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RESUMO 

Identificação de proteínas diferencialmente expressas na região cambial de 

Euca/yptus grandis durante a indução da formação da madeira de reação 

13 

A madeira é um tecido complexo e variável que se encontra sob o controle dos 
diversos estádios de desenvolvimento e do ambiente. Um modelo experimental 
freqüentemente utilizado para o estudo do processo da formação da madeira tem sido a 
indução da formação da madeira de reação. A madeira de reação é formada em 
resposta a um estímulo gravitacional e está associada com um aumento na taxa de 
crescimento, modificação química e estrutural na parede celular das fibras. A madeira 
de reação formada no lado superior do tronco inclinado é chamada de madeira de 
tração, enquanto que a madeira formada no lado inferior do troco inclinado é chamada 
de madeira oposta. Uma das principais características da madeira de tração é a 
deposição de uma camada gelatinosa na parede celular secundária, que é rica em 
celulose altamente cristalina. Com o objetivo de caracterizar as alterações na expressão 
gênica e no perfil de proteínas durante a formação da madeira de reação em 
Euca/yptus grandis, árvores de 1,8 anos de idade foram inclinadas sob um ângulo fixo 
(45º) e amostras da região cambial foram coletadas após 15,30 e 60 dias da região do 
tronco com a curvatura mais acentuada. Proteínas e RNA foram extraídos da região do 
xilema em diferenciação da madeira de tração e da madeira oposta, e foram 
comparadas às da madeira normal (controle) utilizando uma abordagem proteômica 
(géis 2D e LC-MS/MS) e PCRsq. As análises foram focadas em genes e proteínas 
relacionadas à modificação e formação da parede celular. 480 spots de proteínas foram 
identificados e classificadas em categorias funcionais, com particular atenção dada às 
proteínas relacionadas ao metabolismo de UDP-açúcares (incluindo a biossíntese de 
celulose), biossíntese de lignina e citoesqueleto. Além disso, a expressão relativa dos 
transcritos relacionados à biossíntese de celulose e lignina, ao metabolismo de pectinas 
e ao citoesqueleto foram analisadas através de PCRsq na madeira controle, de tração e 
oposta. Diversas diferenças no padrão de expressão de genes e proteínas envolvidas 
nas mudanças estruturais e da composição da parede celular secundária em relação à 
madeira normal foram observadas ao longo do período de indução. A deposição da 
camada G foi observada após 60 dias de indução da madeira de tração. através de 
secções transversais coradas com safranina e azul de astra. Ao longo do tempo de 
indução, os resultados sugerem um aumento no fluxo do carbono para a biossíntese de 
lignina na madeira oposta e para a biossíntese de celulose na madeira de tração. 
Assim, este trabalho resultou na caracterização dos perfis de expressão de proteínas e 
genes envolvidos nos mecanismos moleculares da formação da madeira sob estresse 
gravitacional e mais precisamente no remodelamento da parede celular secundária 
durante a formação da camada G. 

Palavras chave: Euca/yptus grandis, madeira de tração, formação da madeira, 

proteoma, PCRsq 
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ABSTRACT 

Differentially expressed proteins identified inthe cambial region of Eucalyptus 
grandis during reaction wood formation 

15 

Wood is a complex and highly variable tissue under developmental and 
environmental control. Usually, a experimental model used to study wood formation is 
the induction of reaction wood formation. Reaction wood is formed to response a 
gravitational stimuli and is associated with an increased growth rate, modified fiber cell 
walls chemistry and structure. The reaction wood formed in the upper side of a bent 
trunk is called tension wood, and that one formed in the lower side is called opposite 
wood. One of the main characteristics of tension wood is the deposition of gelatinous 
layer (G layer) on the secondary cell wall, which is rich in highly crystalline cellulose. 
With the aim to characterize the changes in gene expression and protein profile during 
tenson wood formation in Euca/yptus grandis, 1,8 year-old trees were bent at a fixed 
angle (45°) and samples from the cambial region taken after 15, 30 and 60 days in the 
region of the trunk with the most accentuated curve. Proteins and RNA were extracted 
from the differentiating xylem region of the tension wood and opposite wood and were 
compared to those of normal wood (control) using 2D electrophoresis (LC-MS/MS) and 
sqPCR. The analysis was focused on genes and proteins related to the modification and 
formation of the cell wall. 480 spots of proteins were extracted, identified and classified 
into functional categories, with particular attention to those related to nucleotide sugar 
metabolism (including cellulose), lignin biosynthesis and the cytoskeleton. In addition, 
the relative expression of transcripts related to cellulose and lignin biosynthesis pectin 
metabolism and the cytoskeleton were analyzed by sqPCR in control, tension and 
opposite wood. Several differences in the expression pattern of genes and proteins 
involved in structural and secondary cell wall composition changes were observed when 
compared to normal wood during the induction period. The deposition of G layer was 
observed after 60 days of tension wood induction using transversal sections stained with 
safranin-astra blue. Throughout the induction period, the results suggest an increase in 
the flow carbon for lignin biosynthesis in the opposite wood and for cellulose 
biosynthesis in the tension wood. Therefore, the results of this work characterize the 
protein and gene expression profiles involved in the molecular mechanisms underlying 
wood formation under gravitational stress and, more specifically, in secondary cell wall 
remodeling during G layer formation. 

Keywords: Euca/yptus grandis, tension wood, wood formation, proteome, sqPCR 
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1 INTRODUÇÃO 

Diante de um panorama global desenhado por mudanças climáticas e movido 

pela competição por recursos fósseis cada vez mais escassos, avanços científicos na 

área de biologia de plantas se colocam cada vez mais imperativos. Assim, 

considerando-se questões ambientais, econômicas e até mesmo sociais, significante 

relevância tem sido dada à biomassa produzida pelas árvores. As árvores constituem o 

maior estoque de carbono da biosfera e sempre estiveram atreladas ao 

desenvolvimento da vida do homem, sendo um dos primeiros materiais utilizados pela 

humanidade, como fonte de fibras, energia e estrutura para construções. É nesse 

quadro que o gênero Euca/yptus se insere como uma poderosa fonte de matéria-prima 

para uma diversidade de usos na indústria moveleira, construção civil, geração de 

energia (queima do carvão vegetal), a indústria de papel de celulose, indústrias 

químicas e farmacêuticas e, mais recentemente, para a produção de biocombustível. 

As pesquisas na área florestal estão focadas no melhoramento não somente na 

produção de biomassa, mas também propriedades da madeira e das fibras. A 

silvicultura futuramente se baseará em plantações altamente produtivas para 

multipropósitos específicos. Para isso, questões ligadas à anatomia e física da madeira, 

bem como à composição química já foram bastante descritas, no entanto muito ainda é 

necessário para o entendimento dos mecanismos de regulação do processo da 

formação da madeira (xilogênese). 

