, 2002). Efeitos priming podem ser provocados 

através de indutores químicos, como o ácido β-aminobutírico (JAKAB et al., 2001). 

Este mecanismo ainda não é completamente entendido, mas implica a ativação de 

proteínas sinalizadoras, fatores de transcrição e genes de defesa. Desta forma, o 

priming é um mecanismo de tolerância em longo prazo desenvolvido pelas plantas. 

Porém, estes mecanismos causam um gasto energético, que podem levar a perdas 

de produtividade (WORRAL et al., 2012). 

 

2.4 Técnicas de análise de expressão diferencial de proteínas  

 

A proteômica diferencial, que envolve a identificação de proteínas mais ou 

menos expressas em determinado tecido, tem se destacado como uma ferramenta de 

extrema importância na descoberta de proteínas envolvidas em diversos processos. O 

termo proteômica é definido como o conjunto de proteínas produzidas a partir do 

material genético disponível (WILKINS et al., 1995). 

A proteômica utiliza-se de técnicas de separação de proteínas, que 

posteriormente são identificadas por espectrometria de massas. Muitas metodologias 
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vêm sendo utilizadas para a separação de proteínas, porém, as mais citadas são a 

eletroforese em gel bidimensional (2DE, do inglês two-dimensional gel 

electrophoresis) (O'FARRELL 1975; BJELLQVIST et al., 1982), que tem seu potencial 

analítico reconhecido, pois é capaz de gerar  informações importantes como 

modificações pós-traducionais (GORG et al., 2007); e a separação por cromatografia 

líquida (LC, do inglês liquid chromatography), desenvolvido em amostras com 

misturas proteicas mais complexas (MOTOYAMA; YATES, 2008). A espectrometria 

de massas (MS, do inglês mass spectrometry) identifica as proteínas anteriormente 

separadas. Para isso existem diversos tipos de ionizadores, analisadores de massas 

e fragmentadores de íons, que possibilitam uma análise mais refinada do proteoma 

nessa técnica em comparação com  o gel 2DE (HAN et al., 2008; YATES et al., 2009).  

A aplicação de técnicas de análise proteômica em grande escala utilizando a 

abordagem de separação do extrato proteico por cromatografia líquida 

multidimensional seguida de espectrometria de massas (Multidimensional Protein 

Identification Technology - MudPIT) já é descrita, porém, a identificação de proteínas  

de defesa da planta na interação ácaro-planta é um estudo totalmente inovador. 

A proteômica vem sendo utilizada para identificar a localização de proteínas em 

diferentes tecidos (CAPRIOLI et al., 1997; CHAURAND et al., 2004; MAGALHÃES et 

al., 2008), na análise de interações proteína-proteína (ARENKOV et al., 2000; 

JACKMAN et al., 2008), na elucidação de processos fisiológicos (KOLKMAN  et al., 

2006; MATHESIUS, 2008) e na caracterização de diferentes regiões celulares 

(EUBEL et al. 2008), assim contribuindo no conhecimento da interação planta-parasito 

(WANG et al., 2005; COUMANS et al. 2009; SHAH et al. 2009; RAMPITSCH et al. 

,2012; VANDERSCHUREN et al., 2013). 

 

2.5 MudPIT (Multidimensional Protein Identification Technology) ou Tecnologia 

Multidimensional de Identificação de Proteínas  

A tecnologia multidimensional de identificação de proteínas (MudPIT) é o 

método escolhido para a análise de amostras de proteína em que são necessárias 

técnicas de separação mais elaboradas, onde se consegue identificar proteínas com 

menor peso molecular, que são praticamente indetectáveis utilizando a técnica de 
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2DE, conseguindo assim uma maior representação do proteoma da amostra de 

interesse (CHOE et al., 2005). 

MudPIT é uma técnica proteômica baseada em cromatografia, onde uma 

mistura complexa de peptídeos é gerada por clivagem proteolítica e carregada dentro 

de uma coluna bifásica (microcapilar), empacotada em sequência com uma matriz de 

troca catiônica forte (SCX, do inglês strong cation exchange)  e outra de fase reversa 

(RP, do inglês reverse phase) (BEYS DA SILVA et al., 2014). Depois que a mistura 

complexa de peptídeos é injetada na coluna bifásica microcapilar, esta é colocada 

diretamente em linha com um espectrômetro de massas. Os dados gerados por 

espectrometria de massas em uma corrida de MudPIT são depois analisados para 

determinar a diversidade de proteínas da amostra original (BEYS DA SILVA et al. 

2014), conforme a Figura 4. A análise quantitativa pode ser baseada na contagem 

espectral (spectral count), onde o número total de espectros MS/MS é linearmente 

correlacionado com a abundância de proteína ao longo de um alcance dinâmico de 

duas ordens de magnitude. Além disso, a contagem espectral mostrou que tem maior 

reprodutibilidade técnica em comparação com outras amostragens estatísticas, como 

a cobertura na sequência e a contagem de peptídeos (LIU et al., 2004; ZHANG et al., 

2006) 
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Figura 4. Esquema representativo da identificação das proteínas aplicando a técnica 
de MudPIT.  
Primeiro é feita a preparação da amostra biológica de interesse, extração das 
proteínas e quantificação das proteínas extraídas por BCA. Uma mistura complexa de 
peptídeos é gerada por clivagem proteolítica com a enzima tripsina. Esses peptídeos 
são bombeados para HPLC (High Performance Liquid Chromatography), após ligados 
via eletropulverização a um espectrômetro de massas. Após, é feita a verificação e 
medição dos íons fragmentados. Com as sequências geradas são feitas buscas no 
banco de dados (RefSeq) e a identificação das proteínas pelo Blast (figura 
gentilmente cedida pelo Dr. Walter Orlando Beys da Silva, com algumas 
modificações). 
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3 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

 

 

 

Os trabalhos foram desenvolvidos nos Laboratórios de Biotecnologia e de 

Biologia Molecular do Centro Universitário UNIVATES e no laboratório do Dr. John 

Yates III (The Scripps Research Institute, San Diego, CA, Estados Unidos), nos anos 

de 2013/2014. 

 

3.1 Colaboradores do trabalho 

 

- Dr. Raul Antonio Sperotto, Doutor em Biologia Celular e Molecular, 

Laboratório de Biotecnologia – Centro Universitário UNIVATES, Lajeado – RS 

(orientador). 

- Dr. Noeli Juarez Ferla, Doutor em Ciências, Laboratório de Acarologia – 

Centro Universitário UNIVATES, Lajeado – RS (coorientador). 

- Dr. Walter Orlando Beys da Silva, Doutor em Biologia Celular e Molecular, 

Laboratório de Biotecnologia – Centro Universitário UNIVATES, Lajeado – RS. 

- Dra. Lucélia Santi, Doutora em Biologia Celular e Molecular, Laboratório de 

Biotecnologia – Centro Universitário UNIVATES, Lajeado – RS. 

- Ms. Janete Mariza Adamski, Mestre em Fisiologia Vegetal, Doutoranda em 

Botânica, Laboratório de Fisiologia Vegetal – Universidade Federal do Rio Grande do 

Sul, Porto Alegre – RS. 

- Édina Aparecida dos Reis Blasi, graduanda de Ciências Biológicas, bolsista 

de Iniciação Científica, Laboratório de Biotecnologia – Centro Universitário 
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UNIVATES, Lajeado – RS.  

 

3.2 Material vegetal 

 

Sementes de arroz (Oryza sativa L. ssp. indica) da cultivar BR-IRGA424 foram 

esterilizadas e germinadas por quatro dias em uma incubadora BOD (28ºC) em placas 

de petri com papel umedecido com água destilada. Após a germinação, as plântulas 

foram transferidas para um substrato formado por vermiculita:solo, numa mistura 1:3, 

sendo mantidas por 14 dias em incubadora e depois transferidas para baldes de 

plástico contendo solo e água, em condição ambiente de casa de vegetação, com 

umidade controlada de 70% (Figura 5). Um balde de plástico contendo cinco plantas 

de arroz altamente infestadas por S. oryzae foi gentilmente cedido pelo Instituto Rio-

Grandense do Arroz (IRGA, Cachoeirinha do Sul, RS) e foi usado para infestar as 

plantas de arroz por aproximação. Plantas controle (sem infestação de S. oryzae) 

foram mantidas isoladas para evitar a infestação de ácaros. O experimento foi 

composto por folhas controle (C) e dois níveis de infestação de ácaros (infestação 

inicial ou PI: pouco infestadas; e tardia ou MI: muito infestadas). As folhas de plantas 

PI apresentavam dano parcial na folha e presença de aproximadamente 20 ácaros 

por folha; as folhas de plantas MI apresentavam dano total na folha e presença de 

aproximadamente 180 ácaros por folha (Figura 6). Nesse trabalho utilizamos somente 

as amostras controle e pouco infestadas, porém, as amostras de folhas muito 

infestadas foram armazenadas para trabalhos futuros. As folhas foram coletadas e 

mantidas em freezer a -80ºC até o momento em que foram pulverizadas em nitrogênio 

líquido para a extração de proteínas e RNA.  
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Figura 5. Plantas mantidas em casas de vegetação 

 

Figura 6. Folhas de arroz coletadas de plantas controle, pouco infestadas e muito 

infestadas com o ácaro Schizotetranychus oryzae. Da esquerda para a direita: 

Controle: sem infestação do ácaro e sem dano na folha. Pouco infestadas: com dano 

parcial da folha (infestação precoce). Muito infestadas: com dano total da folha 

(infestação tardia). 
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3.2.1 Extração de proteínas  

 

Três amostras (aproximadamente 250 mg) de folhas controle e pouco 

infestadas foram submetidas à extração de proteínas utilizando-se o Kit Total Plant 

Protein Extraction, Sigma. A concentração das proteínas extraídas foi quantificada 

pelo método BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL). A depleção da proteína Rubisco 

foi realizada utilizando o método de (KRISHNAN; NATARAJAN.,2009). 

 

3.2.2 Espectrometria de massas 

 

As proteína foram digeridas com tripsina (Promega, Madison, WI) por 16 horas 

a 37 °C, conforme metodologia previamente descrita para MudPIT (BEYS DA SILVA 

et al., 2014). O procedimento foi realizado no laboratório do Dr. John Yates III 

(Department of Chemical Physiology - The Scripps Research Institute, La Jolla, San 

Diego, CA, EUA). Os espectros MS/MS foram analisados utilizando o site 

(http://www.integratedproteomics.com/). As proteínas foram identificadas utilizando-se 

o banco de dados específico para arroz da plataforma do NCBI, Reference Sequence 

Database (RefSeq). 

 

3.2.3 Análises de bioinformática 

 

O software PatternLab foi utilizado para identificar as proteínas 

diferencialmente expressas ou exclusivas de uma das condições, encontradas nas 

amostras controle em comparação às amostras pouco infestadas. Comparações 

pareadas entre as duas condições foram realizadas utilizando dados de contagem 

espectrais em uma versão atualizada do PatternLab’s TFold. A análise dessas 

proteínas se baseou nos seguintes parâmetros: as proteínas que não foram 

detectadas em pelo menos quatro das seis corridas por tratamento não foram 

consideradas, utilizando o valor de q-value de 0,05 e um F-stringency de 0,01. 

Proteínas de baixa abundância, com baixos p-value e um significativo fold change, 

mas baixos valores espectrais foram removidos usando L-stringency de 0.4. Além 

http://www.integratedproteomics.com/
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disso, um fold change absoluto maior que dois foi usado para selecionar as proteínas 

diferencialmente expressas (PDE’s). 

 

3.3 Extração de RNA e síntese de cDNA  

 

O RNA total das amostras de folhas de arroz foi extraído com o kit NucleoSpin 

Plant RNA (Macherey-Nagel) e armazenado a - 80ºC. A síntese da primeira fita de 

cDNA foi realizada com o kit SMART PCR cDNA Synthesis, utilizando a enzima 

transcriptase reversa M-MLV e 2 µg de RNA.  

 

3.3.1 Desenho dos primers específicos para os genes que codificam as 

proteínas de interesse 

 

Foram desenhados primers específicos para os genes que codificam as 

proteínas diferencialmente expressas de interesse. A expressão diferencial destes 

genes foi confirmada por RT-qPCR (PCR em Tempo Real). Estes primers foram 

desenhados para amplificar entre 100 e 150 pares de bases na extremidade 3’ não-

traduzida e para que a temperatura de melting (Tm) fosse 60 ± 2ºC. Tabela 1. 

Tabela 1 – Lista de Primers utilizados no RT-qPCR. 

Mais expressos ou expressas somente na condição controle  

Gene Forward primer 5'-3' Reverse primer 3'-5' 

Chlorophyll A-B binding protein GGGACCGTAGCTTAGCAGTG TCATCTCGTCGCACTAAACC 

Photosystem II reaction center 
protein 

ATTCAGACCTCGCAACCAGA TCGGTGTAATGACTCGACAAA 

Cytochrome b6-f complex 
subunit 4 

TTGGTTAGGTATTGGAGCAACA GCACGGTACTTCACGATTGA 

Expressas somente na condição de infestação  

Ubiquitin carboxyl-terminal 
hydrolase 

TACATTCGCTCGCTGACTTG CGACAGGATGTGACCAACAC 

Ubiquitin-conjugating enzyme GAGTCGGATGAAAAGGGTGA AAGAAAAGCATGCACGGACT 

3-isopropylmalate dehydratase 
large Aconitase 

GGTTTGTCCCCTTGGGTAAT GCAAAATCATGTCCACCAAA 

Glutathione S-transferas C-
terminal 

CTTTCACCATCTCTGCCGTA GCACCACTGGGAAGGAATAA 

Controle 

OsUBQ5 AACCAGCTGAGGCCCAAGA ACGATTGATTTAACCAGTCCATGA 
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3.3.2 PCR em Tempo Real (RT-qPCR) 

 

As análises de RT-qPCR foram realizadas no aparelho StepOne da Applied 

Biosystems, em placas de 48 poços. A reação consistiu de uma etapa inicial de 

desnaturação de 5 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 

segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C (captação dos dados de fluorescência). 

Após, foi realizada uma curva de dissociação que consiste no aumento gradual da 

temperatura (0,3°C por segundo).  

As reações de RT-qPCR foram realizadas em um volume final de 20 μL, 

constituído por 10 μL do cDNA das amostras diluídas 100 vezes, 4,25 μL de água 

Milli-Q, 2 μL de Tampão PCR 10X, 1,2 μL de MgCl2 50mM, 0,1 μL de dNTP’s 10mM, 

0,4 μL dos pares de primers 10M, 2,0 μL de SYBR Green (1:10.000) e 0,05 μL de 

Platinum Taq DNA Polymerase (5 U/μL, Invitrogen).  