A madeira é formada pelo xilema secundário, composto por vasos, fibras e 

células do parênquima, e suas propriedades físico-químicas são derivadas diretamente 

da composição e estrutura das paredes celulares. Durante a xilogênese, células do 

câmbio vascular se dividem dando origem a células iniciais de vasos, fibras e 

parênquima, que sofrem expansão e elongação antes da deposição da parede celular 

secundária e lignificação; a diferenciação das células de vasos e fibras é finalizada com 

a morte celular programada. O xilema é, portanto constituído principalmente por células 

envolvidas por uma parede celular, cuja composição depende dos processos de 
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biossíntese e modificações, dirigidas por genes específicos, além de uma série de 

fatores endógenos e exógenos que podem influenciar na expressão desses genes. 

Dessa forma, o melhor entendimento do funcionamento dos genes envolvidos 

nos diferentes passos que levam à síntese dos componentes da parede celular podem 

indicar pontos chaves de regulação das propriedades da madeira. Nesse sentido, uma 

das primeiras iniciativas para se estudar a regulação da formação da madeira numa 

perspectiva global foi feita por Sterky et aI. (1998) que resultou na produção de mais de 

5.000 ESTs (Expressed Sequence Tags) a partir da região cambial de Popu/us. Da 

mesma forma, Pau x et aI. (2004) desenharam o primeiro perfil transcricional da região 

cambial de uma espécie de Euca/yptus. Já em 2008, Carvalho et aI. descreve o perfil 

transcricional da madeira juvenil de Euca/yptus. O desenvolvimento de projetos genoma 

como de Popu/us (TUSKAN et ai, 2006) e agora de Euca/yptus (em andamento) 

também abre grandes possibilidades de identificação de novos genes e carcaterização 

de perfis transcricionais. 

Apesar da produção de ESTs e análise da abundância de transcritos resultarem 

em grande quantidade de informação, elas não tratam da história completa dos eventos 

moleculares que ocorrem durante a formação da madeira. A maneira ideal é a 

combinação dos dados de transcritos com os de proteínas e metabólitos, pois a 

regulação também ocorre pós-transcricionalmente. Estudos globais de proteínas e 

metabólitos em tecidos do desenvolvimento da madeira são recentes sendo que 

somente alguns exemplos encontram-se na literatura. Exemplos desse tipo de estudo é 

o caso do trabalho de Celedon et ai (2007) que descreve o proteoma da madeira juvenil 

de Euca/yptus, o trabalho de Morris et aI. (2003) que avalia os metabólitos da região 

cambial em Pinus e o estudo de Andersson-Gunneras et aI. (2006) que reuniu em um 

só trabalho dados de transcritoma e metaboloma para a investigação dos principais 

genes envolvidos no processo de formação da madeira de Popu/us. 

A maioria dos trabalhos relacionados ao estudo da xilogênese baseia-se em 

modelos de formação de parede celular, principalmente através da comparação de 

tecidos diferentes como madeira juvenil e madeira adulta (MIJNSBRUGGE et aI., 2000; 

PLOMION et aI., 2006), e sob indução da madeira de tração (ANDERSSON

GUANNERAS et aI., 2006; GION et aI., 2005; PAUX et ai, 2005). A utilização da 
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madeira de reação (tração e oposta) como modelo experimental do processo de 

xilogênese é adotada geralmente por apresentar características físico-químicas e 

anatômicas peculiares. A principal alteração que ocorre na madeira de tração é a 

deposição de uma camada extra na parede celular secundária rica em celulose 

(camada G). São as alterações na composição da parede celular decorrentes dessa 

deposição da camada G, como o alto teor de celulose e baixo teor de lignina e a 

resistência mecânica conferida pelo menor ângulo no arranjo das microfibrilas de 

celulose em relação ao eixo axial das células, que fazem dessa madeira um modelo 

vantajoso no estudo do processo de formação da madeira. De maneira inversa, a 

madeira oposta, geralmente com altos teores de lignina também serve como modelo de 

estudo da biossíntese de lignina. 

Dessa forma, através da utilização do modelo experimental de indução da 

formação da madeira de reação (tração e oposta) e do emprego de uma abordagem 

proteômica juntamente com a utilização da quantificação de transcritos por PCRsq, o 

objetivo do presente trabalho foi o estudo do processo de formação da madeira no que 

diz respeito aos genes responsáveis pelo direcionamento do metabolismo de 

carboidratos para os componentes da parede celular. Ainda mais especificamente, este 

trabalho também teve como objetivo estudar os mecanismos moleculares envolvidos na 

formação da camada G na parede celular secundária das fibras. 



26 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

j 

I 
j 



27 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Biossíntese da Madeira 

O processo de formação da madeira resulta de repetidas divisões celulares que 

ocorrem no meristema lateral, chamado de câmbio vascular, presente em 

dicotiledôneas perenes, e responsável pelo crescimento secundário das árvores 

(LARSON, 1994). Assim, a seqüência de processos que incluem: divisão celular, 

expansão celular (elongação e crescimento radial), deposição da parede celular 

(celulose, hemiceluloses, proteínas), lignificação (biossíntese e deposição) e morte 

celular programada, estão estreitamente relacionados à formação do xilema secundário 

(CHAFFEY, 2001; KALLURI et aI., 2009). 

Durante a xilogênese, ou seja, formação do xilema secundário, as células sofrem 

diversas mudanças no formato, na estrutura e na composição química. Estas mudanças 

fazem com que a madeira tenha uma composição celular bastante diversificada que 

depende não somente do estádio de desenvolvimento individual de cada célula, mas 

também das perturbações abióticas, bióticas ou genéticas (MEGRAW, 1985). 

A complexidade da madeira está associada aos diferentes polímeros orgânicos 

que a compõem, presentes na parede celular, e também à maneira como estes 

polímeros são organizados. Dentre os polímeros mais abundantes, tem-se a celulose, 

as hemiceluloses e a lignina, que correspondem a aproximadamente 45-50%, 20-25% e 

25-35% da estrutura da madeira, respectivamente. Além desses polímeros, há uma 

pequena porcentagem que corresponde às proteínas presentes também na parede 

celular e outras substâncias químicas, os extrativos, que compreendem resinas, 

taninos, óleos, gomas, compostos aromáticos e sais de ácidos orgânicos (PLOMION et 

aI., 2001). 

2.1.1 Atividade do Câmbio Vascular 

O câmbio vascular é um meristema secundário derivado do procâmbio que, por 

sua vez, desenvolve-se a partir do meristema apical (LARSON, 1994). É um tecido 
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complexo composto de dois tipos morfológicos de células: as iniciais radiais e as iniciais 

fusiformes, que se dividem repetidamente em direção à medula, dando origem ao 

xilema, e em direção à casca dando origem ao floema. Dessa forma, a cada divisão das 

células, uma célula permanece com características meristemáticas, enquanto que a 

outra, se torna uma célula mãe do xilema ou floema (LARSON, 1994). 

As células-mãe xilemáticas apresentam atividade de divisão muito mais intensa 

que as células-mãe do floema, o que explica a considerável desproporção entre os 

tecidos do xilema e floema (PLOMION et aI., 2001). 

As células iniciais fusiformes apresentam 90% de divisões periclinais (plano 

tangencial) produzindo, na parte interna, os elementos da madeira: elementos de vaso, 

células associadas aos vasos, parênquima axial e fibras em dicotiledôneas e, na parte 

externa, as células do floema, células companheiras, parênquima axial e fibras. Já as 

células iniciais radiais, estão envolvidas principalmente na produção dos raios, que são 

essenciais na translocação de nutrientes entre floema e xilema (TAIZ; ZEIGER, 2004; 

MELLEROWICZ, et ai, 2001). 

A alta taxa de atividade metabólica do processo de formação de novas células na 

região cambial necessita também de uma excepcional rapidez na biossíntese da lamela 

média, membrana plasmática e parede celular primária. Este crescimento rápido faz o 

tecido cambial ser a mais rica fonte de transcritos e proteínas. (CATESSON, 1990; 

MELLEROWICZ et ai, 2001). 

2.1.2 Estádios de Diferenciação no xilema 

A diferenciação das novas células do xilema consiste de quatro etapas: 

expansão celular, síntese de parede celular, lignificação e morte celular programada 

(LARSON, 1994) (Figura 1). 

Depois que as células-mãe do xilema deixam o meristema, elas começam a se 

expandir longitudinalmente e radialmente até atingirem o tamanho final durante a 

formação da parede primária. As xiloglicanas endotransglicosilases, endoglicanases, 

expansinas, pectina metil esterases, e pectinases são as determinantes primárias 

durante o processo de expansão celular. (SAMUELS et aI., 2006). É nesta fase em que 

os elementos de vaso e fibras mostram claras diferenças morfológicas. Mecanismos 
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que regulam diferencialmente a pressão de turgor e/ou a plasticidade das células 

devem existir, pois o grau de expansão varia entre as células. Inúmeras observações 

em árvores dicotiledôneas, incluindo Populus, indicam que mudanças na quantidade e 

composição de pectinas estão relacionadas à expansão radial de células (CATESSON; 

ROLAND, 1981; BARNETT, 1992; VERHERTBRUGGEN; KNOX, 2006). 

Uma vez completada a expansão, a síntese de parede celular secundária é 

iniciada, através de uma coordenada expressão de inúmeros genes especificamente 

envolvidos na biossíntese e organização dos quatro principais componentes: 

polissacarídeos (celulose e hemiceluloses), ligninas e outros compostos solúveis 

(flavonóides, taninos e terpenóides), e insolúveis (pectinas e proteínas de parede) 

(MELLEROVICZ; SUNDBERG, 2008). 

Quando a lignificação é finalizada, os elementos de vaso progridem para a morte 

celular programada, durante a qual há perda de todo o conteúdo celular levando à 

formação de uma unidade contínua de vasos condutores do xilema (GROOVER; 

JONES, 1999). 
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Figura 1 - Etapas da diferenciação do xilema e visão esquemática da região cambial (Schrader, 2004) 
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2.1.3 Estrutura da Parede Celular 

A parede celular é composta de várias camadas que são produzidas em 

diferentes períodos durante a diferenciação celular. A primeira camada a se 

desenvolver depois da divisão celular é chamada de lamela média e é responsável pela 

adesão entre as células vizinhas. A lamela média é composta principalmente de 

substâncias pécticas e lignina que pode ser incorporada durante o período de 

diferenciação (PLOMION et ai, 2001). 

No começo da diferenciação celular, a parede celular primária (Figura 2) é 

formada, sendo composta basicamente de três polissacarídeos (celulose, hemicelulose 

e pectina) estruturalmente interligados e por proteínas de parede (CARPITA; GIBEAUT, 

1993). 

A parede celular primária possui diversas camadas de microfibrilas de celulose 

arranjadas aleatoriamente. As substâncias pécticas, ligninas e hemiceluloses podem 

ser encontradas entre as microfibrilas (FUNADA, 2000). Essas microfibrilas de celulose, 

sintetizadas na membrana plasmática, são estruturas relativamente rígidas que 

contribuem para a resistência e predisposição estrutural das células (REITER, 2002). 

As hemiceluloses são sintetizadas no Complexo de Golgi e caracterizam-se por 

serem polissacarídeos flexíveis que se ligam à superfície da celulose. Diversas 

hemiceluloses são encontradas na parede celular, entretanto, na parede primária das 

dicotiledôneas, a mais abundante é o xiloglucano, presente em proporções 

semelhantes à celulose (REITER, 2002). 

Já as pectinas, sintetizadas também no complexo de Golgi, incluem vários tipos 

diferentes de polissacarídeos ricos em ácido galacturônico. Esses são responsáveis 

pela formação de uma estrutura gelatinosa na qual está implantada a rede celulose

hemicelulose. Dessa maneira, atuam como um preenchimento hidrofílico, impedindo a 

agregação e o colapso da rede de celulose (REITER, 2002). 
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Figura 2 - Representação esquemática da parede celular primária, mostrando a interação dos constituintes 
(celulose, hemicelulose e pectina) . Estrutura originalmente proposta por McCann e Roberts 
(1992) 

À medida que o desenvolvimento celular atinge o tamanho definitivo, uma nova 

camada é formada no interior da parede primária celular, que é a camada mais 

importante para a célula no que diz respeito à força mecânica (PLOMION et ai, 2001). 

Esta nova camada, denominada parede celular secundária (Figura 3), é dividida em três 

camadas diferentes, 81, 82 e 83 (TIMELL, 1986). Cada uma dessas é composta por 

microfibrilas de celulose alinhadas ordenadamente e arranjadas paralelamente, 

diferindo nessa ordenação de uma camada S para outra. Hemiceluloses e lignina estão 

também presentes em cada uma dessas camadas. 