Os níveis de expressão dos genes de interesse foram avaliados em relação ao 

gene controle Ubiquitina 5 (OsUBQ5 ) (JAIN et al. 2006). Para tanto, a expressão 

gênica relativa foi calculada e avaliada de acordo com o método 2-ΔCT (LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008) modificado, que leva em conta as 

eficiências de amplificação de cada par de primers (Expressão Relativa GENE TESTE / 

GENE CONTROLE = (effPCR GC)Ct GC / (effPCR GT)Ct GT). Cada amostra foi avaliada em 

quatro repetições técnicas e três repetições biológicas.  

 

3.4 Parâmetros fotossintéticos  

 

Para a verificação da capacidade fotossintética das plantas foi utilizado um 

fluorímetro portátil (OS30p, Optisciences, UK) (STRASSER et al. 2000, 2004; 

TSIMILLI et al., 2008). Foram analisadas 10 folhas (2ª ou 3ª abaixo da folha bandeira) 

de cada condição (controle e pouco infestadas). Regiões centrais da folha foram 

mantidas por 20 minutos no escuro (envoltas em papel alumínio) e depois receberam 
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um pulso de luz de 3,000 µmol fótons m-2 s-1. Foram analisados 16 parâmetros do JIP 

test. 

 

3.5 Análise estatística 

 

As médias foram comparadas através do Teste t de Student, utilizando-se dois 

níveis de significância (p≤0,05 e 0,01). Nas análises estatísticas foi empregado o 

software SPSS versão 21.0 (SPSS Inc., USA).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

No presente estudo foram analisadas proteínas expressas em folhas de plantas 

de arroz controle (sem infestação) e pouco infestadas (com infestação precoce do 

ácaro S. oryzae, com dano parcial na folha e aproximadamente 20 ácaros por folha), 

procurando identificar proteínas com possibilidade de participação no processo de 

defesa da planta. 

 

4.1 Identificação das proteínas diferencialmente expressas 
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Foram identificadas 2.466 proteínas na condição de infestação e 1.593 na 

condição controle. A maioria destas proteínas estavam presentes em ambas as 

condições (1.574 proteínas, que corresponde a 63,83%) destas 32 foram mais 

expressas na condição controle e nenhuma mais expressa na condição de infestação  

Das proteínas exclusivas, 19 foram expressas somente na condição controle e 872 

expressas somente na condição de infestação.  

 

 

Figura 7 - Diagrama de Venn mostrando a dispersão de proteínas identificadas entre 

as condições Controle e Pouco Infestada, utilizando 0,001 de probabilidade. 
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Aumentando a estringência dessas análises, foram selecionadas somente as 

proteínas com 10 ou mais contagens espectrais. Desta maneira, os resultados 

tornam-se ainda mais significativos. Com a seleção das proteínas com 10 ou mais 

contagens espectrais foram relacionadas 109 proteínas, das quais 37 encontram-se 

mais expressas nas folhas controle e 72 mais expressas nas folhas infestadas 

(Tabela 2).  

 

Tabela 2. Lista das proteínas diferencialmente expressas identificadas em folhas de 

arroz nas condições controle e infestada pelo ácaro Schizotetranychus oryzae. As 

proteínas em negrito foram confirmadas em RT-qPCR. 

DOWN-REGULATED PROTEINS IN EARLY INFESTED RICE LEAVES  

Functional 
categories Description Locus E-value 

Spec 
counts 
Control/ 
Infested Fold Change 

Photosynthesis  

Oxygen evolving enhancer protein 3 
domain LOC_Os07g36080 7.e-152 795/42 18.93 

Chlorophyll A-B binding LOC_Os04g38410 4.e-180 428/34 12.59 

Chlorophyll A-B binding  LOC_Os11g13890 0 502/42 11.95 

Chlorophyll A-B binding  LOC_Os07g37550 0 557/48 11.6 

Chlorophyll A-B binding  LOC_Os06g21590 9.e-180 259/23 11.26 
Ribulose bisphosphate carboxylase 
large LOC_Os10g21268 8.e-137 6018/549 10.96 

Chlorophyll A-B binding  LOC_Os09g17740 0 703/68 10.34 

Cytochrome b6-f complex iron-sulfur LOC_Os07g37030 2.e-166 443/45 9.84 

Chlorophyll A-B binding  LOC_Os01g41710 0 551/57 9.67 

Chlorophyll A-B binding  LOC_Os01g52240 0 351/39 9.00 
Ribulose bisphosphate carboxylase 
large LOC_Os01g58020 4.e-104 1560/176 8.86 

Chlorophyll A-B binding LOC_Os07g38960 0 257/34 7.56 
Ribulose bisphosphate carboxylase 
large LOC_Os10g21268 2.e-125 4332/573 7.56 

Plastocyanin, chloroplast precursor LOC_Os06g01210 2.e-107 1038/140 7.41 

Chlorophyll A-B binding  LOC_Os08g33820 0 192/33 5.82 
Photosystem II reaction center 
protein LOC_Os08g15296 3.e-50 37 - 
Cytochrome b6-f complex subunit 
4 LOC_Os10g21326 8.e-95 29 - 

Carbohydrate 
metabolism and 

energy 
production 

Lactate/malate dehydrogenase LOC_Os01g61380 0 96/12 7.54 

Lactate/malate dehydrogenase LOC_Os03g56280 0 533/71 7.51 

Glycosyl hydrolases family 17 LOC_Os01g71820 0 58/9 6.44 

Glycosyl hydrolases family 17 LOC_Os01g71830 0 44/4 6.44 

ATP synthase gamma chain LOC_Os07g32880 0 537/96 5.59 

NAD dependent 
epimerase/dehydratase LOC_Os05g01970 0 106/23 4.61 

ATP synthase epsilon chain LOC_Os01g58000 2,e-94 173/42 4.12 
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Glycosyl hydrolases family 17 LOC_Os01g71860 0 10 - 

Starch synthase LOC_Os06g04200 0 19 - 

Oxidative stress-
related 

Thioredoxin LOC_Os12g08730 1.e-124 214/23 9.3 

Copper/zinc superoxide dismutase LOC_Os03g22810 7.e-105 58/8 7.25 
2-Cys peroxiredoxin BAS1, 
chloroplast LOC_Os04g33970 2.e-52 135/23 5.87 

Protease 
inhibitors 

LTPL113 - Protease inhibitor/seed 
storage/LTP LOC_Os02g44320 4.e-86 289/19 15.21 
LTPL122 - Protease inhibitor/seed 
storage/LTP LOC_Os04g46830 7.e-91 141/11 12.82 

Lipid 
metabolismo Enoyl-acyl-carrier-protein reductase LOC_Os08g23810 0 65/17 3.8 

Others 

Actin LOC_Os12g44350 0 94/8 11.75 

Cupin  LOC_Os08g35760 7.e-152 318/53 6.00 
DEAD-box ATP-dependent RNA 
helicase LOC_Os06g48750 0 123/38 4.4 

Ubiquitin  LOC_Os05g38310 2.e-57 24 - 

Unknown Expressed protein LOC_Os05g48630 2.e-97 289/17 17.00 

Obs: - = exclusive of control condition. 
 