A camada 81 é a mais fina (0,1-0,35IJm) e representa apenas 5-10% da 

espessura da parede celular total. Nessa camada, o ângulo microfibrilar é de 60-80° 

em relação ao eixo da célula. Já a camada 82, é a mais espessa (1-10lJm) e representa 

75-85% da espessura total da parede celular, com ângulo microfibrilar variando entre 

5-30° em relação ao eixo da célula. A orientação microfibrilar na camada 82 pode 

influenciar grandemente as propriedades físicas e mecânicas da célula. A camada mais 

interna da parede celular secundária, 83, é relativamente fina (0,5-1,1 OlJm), com 

microfibrilas arranjadas paralelamente com ângulo variando entre 60-90° em relação ao 

eixo celular (CHAFFEY et alo, 1997; FUNADA, 2000). 
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Microfibrilas 
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Parede Celular 
Primária 
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Figura 3 - Representação esquemática tridemensional da parede celular secundária de uma célula 
xilemática, mostrando as camadas 81, 82 e 83 da parede secundária, bem como a Iam ela 
média e parede primária. O alinhamento das microfibrilas aparece irregular (como na parede 
primária) ou inclinado em relação ao eixo da célula (camadas 81, 82 e 83). Retirado de 
Plomion et ai, 2001 

2.2 Biossíntese dos componentes da parede celular 

Os próximos subitens abordam alguns aspectos da biossíntese dos 

componentes da parede celular (lignina, celulose e hemicelulose) durante o processo 

da formação da madeira, ou mais precisamente, durante a diferenciação das células 

xilemáticas. 

2.2.1 Precursores dos carboidratos da parede celular 

A maior parte dos produtos fotoassimilados das plantas superiores são 

direcionados através das vias de interconversão de carboidratos nucleotídicos 

(açúcares-NDP) até chegar à composição da parede celular. A fixação de carbono nos 

c1oroplastos conduz à formação de frutose-6-fosfato como primeira hexose a partir da 

qual, através da ação de diversas isomerases e mutases, resultam na glicose-1-fosfato 

e manose-1-fosfato, que por sua vez, com a atuação de pirofosforilases citosólicas, 

resultam nos açúcares UDP-D-glicose e GDP-D-manose (REITER, 2008). Todos os 

precursores da parede celular são derivados desses dois açúcares nucleotídicos, via 

uma série de reações catalisadas por 4-epimerases, 3,5-epimerases, 4-redutases, 4,6-

desidratases, desidrogenases e carboxilases (REITER, 2001; SEIFERT, 2004). 
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UDP-D-glicose é um dos precursores mais importantes dos carboidratos da 

parede celular (GIBEAUT, 2000), é formado pela reação (sacrose + UDP ---? UDP

glicose + frutose), catalisada pela sacarose sintase (EC 2.4.1.13) (SUSY), ou pela UDP

glicose pirofosforilase (EC 2.7.7.9) (glicose-1-P + UTP ---? UDP-D-glicose + PP) (Figura 

4). Os cDNAs para ambas as enzimas foram identificados na região cambial de Popu/us 

(STERKY et a!., 1998) e de Euca/yptus (CARVALHO et a!., 2008), evidenciando a 

importante função dessas enzimas na formação da parede celular secundária do 

xilema. Além disso, a atividade enzimática da SUSY no xilema em desenvolvimento foi 

correlacionada com a intensidade de formação da parede celular no xilema de Popu/us 

(SAUTER, 2000). 

A UDP-glicose desidrogenase (EC 1.1.1.22), que converte UDP-D-glicose em 

UDP-D-glucuronato (Figura 4), é uma enzima chave que regula o fluxo de UDP-glicose 

para a produção de pectinas e hemiceluloses. Isso porque o UDP-glucuronato 

resultante dessa reação é substrato para as reações de diversas outras enzimas 

envolvidas na síntese desses componentes (TENHAKEN; THULKE, 1996). A presença 

de transcritos de UDP-glicose desidrogenase em tecidos do câmbio sob baixa atividade 

comparada a outras enzimas responsáveis por reações subseqüentes da mesma via de 

interconversão de açúcares, indica que essa enzima pode ser considerada essencial na 

regulação da síntese dos polissacarídeos da matrix (DALESSANDRO; NORTHCOTE, 

1977; CARVALHO et a!., 2008). O UDP-glucuronato pode ser produzido pela ação da 

UDP-glicose desidrogenase ou alternativamente, pela oxidação do mio-inositol através 

da ação da mio-inositol oxigenase (EC 1.13.99.1). No entanto, a via da UDP-glicose 

desidrogenase parece ser preferida, pois nenhuma enzima da via do mio-inositol foi 

identificada na região cambial de Euca/yptus (CARVALHO et a!., 2008). Seitz et a!. 

(2000) demonstrou a predominância da UDP-glucose desidrogenase nos meristemas, 

raízes e tecidos vasculares de Arabidopsis, enquanto que a via da oxidação do mio

inositol esteve predominante em cotilédones e hipocótilos. 

As interconversões de açúcares incluem reações de desidrogenação, 

descarboxilação e epimerização. Dessa maneira, foram encontradas enzimas 

envolvidas em algumas dessas reações em tecidos da formação da madeira de 

Popu/us (STERKY et ai, 1998) e Euca/yptus (CARVALHO et a!., 2008), assim como 
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também a atividade enzimática de UDP-D-galactose 4-epimerase (EC 5.1.3.2), UDP-L

arabinose epimerase (EC 5.1.3.5) e UDP-D-glucuronato descarboxilase (EC 4.1.1.35) 

que foram detectadas na região cambial de P. x euroamericana cv. Robusta 

(DALESSANDRO; NORTHCOTE, 1977). 

Várias glicosiltransferases também foram identificadas em Populus (GEISLER

LEE et aI., 2006). Essas enzimas encontram-se ligadas à membrana do Golgi e estão 

envolvidas na síntese de componentes da matrix da parede celular (PERRIN et ai, 

2001; SCHEIBLE; PAULY, 2004). 
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Figura 4 - Reações de interconversões de açúcares-UDP, síntese de celulose, hemiceluloses e pectinas 

2.2.2 Metabolismo de carboidratos durante a construção da parede celular 

primária 

A parede primária de células em crescimento é composta por microfibrilas de 

celulose cristalinas embebidas em uma matrix de polissacarídeos complexos (pectinas 
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e hemiceluloses) (COSGROVE, 2005). A celulose é sintetizada por complexos 

enzimáticos de celulose sintases (CESAs) na membrama plasmática, enquanto que os 

polissacarídeos da matrix são sintetizados no Complexo de Golgi (LEROUXEL et ai, 

2006). 