 

 
UP-REGULATED PROTEINS IN EARLY INFESTED RICE LEAVES 

Functional 
 categories Description Locus E-value 

Spec 
counts 
Control/ 
Infested 

 
 
 

Fold Change 

Protein 
modification/ 
degradation 

Aspartyl aminopeptidase LOC_Os12g13390 0 19 - 

OsPOP12 - Putative Prolyl 
Oligopeptidase 

LOC_Os06g11180 0 18 
- 

Puromycin-sensitive 
aminopeptidase 

LOC_Os08g30810 0 16 
- 

Zinc_peptidase LOC_Os02g46520 0 15 - 

Ubiquitin carboxyl-terminal 
hydrolase 

LOC_Os01g08200 0 14 
- 

Aspartic proteinase oryzain-1 
precursor 

LOC_Os05g49200 0 13 
- 

Peptidase, M24  LOC_Os05g28280 0 12 - 

Ubiquitin-conjugating enzyme LOC_Os09g12570 1.e-109 12 - 

Proteasome/cyclosome repeat 
containing 

LOC_Os04g51910 0 10 
- 

Amino acid 
metabolism 

3-isopropylmalate dehydratase 
large Aconitase 

LOC_Os02g03260 0 15 
- 

Aminotransferase, classes I and II LOC_Os01g08270 0 14 - 

Cysteine desulfurase 1, 
mitochondrial 

LOC_Os09g16910 0 13 
- 

D-aminoacylases LOC_Os05g08930 0 13 - 

Peptidyl-prolyl isomerase LOC_Os08g41390 0 11 - 

Argininosuccinate lyase LOC_Os03g19280 0 10 - 

Aspartate aminotransferase LOC_Os09g28050 0 10 - 

Amine oxidase, flavin-containing LOC_Os03g08570 0 10  

Carbohydrate 
metabolism and 

energy production 

UDP-glucose 6-dehydrogenase LOC_Os03g55070 0 12 - 

UDP-glucose 6-dehydrogenase LOC_Os12g25690 0 12 - 

Soluble starch synthase 3, 
chloroplast 

LOC_Os04g53310 0 11 
- 

Beta-galactosidase LOC_Os01g72340 0 10 - 

Citrate synthase, LOC_Os02g13840 0 10 - 
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NAD dependent 
epimerase/dehydratase 

LOC_Os05g32140 0 10 
- 

Sucrase-related LOC_Os02g49320 0 10 - 

Lipid metabolism 

Acyl-coenzyme A oxidase 1.2, 
peroxisomal 

LOC_Os06g01390 0 14 
- 

2-oxo acid dehydrogenases 
acyltransferase 

LOC_Os12g08170 0 13 
- 

3-ketoacyl-CoA thiolase, 
peroxisomal 

LOC_Os10g31950 0 11 
- 

3,4-dihydroxy-2-butanone kinase LOC_Os03g51000 0 11 - 

phosphatidylinositol-specific 
phospholipase 

LOC_Os09g36520 0 11 
- 

Oxidative stress 
related 

Oxidoreductase, aldo/keto 
reductase 

LOC_Os07g04990 0 21 
- 

Glutathione S-transferase, C-
terminal 

LOC_Os08g43680 0 18 
- 

Leucoanthocyanidin reductase LOC_Os04g53810 0 17 
- 

Glutathione S-transferase LOC_Os10g38780 2.e-168 11 
 

Translation-
related 

Tyrosyl-tRNA synthetase LOC_Os01g31610 0 20 - 

Methionyl-tRNA synthetase LOC_Os06g31210 0 18 - 

Cysteinyl-tRNA synthetase LOC_Os09g38420 0 10 - 

Transport related 

Mitochondrial import receptor 
subunit 

LOC_Os01g69250 2.e-151 12 
- 

Importin subunit beta LOC_Os12g38110 0 10 - 

Cysteine-rich repeat secretory LOC_Os05g02200 0 10 - 

Jasmonic acid 
synthesis 

Lipoxygenase 2.1, chloroplast 
precursor 

LOC_Os12g37260 0 39 
- 

Lipoxygenase  LOC_Os12g37350 0 14 - 

COP9 signalosome complex 
subunit 5b 

LOC_Os04g56070 0 11 
- 

Phosphatase  
Ser/Thr protein phosphatase  LOC_Os01g49690 0 11 

- 

Ser/Thr protein phosphatase  LOC_Os02g57450 0 10 - 

General metabolic 
processes 

Aldehyde dehydrogenase LOC_Os02g07760 1.e-130 14 - 

Aldehyde dehydrogenase LOC_Os01g40860 0 11 - 

Stress-response 
 Cyclophilin LOC_Os09g39780 1.e-131 13 - 

WD domain, G-beta repeat domain 
containing 

LOC_Os06g19660 0 10 
- 

Metabolism purine 
and pirimydin 

5-formyltetrahydrofolate cyclo-
ligase 

LOC_Os07g39070 0 12 
- 

Adenylosuccinate synthetase, 
chloroplast 

LOC_Os03g49220 0 11 
- 

RNA related-
Stress  

TUDOR protein with multiple SNc 
domains 

LOC_Os02g32350 0 19 
- 

Detoxification Metallo-beta-lactamase LOC_Os01g47690 0 15 - 

Hormone 
signaling 

Gibberellin receptor GID1L2 LOC_Os07g06830 0 15 
- 

Hormone-related Nitrilase LOC_Os02g42330 0 14 - 

Chitin- related Pro-resilin  LOC_Os06g12580 0 12 - 

Nitrogen gene 
metabolismo 

NifU LOC_Os05g06330 0 12 
- 

Calcium-signaling Peflin LOC_Os11g04480 0 10 - 

Signal 
transduction 

Ras-related protein LOC_Os06g35814 4.e-159 10 
- 

Others 

Carboxyvinyl-carboxyphosphonate 
phosphorylmutase 

LOC_Os12g08760 0 15 
- 

Transposon protein, putative, 
CACTA 

LOC_Os11g06570 1.e-103 14 
- 

Haloacid dehalogenase-like 
hydrolase 

LOC_Os10g32730 0 13 
- 
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Villin  LOC_Os03g24220 0 12 - 

O-methyltransferase LOC_Os08g06100 0 11 - 

Lissencephaly type-1-like homology 
motif 

LOC_Os03g14980 0 11 
- 

HEAT  LOC_Os07g38760 0 11 - 

MA3 domain-containing protein LOC_Os08g02690 0 11 - 

PDI LOC_Os03g29190 0 11 - 

DnaK  LOC_Os02g48110 0 10 - 

CGMC_MAPKCMGC_2_ERK.12 - 
CGMC includes 

LOC_Os06g06090 0 10 
- 

Unknown 

expressed protein LOC_Os03g58372 5.e-08 15 - 

expressed protein LOC_Os01g70400 9.e-126 12 - 

expressed protein LOC_Os11g21990 0 11 - 

 

As proteínas foram agrupadas arbitrariamente em categorias funcionais, 

conforme sua possível função molecular. As proteínas mais expressas ou expressas 

somente na condição controle enquadraram-se nas seguintes categorias: 

fotossíntese, metabolismo de carboidratos e produção de energia, estresse oxidativo, 

inibidores de proteases e metabolismo de lipídios.  

As proteínas expressas somente nas folhas infestadas compreendem as 

seguintes categorias: modificação e degradação de proteínas, metabolismo de 

aminoácidos, metabolismo de carboidratos e produção de energia, metabolismo de 

lipídios, estresse oxidativo, tradução, transporte, síntese de ácido jasmônico, 

fosfatases, processos metabólicos gerais, resposta a estresse, metabolismo de purina 

e pirimidina, RNA relacionado a estresse, detoxificação, sinalização de hormônios, 

metabolismo de nitrogênio, sinalização de cálcio e transdução de sinal.   

 

4.2 Confirmação dos padrões de expressão encontrados no MudPIT utilizando 

RT-qPCR  

 

As proteínas em negrito da Tabela 2 foram correlacionadas em nível de RNA 

por RT-qPCR. As proteínas correlacionadas por RT-qPCR foram selecionadas 

conforme busca feita em referencial teórico. Chlorophyll A-B binding protein, 

Photosystem II reaction center protein e Cytochrome b6-f complex subunit foram 

selecionadas por estarem envolvidas com o processo fotossintético, grupo funcional 
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mais afetado pela infestação dos ácaros. Outro grupo selecionado foi o relacionado a 

processos de ubiquitinação (Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase e Ubiquitin-

conjugating enzyme). As proteínas 3-isopropylmalate dehydratase large Aconitase e 

Glutathione S-transferase C-terminal foram selecionadas por estarem envolvidas com 

estresse oxidativo, que é ocasionado por diversos estresses abióticos e bióticos 

Para validar os resultados encontrados no MudPIT e correlacionar a expressão 

das proteínas envolvidas na resposta ao ácaro, foram projetados primers específicos 

para os genes selecionados. 

Os sete genes testados foram correlacionados por RT-qPCR, conforme 

mostrado na Figura 8. Destes, três foram mais expressos na condição controle e 

quatro mais expressos na condição de infestação, correlacionando em nível de RNA 

os resultados encontrados no MudPIT (em nível de proteína).  

 

Figura 8 – Correlação dos níveis de expressão encontrados no MudPIT por RT-qPCR. 
Os valores representam a média de três amostras ± erro padrão. *p≤ 0,05 e **p≤ 0,01.  
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4.3 Alterações no sistema fotossintético 

Quando as plantas são expostas a condições estressantes, realizam uma 

transição metabólica, saindo de uma condição de crescimento e reprodução para uma 

condição defensiva. Durante esta mudança metabólica, ocorre a modulação na 

expressão de diversas proteínas, incluindo algumas envolvidas com o aparato 

fotossintético (BILGIN et al., 2010) 

A categoria funcional mais diferencialmente representada foi a da fotossíntese, 

com um total de 17 proteínas mais expressas na condição controle. A proteína 

Oxygen evolving enhancer protein 3 domain, seguida da Chlorophyll A-B binding 

foram as mais diferencialmente expressas (em torno de 19 e 12 vezes menos 

expressas nas folhas infestadas, respectivamente). Com esses resultados, percebe-

se claramente que a maquinaria fotossintética da planta é prejudicada após a 

infestação do ácaro, diminuindo a expressão de proteínas relacionadas com essa via 

e provavelmente afetando a capacidade da planta de obter energia via fotossíntese. 

A medição de clorofila com fluorescência é um método não-invasivo, 

amplamente utilizado para monitoramento de diferentes espécies de plantas 

(PERCIVAL et al., 2003). Neste estudo, os parâmetros fotossintéticos foram 

analisados para verificar a ocorrência de estresse causado pelo ácaro e confirmar se 

as proteínas fotossintéticas encontradas no MudPIT realmente têm sua função 

alterada. Entre os parâmetros usados estão o PIABS que revela o índice de 

desempenho fotossintético, PIABS mede os fótons absorvidos pela antena FSII. Os 

outros 2 parâmetros estão relacionados com a fluorescência que são N e Sm que 

medem número de reações redox até que a intensidade máxima de fluorescência seja 

alcançada e o número de elétrons transportados, os três parâmetros alterados estão 

relacionados ao fotossistema II. 

No nosso trabalho, também verificamos uma diminuição destes parâmetros 

com a interação arroz-ácaro, conforme Figura 9. 
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Figura 9– Parâmetros fotossintéticos (Sm, PiABS e N) analisados nas folhas controle e  
infestadas pelo ácaro Schizotetranychus oryzae. 

 
PIABS é um dos parâmetros fotossintéticos mais abrangentes, pois considera 

todos os principais processos fotoquímicos (SIMIC et al., 2014).  Em estudos 

anteriores, PIABS foi utilizado para estimar a vitalidade da planta em resposta a 

diferentes estresses ambientais (STRASSERS et al., 2000). A diminuição de PIABS em 

resposta à salinidade foi principalmente devido a uma diminuição da eficiência 

fotoquímica e no transporte de elétrons (BACARIN et al., 2011). O índice de 

desempenho fotossintético também é relatado como um ótimo indicador de estresse 

hídrico, conforme estudos feitos com plantas de trigo os valores de PIABS foram 

reduzidos devido a desidratação (ZIVCAK et al., 2008). Estudo feito por Jafarinia et al. 

(2012) mostrou que PIabs e N foram alterados em plantas de canola por diferentes 

concentrações de NaCl, com o aumento das quantidades de sal ocorre uma 

significativa diminuição dos valores desses dois parâmetros.  

Outros estudos também verificaram que alguns parâmetros fotossintéticos 

foram alterados por diferentes estresses, como no morango com a presença em altas 

quantidades dos gases como NO, CO e SO2 (MUNEER et al., 2014), em algas por 

estresse salino (DEMETRIOU et al., 2007) e em feijão (Vigna radiata) por deficiência 

mineral (MUNEER et al., 2012, 2013). Acredita-se que pode haver uma transferência 

menor de elétrons e um menor investimento em energia na maquinaria bioquímica 

dessas plantas quando submetidas a esses estresses, pois elas não conseguem 

explorar de forma eficiente a energia devido à presença do estresse oxidativo 

(MUNEER et al., 2014). A quantidade de estudos analisando os parâmetros 

fotossintéticos a diversos estresses é extensa, porém, relatos da identificação de 

proteínas envolvidas e que têm sua expressão alterada por esses estresses ainda são 

escassos.  
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Com base em nossos resultados, sugerimos que o fotossistema II é afetado em 

resposta a infestação de S. oryzae, sendo provavelmente o primeiro e principal alvo 

de estresse biótico no aparato fotossintético das plantas de arroz. Estes dados são 

reforçados pela identificação de mudanças nos níveis de expressão de proteínas e 

dos parâmetros fotossintéticos do fotossistema II. Assim, os dados encontrados nesse 

estudo são muito significativos, pois mostram pela primeira vez que o sistema 

fotossintético II é alterado por estresse biótico. 