Cada microfibrila de celulose é formada a partir do empacotamento e 

cristalização de várias cadeias de (1 ,4)-~-D-glicanas, cada uma dessas formada por 

uma proteína CESA presente no complexo hexamérico (COSGROVE, 2005). Em 

Arabidopsis tha/iana foram encontrados dez genes codificadores de celulose sintases 

(CESA), três deles fazem parte da biossíntese da parede primária (CESA 1, CESA3 e 

CESA6) e outros três da parede secundária (CESA4, CESA7 e CESA8) (ARIOLl et ai, 

1998). Em Popu/us, o gene PtGesA 1 se expressa durante o desenvolvimento da parede 

secundária do protoxilema, metaxilema e xilema secundário, mas sua expressão não foi 

detectada em fibras do floema que também produzem parede celular secundária (WU et 

ai, 2000). Em eucalipto, seis genes codificadores de CESAs envolvidos na biossíntese 

da parede primária (CesA4, CesA5 e CesA6) e secundária (CesA1, CesA2 e CesA3) 

foram detectados (RANIK; MYBURG, 2006). 

Além das celuloses sintases, a endoglicanase KORRIGAN (KOR) também é 

requerida durante o processo de formação da celulose (Figura 5). Esta endoglicanase 

encontra-se ligada à membrama, mas não associada ao complexo de CESAs (Figura 

5). Postula-se que a endoglicanase KOR esteja envolvida na remoção do presursor ~

esterol-glicosídeo do final do processo de formação das novas cadeias de glicanas 

durante a síntese de celulose (PENG et ai, 2002). Esse ~-esterol-glicosídeo é 

considerado um primer para a elongação da cadeia de glicanas. O único problema com 

esse modelo de ação da KOR proposto por PENG et aI. (2002) está no fato de que o 

sítio catalítico da KOR predito encontra-se do lado de fora da membrana plasmática 

enquanto que os sítios catalíticos das CesAs encontram-se no citoplasma, ou seja, no 

interior da célula. Portanto, novos experimentos ainda são requerios para dar suporte a 

essa teoria (JOSHI et ai, 2004). MOLHOJ et aI. (2002) propuseram que KOR teria uma 

função diferente como editor da elongação da cadeia de glicanas na parte externa da 

membrana plasmática, removendo cadeias de glicanas defeituosas do arranjo de 

microfibrilas. Nesse caso, KOR possui uma função importante na síntese de celulose, 
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mas o mecanismo exato de como esse processo ocorre, precisa ainda ser decifrado 

(JOSHI et ai, 2004). 

M icrofibrilas 

MP 

Micmtúbulos 

SUSy 

Sacarose 

+ UOP 

t 
Figura 5 - Modelo atual da biossíntese de celulose em plantas. Sacarose sintase (SUSY) associada à 

membrana plasmática (MP) canaliza o substrato UDP-glicose (UDPG) para o complexo de 
celulose sintases (CESA) formando a cadeia de glicanas, ao mesmo tempo ocorre a 
reciclagem da (UDP) para nova ação da SUSY. As rosetas de CESA podem estar se 
movendo ao longo da MP com a ajuda dos microtúbulos. As cadeias de glicanas se arranjam 
em microfibrilas, enquanto que a celulase KORRIGAN (KOR) trabalha editando e 
monitorando esse processo (Retirado de JOSHI et ai, 2004) 

Ao contrário da celulose, os polissacarídeos da matrix são sintetizados no 

Complexo de Golgi e empacotados em vesículas que se fundem com a membrana 

plasmática e então secretam os polissacarídeos para a parede celular. Esses 

polissacarídeos são integrados na parede celular através de interações físicas e 

ligações enzimáticas (COSGROVE, 2005). As glicosiltransferases são responsáveis 

pela síntese desses polissacarídeos e as hidrolases, esterases e liases pela 

modificação dos mesmos. Mais de 1600 genes codificadores de enzimas carboidrato

ativas (CAZymes) em Populus trichocarpa foram identificados, anotados e agrupados 

em famílias de glicosiltransferases, glicoside hidrolases, carboidrato esterases, 

polissacarídeos liases e expansinas (GEISLER-LEE et ai, 2006). 

A família cellulose synthase-like (CSL), inclui genes que possuem motivos 

característicos de glicosiltransferases, mas também possuem no final da cadeia 
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domínios de dedo de zinco, característicos de CESA. Por essas semelhanças, as 

proteínas CLS são consideradas responsáveis pela síntese de I3-D-glicanas no 

Complexo de Golgi, que irão formar o esqueleto das hemiceluloses como xilogucanas, 

xilanas e mananas (COSGROVE, 2005; DHUGGA et ai, 2004). Outras sintases são 

requeridas na biossíntese dos polissacarídeos de matrix, assim como outras 

glicosiltransferases são importantes na adição de cadeias no esqueleto de glicanas 

(SCHEIBLE; PAULY, 2004). 

2.2.3 Metabolismo de carboidratos durante a expansão celular 

Durante o desenvolvimento das células, a parede celular está sujeita a um 

estresse de tração (equivalente a 100-1000 atmosferas) (COSGROVE, 2005). Essa 

tração ocorre devido ao estiramento dos polímeros à medida que resistem à pressão de 

turgor fornecendo a energia mecânica requerida para a extensão da parede celular. 

Assim, através de um mecanismo de deslizamento de polímeros cuidadosamente 

controlado, as microfibrilas e polissacarídeos da matrix lentamente deslizam na parede 

celular aumentando sua área superficial. Dessa forma, as paredes celulares 

irreversivelmente se estendem, sem que ocorra nenhum dano fatal à célula (MARGA et 

aI., 2005). Para que isso ocorra, a expansão celular deve ser ligada ao processo de 

síntese e integração de novos polímeros da parede para prevenir a diminuição da 

espessura nos pontos de instabilidade mecânica (COSGROVE, 2005). 

O afrouxamento da parede se refere à modificação molecular que ocorre na rede 

de polissacarídeos da parede celular que resulta em um relaxamento que diminui a 

tração. Os agentes envolvidos neste afrouxamento incluem as expansinas, xiloglicanas 

endotransglicosilases/hidrolases e endo-(1,4)-I3-D-glicanase (COSGROVE, 2005; 

CARPITA; GIBEAUT, 1993). 

As microfibrilas de celulose cobertas por xiloglicanas e ligadas também por 

pontes de xiloglicanas, formam o principal componente da parede primária de 

dicotiledôneas (CARPITA; GIBEAUT, 1993). Portanto, para que ocorra a expansão da 

parede celular é necessário que haja a quebra das pontes entre as xiloglicanas e/ou a 

quebra das pontes de hidrogênio da interação entre xiloglicanas e celulose, de forma a 

remodelar a arquitetura da parede celular (McCANN; CARPITA , 2008). 
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As expansinas são proteínas que se encontram ligadas à parede celular e estão 

envolvidas na quebra das pontes de hidrogênio entre as microfibrilas de celulose e as 

xiloglicanas (MELLEROWICZ et aI, 2001), mas não estão envolvidas diretamente na 

hidrólise de celulose. No entanto, sinergisticamente promovem a hidrólise de celulose 

pelas celulases, pois expõem as glicanas na superfície das microfibrilas de celulose 

permitindo assim, o fácil ataque enzimático (McOEEN-MASON; COSGROVE, 1995). 