 

4.4 Estresse oxidativo e síntese de ácido jasmônico 

 

A rápida produção de ROS (do inglês reactive oxygen species) é muito citada 

em plantas como uma resposta ao estresse biótico (MORAN; THOMPSON, 2001; 

APEL; HIRT, 2004). Em níveis fisiologicamente baixos, a função das ROS é de 

mensageiros na sinalização intracelular, enquanto o excesso de ROS induz a 

modificação oxidativa de macromoléculas, inibição do funcionamento de proteínas e 

promoção de morte celular. Um aumento na quantidade de substâncias oxidantes 

induzidas por estresses ambientais pode ser altamente tóxico (KELLY; GIBBS, 1973; 

CIRCU; AW, 2010). Uma das consequências da atividade de ROS é o dano oxidativo 

na integridade da membrana, devido a processos de peroxidação lipídica, podendo 

resultar na geração de compostos altamente citotóxicos (GATEHOUSE, 2002). Para 

manter a homeostase em condições de estresse, as plantas precisam fortalecer os 

mecanismos de resistência, tais como de defesa celular. Assim, as plantas reagem 

produzindo enzimas detoxificantes para manter os níveis de ROS em tecidos 

infectados com patógenos (SHARMA et al., 2012). 

Neste estudo foram identificadas diversas enzimas antioxidantes com 

expressão diferencial. As proteínas Oxidoreductase, aldo/keto reductase e a 

Glutathione S-transferase foram expressas somente nas folhas infestadas. Os genes 

que codificam essas proteínas também apresentaram maiores expressões em nível 

de RNA, conforme visto na Figura 8. Esses resultados sustentam a hipótese de que o 

estresse oxidativo é induzido após o início da infestação dos ácaros. As Glutationa S-

transferases (GSTs) são enzimas que desempenham um papel fundamental na 
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detoxificação celular de compostos xenobióticos e de ROS, sendo uma proteína muito 

citada em estresses abióticos, mostrando que sua expressão é alterada por inúmeros 

estresses. GSTs já foram citadas como diferencialmente reguladas por vários 

estresses abióticos, incluindo seca (BIANCHI et al., 2002), uso de herbicidas 

(EDWARDS; DIXON, 2005), dano mecânico nas folhas (VOLLENWEIDER et 

al.,2000), baixas temperaturas (ANDERSON; DAVIS, 2004), baixo teor de oxigênio 

nos tecidos (MOONS, 2003), altos níveis de peroxido de hidrogênio (LEVINE et al., 

1994), luz UV (LOYALL et al., 2000), deficiência de fosfato ( EZAKI et al., 1995), 

excesso de metais (EZAKI et al., 2004) e estresse salino (ROXAS et al., 2007; JHA et 

al., 2011). 

 A partir de um estudo recente, verificou-se que as GSTs estavam envolvidas 

na regulação do alongamento celular e floração em resposta à luz (CHEN et al., 

2007). A superexpressão de genes GST em arroz melhora sua tolerância à baixa 

temperatura (TOSHIKAZU et al., 2002) e em plantas de tabaco aumentaram a 

resistência ao estresse oxidativo (YU et al., 2003). De acordo com Sharma et al. 

(2014) o aumento na expressão do gene GSTU4 de arroz em plantas de Arabidopsis 

resultou em sensibilidade reduzida aos hormônios vegetais auxina e ácido abscísico. 

Entretanto, as plantas transgênicas revelaram maior tolerância quando expostas a 

estresse salino e estresse oxidativo, o que pode ser atribuído à menor acumulação de 

ROS e maior atividade de GST. Alguns estudos têm demonstrado que a expressão de 

GSTs é ativada também por estresse biótico, tais como ataques de patógenos e 

elicitores fúngicos (EDWARDS et al., 2000).  Assim podemos verificar que a atividade 

de GST em plantas protegem as células de diversos tipos de estresses abiótico e 

biótico enfatizando a importância da proteína verificada no nosso estudo. 

Quando a planta é infestada por herbívoros, múltiplas vias de sinalização são 

ativadas, incluindo as do ácido jasmônico (AJ), ácido salicílico (AS) e etileno (ET). 

Estas vias elicitam as respostas de defesa e resistência da planta aos herbívoros 

(BOSTOCK 2005; HOWE; JANDER, 2008). O AJ é um hormônio fundamental para o 

desenvolvimento de respostas das plantas também aos estresses abióticos 

(WASTERNACK; HAUSE, 2013). Este hormônio desempenha um papel fundamental 

na biossíntese de metabólitos secundários (DE GEYTER et al., 2012). Está envolvido 

na resposta ao estresse oxidativo, uma vez que ativa o ciclo ascorbato-glutationa para 

a redução de ROS (SASAKI-SEKIMOTOS et al., 2005). 
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Proteínas relacionadas à via de síntese do ácido jasmônico foram verificadas 

com elevada expressão, como Lipoxygenase (LOX) e COP9 signalosome complex 

subunit 5b, foram expressas somente nas folhas infestadas. Em um estudo recente 

realizado por Tianpei et al. (2015), o gene LqhIT2 de Leiurus quinquestriatus 

hebraeus, que codifica uma toxina de escorpião anti-insetos, foi introduzido  em arroz 

para melhorar a sua resistência contra lagartas. A expressão de LOX foi 

significativamente aumentada em plantas transgênicas que continham o gene LqhIT2, 

em comparação com o tipo selvagem. Isto sugere que LqhIT2 regulou a expressão de 

LOX, embora seja desconhecido esse funcionamento. LOX é um marcador da 

sinalização de AJ, e a indução de LOX deve ter induzido a biossíntese de AJ, o que é 

crucial para a regulação das defesas da planta contra herbívoros. LOX desempenha 

um papel importante na biossíntese de AJ e também está envolvido na resposta de 

defesa da planta a fatores ambientais. Dessa forma, a regulação das lipoxigenases 

encontradas pode ser importante para a defesa da planta contra o ácaro. 

 

4.5 Alterações no metabolismo de aminoácidos e carboidratos  

 

Quando a planta sofre um estresse, as alterações metabólicas ocorridas não 

estão limitadas a produção de ROS, mas se estendem a todo o metabolismo primário 

da planta. O estresse oxidativo induz e provoca alterações dinâmicas no metabolismo 

de carboidratos e aminoácidos (LEHMAN et al., 2009). Nesse estudo encontramos 

várias proteínas relacionadas aos metabolismos de carboidratos e aminoácidos. A 

proteína 3-isopropylmalate dehydratase large, aconitase que foi expressa somente 

nas folhas infestadas (Tabela 2), e seu aumento de expressão foi confirmado também 

em nível de RNA por RT-qPCR (Figura 8). Não encontramos estudos que abordam 

essa proteína relacionada a estresses, porém, essa proteína apresenta um domínio 

aconitase, normalmente relacionado a ROS. 

A proteína mais abundante na categorial funcional metabolismo de carboidratos 

foi a UDP-glucose 6 desidrogenase. Karkonen et al. (2005) mostrou que a proteína 

UDP-glucose 6 desidrogenase  desempenha um papel importante na biossíntese das 

pentoses da parede celular durante o crescimento pós-germinativo de plantas de 
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milho. A atividade enzimática da UDP-glucose 6 desidrogenase é dependente de 

fosforilação, sendo desligada quando defosforilada. No estudo feito por Yin et al. 

(2014) a UDP-glicose-6-desidrogenase foi fosforilada em resposta ao estresse de 

inundação, indicando que ela estava ativa em condições de estresse e que pode 

desempenhar um papel importante na proteção e preservação da parede celular em 

plantas de soja.  

 

4.6 Proteínas envolvidas com modificação e degradação proteica 

 

No presente estudo também foram encontradas nove proteínas relacionadas à 

degradação e modificação de proteínas como sendo mais expressas nas folhas 

infestadas pelo ácaro, sendo assim a categoria funcional mais representativa das 

proteínas mais expressas em condições de infestação. As proteínas Ubiquitin 

carboxyl-terminal hydrolase e Ubiquitin-conjugating enzyme foram também 

confirmadas em nível de RNA por RT-qPCR (Figura 8). Os mecanismos de 

ubiquitinação estão normalmente envolvidos em todos os processos celulares, sendo 

responsáveis pela remoção de peptídeos defeituosos e por agir como regulador. 

Sendo assim, possibilita que as células respondam rapidamente aos sinais 

intracelulares através de modificações em reguladores-chave. Acredita-se que a 

ubiquitinação permite que as plantas respondam rapidamente às mudanças 

ambientais (YATES; SADANANDOM, 2013).  

Liu et al., (2012) verificaram, através de análise proteômica, que várias 

proteínas relacionadas à ubiquitinação foram mais expressas em plantas de arroz na 

presença de quantidades elevadas de sal, porém, nenhuma dessas proteínas foram 

encontradas no nosso estudo. Outro estudo realizado por Patel et al. (2014), mostrou 

que o aumento na expressão do gene LpHUB1 relacionado a ubiquitinação melhora a 

tolerância à seca e o crescimento de Lolium perenne, pastagem típica da Europa. 

Análises adicionais revelaram que as plantas transgênicas de L. perenne geralmente 

exibiam maior teor relativo de água na folha, maior teor de clorofila e aumento da taxa 

fotossintética quando submetidas ao estresse hídrico. Estes resultados sugerem que 
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LpHUB1 pode desempenhar um papel importante na tolerância de L. perenne a 

estresses abióticos. 

 

4.7 Metabolismo de lipídios 

 

O metabolismo lipídico é uma das maiores redes de sinalização 

desencadeadas em plantas como uma resposta adaptativa após exposição a vários 

estresses. Nesse trabalho foram encontradas várias proteínas diferencialmente 

expressas que estão relacionadas ao metabolismo de lipídios. Entre elas Acyl-

coenzyme A oxidase peroxisomal, 2-oxo acid dehydrogenases acyltransferase, 3-

ketoacyl-CoA thiolase peroxisomal, 3,4-dihydroxy-2-butanone kinase, 

phosphatidylinositol-specific phospholipase, (Tabela 2). O maior impacto inicial de um 

estresse acontece normalmente na membrana celular e conduz à hidrólise de lipídios 

de membrana. Este processo é mediado por fosfolipases, que catalisam o passo 

inicial de quebra dos fosfolipídos e a geração de múltiplos lipídios que são derivados 

de mensageiros secundários (BARGMANN, MUNNIK, 2006; TUTEJAT, SOPORY, 

2008). 

 No nosso trabalho encontramos a proteína phosphatidylinositol-specific 

phospholipase expressa somente nas folhas infestadas pelo ácaro. Um estudo feito 

por Nokhrina et al. (2014) mostrou que o aumento na expressão do gene BnPLC2 a 

espécie Brassica napus, conhecida popularmente como canola, a demonstrar maior 

tolerância à seca, modulando vários genes envolvidos em diferentes processos levou 

e influenciando  os níveis hormonais em diferentes tecidos. O estudo também 

examinou, em nível metabólico, seus efeitos sobre fatores abiótico (baixa 

temperatura) e biótico (doença da podridão branca), dois tipos de estresse 

encontrados em canola. Foi demonstrado que o aumento na expressão do gene 

BnPLC2 parece ter desencadeado a síntese de diferentes padrões de metabólitos, de 

acordo com o estresse abiótico ou biótico, fazendo com que a planta desenvolvesse 

fenótipos de tolerância e resistência a esses dois estresses, respectivamente. Assim, 

o aumento na expressão da proteína phosphatidylinositol-specific phospholipase 
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encontrada no nosso estudo pode ser uma promissora ferramenta para processos 

biotecnológicos que aumentem a resistência da cultivar IRGA 424. 

 

4.8 Proteínas fosfatases modulando várias respostas celulares 

 

Proteínas fosfatases são os principais componentes de uma série de vias de 

sinalização que modulam várias respostas celulares. Fosfatases, juntamente com 

proteínas quinases, regulam a fosforilação e desfosforilação de proteínas, e 

desempenham papéis importantes nas respostas aos estresses bióticos (SINGH et 

al., 2010; HE et al., 2012). Essas proteínas são importantes na transdução de sinal, 

que regulam muitos processos biológicos, incluindo crescimento e divisão celular, 

resposta a hormônios e a estímulos ambientais e controle metabólico  (LUAN, 2000). 

Durante a fosforilação, uma proteína quinase adiciona um grupo fosfato a um 

substrato. Proteínas fosfatases invertem este processo removendo o grupo fosfato. 

Em muitos casos, a adição ou a remoção de um grupo fosfato ativa ou desativa uma 

enzima. Deste modo, proteínas quinases e fosfatases desempenham um papel 

fundamental no controle da atividade de uma enzima e regulam o processo 

bioquímico pelo qual a enzima é responsável.  

Encontramos neste trabalho duas proteínas fosfatases do tipo Ser/Thr protein 

phosphatase. Estas foram expressas somente nas folhas infestadas pelos ácaros, 

podendo ser proteínas importantes nos processos de ativação ou desativação de 

outras enzimas. Encontramos inúmeros trabalhos que relacionam proteínas 

fosfatases com vários estresses, entre eles o estudo de Singh et al. (2010) onde 

foram identificados vários genes que codificam proteínas fosfatases. A expressão e a 

caracterização desses genes sugerem o envolvimento deles em um grande número 

de vias de sinalização desencadeada por estresse abiótico (salinidade, frio e seca) e 

seu possível papel no desenvolvimento da planta. Estudo feito por He et al. (2012) 

mostrou que a superexpressão do gene OsPFA-DSP2 que codifica a proteína  

tyrosine phosphatases em arroz,  aumentou a sensibilidade da planta à Magnaporthe 

grisea, inibindo o acúmulo de peróxido de hidrogênio (H2O2) e suprimindo a expressão 

de genes PR relacionados à patogênese após a infecção fúngica. 
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4.9 Outras proteínas diferencialmente expressas 

 

Outros grupos funcionais tiveram um menor número de proteínas relacionadas, 

porém, isso não exclui a possibilidade desses grupos serem importantes no processo 

de resistência à infestação dos ácaros. Entre esses grupos funcionais estão os 

aldeídos, que são intermediários em várias rotas metabólicas fundamentais, incluindo 

a síntese de carboidratos, vitaminas, esteroides, lípidos e aminoácidos (YOSHIDA et 

al., 1998; VASILIOU et al.,1999). Eles também são produzidos em resposta a 

estresses ambientais, incluindo salinidade, seca,  frio e calor. Moléculas de aldeído 

são quimicamente reativas em altas concentrações, podendo ser tóxicas e impactar 

negativamente o crescimento da célula, o rendimento de sementes e a sobrevivência 

(KOTCHONI et al., 2006; SHIN et al., 2009). Aldeído desidrogenases são um grupo 

evolutivamente conservado de enzimas que catalisam a oxidação de uma vasta gama 

de moléculas de aldeído reativo endógenas nos seus ácidos carboxílicos 

correspondentes (KOTCHONI et al., 2006). Encontramos em nosso trabalho duas 

proteínas Aldehyde dehydrogenase, que foram expressas somente nas folhas 

infestadas. Estudos já relataram que a perda de função de ALDH7 no endosperma de 

arroz leva ao escurecimento da semente durante a dessecação e o armazenamento, 

sugerindo que OsALDH7 é fundamental para a maturação da semente (SHIN, 2009). 