EST s para dois genes codificadores de expansinas foram identificados em abundância 

em bibliotecas de câmbio de Pinus, ambas correspondendo a a-expansinas 

(MELLEROWICZ et ai, 2001). 

Diversas funções têm sido atribuídas às xiloglicanas 

endotransglucosilases/hidrolases (XTHs), como por exemplo, o relaxamento (FRY et ai, 

1992), fortalecimento da parede (ANTOSIEWICZ et ai, 1997; BAUMANN et aL, 2007), 

integração de novas cadeias de xiloglicanas na parede (THOMPSON; FRY, 2001) , 

amolecimento de frutos (REDGWELL; FRY, 1993; SALADIE et aL, 2006) e hidrólise de 

xiloglicanas (FARKAS et ai, 1992) e, particularmente durante a formação do xilema 

(BOUROUIN et ai, 2002; MATSUI et ai, 2005; PIENS et aL, 2007). 

As xiloglicanas endotransglicosilases (XETs), especificamente, quebram o 

esqueleto de xiloglicanas e religam novas cadeias de xiloglicanas através de ligações 

glicosídicas no final da cadeia livre. Em uma biblioteca de câmbio de Populus, três 

cDNAs codificadores das XETs foram encontrados (MELLEROWICZ et ai, 2001), em 

outro trabalho com Eucalyptus (CARVALHO et aL, 2008) um cDNA foi encontrado para 

esse gene. Já durante a formação da madeira de tração em Populus, esse mesmo 

gene apresentou um aumento de expressão significativo (ANDERSSON-GUNNERAS et 

aL, 2006). A expressão dos genes da família das XTHs é alta em regiões de ativa 

formação de parede celular, que são as regiões de elongação celular e regiões em que 

a deposição da parede continua depois que a expansão da célula cessa ou onde outras 

formas de remodelamento da parede ocorrem (HYODO et ai, 2003; YOKOYAMA et ai, 

2004; ANTOSIEWICZ et al,1997). 

As endoglicanases são enzimas que catalisam a endo-hidrólise de 1 ,4-J3-D

glucana. Podem estar envolvidas na degradação de celulose não-cristalina (OHMIYA et 

aL, 2003) ou na biossíntese de celulose durante o crescimento (DEL CAMPILLO, 1999). 
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OHMIYA et ai (2003) examinaram duas dessas enzimas em Populus (PopCel1 e 

PopCel2) e apresentaram indiretamente evidências de que essas enzimas digeriam 

regiões de celulose não-cristalina. A superexpressão de PopCe/1 em Arabidopsis 

thaliana resultou em aumento do crescimento da planta e extensibilidade das células. 

Já a supressão antisense dessas enzimas em Populus resultou na diminuição do 

crescimento das folhas em mais de 32% (OHMIYA et aI., 2003). 

Outro ponto importante a ser considerado no desenvolvimento do xilema é o 

metabolismo de degradação das pectinas. As pectinas são responsáveis pela 

porosidade e adesão celular. Portanto, a degradação das pectinas resulta em paredes 

mais acessíveis às enzimas modificadoras (CARPITA; GIBEAUT, 1993). Em Zinnia, a 

pectato liase (ZePel) foi encontrada associada ao tecido vascular através da técnica de 

hibridização in situ e seu genes foi altamente expresso em cultura de células 

xilemáticas na fase inicial do desenvolvimento antes da formação da parede secundária 

(DOMINGO et ai, 1998). Outra enzima importante é a endopoligalacturonase 

(pectinase) encontrada também em bibliotecas de xilema e câmbio, bem como na 

madeira de tração de Populus (MELLEROWICZ et ai, 2001; ANDER880N-GUNNERA8 

et aI., 2006). Portanto, as enzimas envolvidas na degradação de pectinas estão 

associadas à tecidos sob alta atividade de crescimento e expansão celular. 

2.2.4 Biossíntese de lignina 

A lignificação é um dos estadios finais da diferenciação xilemática, quando a 

lignina é depositada entre a matrix de carboidratos da parede celular preenchendo os 

espaços interlamelares e formando ligações químicas com carboidratos não-celulósicos 

(DONALD80N, 2000). A lignificação começa nos cantos da lamela média e regiões da 

camada 81 da parede celular, e se difunde pela parede secundária até o lúmen. A 

lignificação da Iam ela média e da parede celular primária se inicia depois de começada 

a formação da parede celular secundária, enquanto que a lignificação da parede celular 

secundária geralmente ocorre quando a formação da parede celular secundária está 

completa (DONALD80N, 1992 e 2000). 

Atualmente a lignina é considerada como sendo o segundo biopolímero mais 

abundante da Terra, representando uma reserva significativa de carbono na biosfera 
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(BOUDET et aL, 2003). É responsável pela resistência mecânica da planta, permitindo o 

transporte de água e minerais através do xilema sob pressão negativa sem que ocorra 

o colapso do tecido (JONES et aL, 2001). 

A lignina é resultado da polimerização de subunidades monoméricas conhecidas 

como monolignóis sintetizados no citoplasma (Golgi e retículo endoplasmático) e 

liberados na parede celular através de vesículas (DONALDSON, 2001). Monolignóis 

são compostos C3 - C6 fenilpropanólicos. Três monolignóis diferentes podem ser 

incorporados para formar a molécula de lignina: álcool D-coumaril, álcool coniferil e o 

álcool sinapil, dando origem às unidades p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S), 

respectivamente (BOERJAN et aL, 2003). Algumas enzimas presentes na parede 

celular, como as peroxidases e oxidases, são fundamentais na polimerização dos 

monolignóis (ROGERS; CAMPBELL, 2004; CARVALHO et aL, 2008). A atividade 

oxidase está associada aos estádios iniciais da lignificação e a atividade peroxidase 

aos estádios finais (STERJIADES et aL, 1993). 

Os precursores de lignina são produzidos a partir da via dos fenilpropanóides, 

que se inicia com a desaminação da fenilalanina pela enzima fenilalanina amônia liase 

(PAL), gerando ácido cinâmico. Este ácido é então, convertido a ácido coumárico 

através de uma segunda enzima denominada cinamato 4-hidroxilase (C4H) e, em 

seguida, encaminhado para a síntese de tioésters, precursores dos monolignóis. Na 

sequência da via de produção da lignina, o gene da enzima 4-coumarato: coenzima A 

ligase (4CL) produz tioésteres-CoA a partir de ácidos hidroxicinâmicos (CARVALHO et 

aL,2008). 