O aumento na expressão dos genes ALDH3I1 e ALDH7B4 em Arabidopsis thaliana foi 

suficiente para aumentar a tolerância à seca, salinidade e estresse oxidativo 

(SUNKAR et al., 2003; KOTCHONI et al., 2006).  

Encontramos no nosso estudo também a proteína Nitrilase, expressa somente 

nas folhas infestadas. Nitrilase é uma enzima envolvida na biossíntese de auxina. 

Estudo feito por Xu et al. (1998) mostrou que uma proteína nitrilase-like interage com 

proteínas de ligação ao DNA envolvidas nas rotas do etileno e em respostas de 

defesa. 

Outra proteína citada em plantas é a Tudor-SN (TSN). Esta proteína foi 

caracterizada bioquimicamente como tendo uma atividade de ligação à RNA, 

associada ao citoesqueleto (FREY et al. 2010). Em um estudo de Frey et al. (2010), 
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foi investigado o papel fisiológico da TSN isolando mutações nulas para dois genes 

homólogos em Arabidopsis thaliana. O estudo mostrou que TSN é importante para a 

estabilidade do RNA e para a tolerância a alta salinidade. Assim, TSN deve atuar nos 

mRNAs que entram na via secretora. No nosso estudo, encontramos TUDOR protein 

with multiple SNc domains 19 vezes mais expressa nas folhas infestadas pelos 

ácaros. 

Proteínas do tipo Ciclofilinas estão presentes em todos os compartimentos 

celulares. Estão envolvidas em uma ampla variedade de processos, incluindo 

transporte e maturação de proteínas, apoptose, sinalização a partir de receptores, 

processamento de RNA, resposta imune, montagem de proteínas, atividade de 

miRNA e montagem do complexo de silenciamento RISC (KUMARI et al., 2014). 

Encontramos a proteína Cyclophilin expressa somente nas folhas infestadas pelos 

ácaros, sugerindo que esta proteína  deve participar da resposta à infestação. Estudo 

feito por Kumari et al. (2014) sugere que o gene OsCyp2-P é regulado por diferentes 

condições de estresse. O aumento na expressão de OsCyp2-P resultou em múltiplas 

tolerâncias a estresses abióticos em plantas de tabaco transgênicas, evidenciado pelo 

maior comprimento das raízes e maior teor de clorofila. Plantas transgênicas também 

mostraram reduzido teor de peroxidação lipídica, vazamento de eletrólitos e conteúdo 

de superóxido, sugerindo melhor homeostase de íons nas plantas. Estudos de 

localização confirmaram que OsCyp2-P está localizada no citosol e no núcleo, 

indicando  sua possível interação com  outras proteínas. OsCyp2-P opera na via de 

eliminação de ROS e na homeostase iônica e, portanto, é um promissor gene 

candidato para melhorar a resistência à infestação de herbívoros em plantas 

cultivadas.  
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5. CONCLUSÃO 

 

 

 

 Este trabalho tem uma importância regional, pois o estudo partiu da presença 

do ácaro Schizotetranychus oryzae em lavouras de arroz das cidades de Taquari e 

Cachoeirinha. Entretanto, tem um impacto mundial, pois é o primeiro estudo 

proteômico da interação arroz-ácaro fitófago. 

Observamos nesse estudo que proteínas participantes do fotossistema II 

tiveram sua expressão reduzida na presença do ácaro. Outras proteínas mostraram 

maior expressão após infestação dos ácaros, evidenciando a busca pela 

sobrevivência da planta. Entre elas, proteínas relacionadas com estresse oxidativo e 

síntese de ácido jasmônico, metabolismo de aminoácidos e carboidratos, modificação 

e degradação proteica, metabolismo de lipídios e fosfatases.  

Nossos dados revelaram várias proteínas que poderiam ser utilizadas em 

futuras abordagens biotecnológicas que buscam a resistência do arroz ao ácaro 

Schizotetranychus oryzae (Tabela 3). 
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Tabela 3 -Novas proteínas com potencial biotecnológico de resistência a estresses bióticos e suas estratégias. 

Estratégia Proteína Locus 

Aumentando a taxa fotossintética e 
melhorando a síntese de carboidratos 

Chlorophyll A-B binding  LOC_Os09g17740 

Photosystem II reaction center protein LOC_Os08g15296 

Cytochrome b6-f complex subunit 4 LOC_Os10g21326 

Detoxificando a célula Glutathione S-transferase, C-terminal LOC_Os08g43680 

Ativando a síntese de AJ e respostas 
de defesa 

Lipoxygenase 2.1, chloroplast precursor LOC_Os12g37260 

Lipoxygenase  LOC_Os12g37350 

Protegendo e preservando a parede 
celular 

UDP-glucose 6-dehydrogenase LOC_Os03g55070 

UDP-glucose 6-dehydrogenase LOC_Os12g25690 

Modificando e degradando proteínas 
mal formadas 

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase LOC_Os01g08200 

Ubiquitin-conjugating enzyme LOC_Os09g12570 

Modulando vários genes envolvidos 
em diferentes processos e 

influenciando os níveis hormonais em 
diferentes tecidos 

Phosphatidylinositol-specific phospholipase LOC_Os09g36520 

Modulando várias respostas celulares 
Ser/Thr protein phosphatase  LOC_Os01g49690 

Ser/Thr protein phosphatase  LOC_Os02g57450 

Auxiliando nos processos metabólicos 
Aldehyde dehydrogenase LOC_Os02g07760 

Aldehyde dehydrogenase LOC_Os01g40860 

Interagindo com proteínas de ligação 
ao DNA envolvidas em rotas do etileno 

e em respostas de defesa 
Nitrilase LOC_Os02g42330 

Atuando nos mRNAs que entram na 
via secretora  

TUDOR protein with multiple SNc domains LOC_Os02g32350 

Operando na via de eliminação de 
ROS e na homeostase iônica 

 Cyclophilin LOC_Os09g39780 
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6 CONTINUIDADE DO TRABALHO 

 

 

 

Este trabalho é pioneiro na identificação de proteínas de arroz diferencialmente 

expressas durante a interação arroz-ácaro. As proteínas identificadas neste trabalho 

permitem a obtenção de informações muito importantes sobre os processos de 

interação ácaro-planta e seus processos de defesa. Entre as inúmeras perspectivas 

de continuidade deste trabalho, podemos citar: 

  Ensaios enzimáticos para confirmar a expressão das proteínas encontradas;  

 

 Categorização funcional das proteínas encontradas através do Gene Ontology;  

 

 Compreender funções e utilidades do sistema biológico dessas proteínas 

através do programa Kegg; 

 

 Identificar e caracterizar as proteínas das folhas muito infestadas pelo ácaro 

Schizotetranychus oryzae; 

 

 Verificar o nível de expressão de outros genes importantes através de RT-

qPCR;  

 

 Aumentar ou diminuir a expressão dos genes encontrados, buscando a 

resistência ao ácaro; 
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 Caracterização das proteínas não citadas nessa discussão e desconhecidas 

até o momento. 
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