As enzimas PAL, C4H e 4CL estão presentes em plantas como pequenas 

famílias gênicas com isoformas que exibem expressão tecido-específica e que vem 

sendo correlacionadas a funções distintas no metabolismo dos fenilpropanóides em 

cada tecido (KAO et aL, 2002; RAES et aL, 2003; LU et aL, 2006). Embora estas 

enzimas realizem reações centrais do metabolismo dos fenilpropanóides, já que 

catalisam os passos iniciais da via, nenhuma alteração nos seus níveis de expressão 

da maioria desses genes foi observada durante a formação da madeira de tração 

(caracterizada pela redução no conteúdo de lignina) em Populus. Ao contrário, foram 

observadas reduções no número de transcritos para as enzimas que catalisam passos 
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posteriores, específicos em cada braço da via que leva à formação das subunidades H, 

S e G de lignina. Esses genes são ácido cafeil-O-metiltransferase (COMT), cafeil-CoA 

O-metiltransferase (CCoAOMT), S-adenosil metionina sintase (SAMS) e lacase 

(ANDERSSON-GUNNERAs et alo, 2006). 

O último passo na síntese de lignina é o da polimerização dos monolignóis que 

pode ser conduzida por peroxidases e/ou lacases (BAUCHER et alo, 2003). Nenhuma 

redução significativa na expressão de peroxidases foi observada em madeira de tração 

no caso de Populus, enquanto o gene lac3 para lacase foi co-regulado com genes 

envolvidos na biossíntese de lignina (ANDERSSON-GUNNERAS et aI., 2006). Embora 

a construção antisense desse mesmo gene lac3, não tenha afetado o teor de lignina em 

Populus (RANOCHA et alo, 2002). Esses resultados demonstram que os genes 

envolvidos nas etapas finais da lignificação não são tão importantes na regulação do 

processo quanto àqueles genes OMTs (COMT, CCoAOMT, SAMS), envolvidos na rota 

de metilações dos monolignóis. 

A biossíntese de lignina corresponde a uma via metabólica bastante complexa e 

sujeita a diversos níveis de regulação, sendo a regulação transcricional considerada a 

mais comum (ROGERS; CAMPBELL, 2004). 

2.2.5 Regulação da biossíntese do xilema secundário 

Embora muitos genes envolvidos no processo de formação do xilema secundário 

tenham sido catalogados, os mecanismos regulatórios responsáveis por esses 

processos ainda não são totalmente claros. Sabe-se que sinais celulares e ambientais 

estão envolvidos na regulação da formação da madeira (McCARTHY et aI., 2009) 

Os fitormônios são importantes moléculas de sinalização que atuam na iniciação 

do procâmbio, na divisão celular, expansão da parede primária e formação da parede 

secundária (SUNDBERG et ai, 2000). Recentes trabalhos demonstraram a existência 

de um gradiente de auxina (ácido endole-3-acético-IM) durante o desenvolvimento do 

tecido vascular em Pinus e Populus. Outros hormônios, além das auxinas, têm sido 

relacionados com a xilogênese interagindo com IM de modo sinergístico (giberelinas, 

citoquininas e etileno) ou de uma maneira inibitória (ácido absísico) (MAURIAT; 

MORITZ, 2009;; PESQUET et aI., 2005; NILSSON et aI., 2008). 
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Além das moléculas sinalizadoras (os fitormônios), os fatores de transcrição 

exercem determinantes alterações no padrão de expressão dos genes. Considerável 

progresso tem sido feito no entendimento do funcionamento de fatores de transcrição 

que controlam genes da lignificação (LACOMBE et alo, 2000; SABLOWSKI et al,1994; 

TAMAGNONE et ai, 1998; PATZLAFF et ai, 2003; ROGERS et ai, 2004).Outros 

trabalhos também demonstram que fatores de transcrição fibra-específicos, como NAC 

e SND1, são essenciais na deposição da parede celular secundária de fibras 

xilemáticas, mas não nos vasos condutores (ZHONG et ai, 2006; MITSUDA et ai, 2007). 

Fatores de transcrição como MYB e UM, envolvidos na regulação de alguns genes 

responsáveis pela lignificação, também têm sido identificados (CARVALHO et alo, 2008; 

PAUX et alo, 2005; McCARTHY et alo, 2009). 

OH et alo (2003), utilizando microarranjos em xilema de Arabidopsis thaliana, 

fizeram a importante observação de que uma série de fatores de transcrição 

encontraram-se superexpressos no xilema secundário quando comparado ao xilema 

primário. Esta observação levou os autores a concluírem que o crescimento secundário 

em plantas é função da regulação da expressão gênica e não da presença de genes 

estruturais diferenciados nas plantas lenhosas, o que torna possível a indução do 

crescimento secundário em espécies não lenhosas. 

Uma família de microRNAs (miRNAs) também foi bastante estudada como 

reguladores da diferenciação vascular através da clivagem de transcritos em 

Arabidopsis thaliana de cinco genes HD-ZIP (class 111 homeodomain-Ieucine zipper). 

Estes genes possuem complementariedade com a família miR165/166, o que resulta 

em clivagem dos transcritos e consequentemente modulação da expressão dos 

mesmos (EMERY et ai, 2003; JUAREZ et ai, 2004, revisado por U et alo, 2006). 

2.3 Madeira de Reação 

A madeira de reação possui características anatômicas e químicas diferentes da 

madeira normal. A formação deste tipo de madeira ocorre em resposta à inclinação de 

troncos e galhos, causada naturalmente pelo efeito do vento contínuo ou carga de neve 

(JOUREZ et alo, 1997). O deslocamento dos troncos ou galhos fora de seu ponto de 

equilíbrio faz com que seja necessário o surgimento de um suporte de resistência. Este 
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suporte é conseguido devido às alterações que ocorrem na estrutura e composição do 

xilema secundário sendo definido como madeira de reação (WILSON; ARCHER, 1977). 

O estímulo inicial para a formação da madeira de reação pode ser um estresse 

de compressão ou tração sobre as células do xilema que promovem alterações 

anatômicas e químicas na parede das células a fim de que o tronco suporte uma certa 

orientação. Parece que a gravidade define uma direção de referência que permite que 

as plantas se orientem no espaço (JOUREZ et aI., 2001). 

Os tipos de madeira de reação formadas em gymnospermas e angiospermas 

são diferentes. Em gimnospermas, é denominada de madeira de compressão e é 

formada na parte interna da inclinação, já nas angiospernias é denominada de madeira 

de tração, sendo formada no lado externo à inclinação do tronco, onde os tecidos são 

mantidos sob tração (Figura 6). 

Tração 

Figura 6 - Exemplo da atuação das forças de compressão e tração em uma madeira em resposta à 
inclinação 

A formação da madeira de reação é freqüentemente acompanhada de um 

crescimento mais acentuado em diâmetro do caule ou galho, enquanto que do lado 

oposto esse crescimento é inibido, provocando assim uma ecentricidade (PILATE et aI., 

2004; TIMELL, 1986). 

Do lado oposto à formação da madeira de reação, seja ela de compressão ou de 

tração, ocorre a formação da chamada madeira oposta, que se apresenta estrutural e 

quimicamente diferente da madeira normal e da madeira de reação. Geralmente a 

madeira normal é considerada como uma "intermediária" em relação as suas 

características entre a madeira de reação e oposta (WILSON; ARCHER, 1977). Timell 
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(1973) sugeriu que há um gradiente contínuo das características da madeira oposta 

para a normal e para a madeira de reação. 

2.3.1 Indução da formação da madeira de reação 

Diversos são os estímulos inicias para a formação da madeira de reação. Como 

já discutimos, os estresses de compressão e tração são os estímulos inicias candidatos 

à formação da madeira de compressão e de tração, respectivamente (DU; 

YANOMOTO, 2007; TIMELL, 1986). As primeiras publicações de Cieslar (1896, citado 

por TIMELL, 1986) e Hartig (1896, citado por TIMELL, 1986) consideram a madeira de 

compressão como sendo um tecido de fortalecimento causado principalmente pela 

pressão exercida pelo vento no caule de gymnospermas. No entanto, experimentos 

feitos por Hartig (1981) e Jaccard (1938, revisado por SCURFIELD, 1973), mostraram 

que a gravidade seria responsável pela formação da madeira de reação. Jaccard (1938, 

revisado por SCURFIELD, 1973) demonstrou que a madeira de reação formada em 

galhos dobrados, depende da posição dos mesmos no caule, e não necessariamente 

do estresse de tensão ou de compressão (revisado por SCURFIELD et aI., 1973). 

Outros pesquisadores (HARTMANN, 1942; SCOTT; PRESTON, 1955) comprovaram a 

indução da formação da madeira de compressão através de experimentos de 

centrifugação que serviram como um estímulo de hipergravidade. 

Não obstante, muitos resultados que implicam em estresses mecânicos também 

foram responsáveis pela indução da formação da madeira de reação (ONAKA, 1935; 

SINNOTT, 1952). KWON et aI. (2001) utilizaram a tecnologia da NASA para obter 

evidências de que o estresse mecânico de inclinação é o responsável inicial pela 

formação da madeira de compressão. O experimento foi realizado em um ambiente de 

microgravidade na 8pace 8huttle Columbia (Life e Microgravity Mission 8T8-78) e 

mostrou que a madeira de compressão foi formada em plântulas de gymnospermas 

inclinadas sob um ângulo de 45º. 

Até agora, nenhuma hipótese parece esclarecer de fato qual é o estímulo que 

desencadeia a formação da madeira de reação. Porém, a idéia de que a formação da 

madeira de reação ocorre devido à tendência que a árvore possui em se reorientar no 
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espaço é consistente com as observações feitas e nos fornece um modelo prático para 

a indução, mesmo não especificando o tipo de estímulo. 

Além dos estímulos gravitacionais ou mecânicos, um mecanismo interno pode 

controlar a formação da madeira de reação. É o que acontece quando, por exemplo, o 

broto apical de uma árvore é removido e um galho adjacente se inclina devido à 

formação da madeira de reação para ocupar o espaço cedido pela remoção do broto 

(WESTING et ai, 1965). 

2.3.2 Fitormônios e a formação da madeira de reação 

Os fitormônios por muito tempo vêm sendo estudados como reguladores chave 

do processo de xilogênese (revisado por SUNDBERG et ai, 2000; MELLEROWICZ, 

2001). Em plantas transgênicas de Populus com modificações no metabolismo de 

auxinas, a formação da madeira apresentou-se alterada (TUOMINEN et ai, 1995). Uma 

concentração radial de auxina na região cambial foi associada à regulação do 

desenvolvimento do xilema e, particularmente, à duração da expansão celular das 

fibras (TUOMINEN et alo, 1997). 

A atuação dos fitormônios, principalmente as auxinas, na formação da madeira 

de reação também têm sido extensivamente estudada. Postulou-se que a madeira de 

compressão formada no lado inferior à inclinação de um tronco em gynnospermas, está 

relacionada à alta concentração de auxinas, enquanto que a madeira de tração formada 

do lado superior ao da inclinação de troncos de angiospermas, está associada à baixa 

concentração (TIMELL, 1986). Desta maneira, NECESANV (1958), através da 

aplicação de auxinas na parte superior de troncos de plantas de Populus inclinados, 

impediu o desenvolvimento da madeira de tração. Complementando, CRONSHAW; 

MOREY (1965) utilizaram um inibidor do transporte de auxina (TIBA) e encontraram a 

formação da madeira de tração logo abaixo do ponto de aplicação do inibidor. Esses 

resultados deram força à idéia de que a madeira de tração se forma sob deficiência de 

auxina. No entanto, o trabalho de HELLGREN et alo (2004) que envolveu a mensuração 

de IAA (auxina natural) na região cambial de P. tremula, demonstrou que a madeira de 

tração poderia ser formada sem alterações no balanço de IAA, contradizendo a teoria 

anterior de que a baixa concentração de auxinas induziria a formação da madeira de 
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tração. No entanto, diversos trabalhos reportam a expressão diferencial de genes da 

família AUXlIAA, responsáveis pela transdução de sinais via auxina durante a indução 

da madeira de tração (MOYLE et aI., 2002). 

Outro grupo de fitormônios que pode estar agindo de maneira sinergística com 

as auxinas são as giberilinas que estimulam a atividade meristemática e a elongação 

das fibras (ERIKSSON et aI., 2000). O envolvimento das giberelinas na formação da 

madeira de tração foi sugerida por DENHARD e FEUCHT (1971). Neste trabalho 

aplicou-se GA3 (forma ativa do ácido giberélico) em brotos verticais de Prunus avium 

que resultou na formação de fibras de madeira de tração. Outros estudos não 

mostraram efeitos durante a aplicação da giberelina (CRONSHAW; MOREY, 1968). 

Portanto, a regulação da formação da madeira de tração através das auxinas e 

giberelinas permanece obscura apesar de tantos trabalhos na área. 

De maneira contrária, o etileno, aparece em altos níveis em Euca/yptus sob 

indução da madeira de tração (NELSON; HILLS, 1978) e genes como 1-

aminocyclopropano-1- carboxylate oxidase, responsável pela produção de etileno, é 

superexpresso na madeira de tração de Popu/us (ANDERSSON-GUNNERAS et aI., 

2003). 

2.3.3 Madeira de Tração 

Neste tecido ocorre uma freqüência menor de vasos em relação à madeira 

normal formada na ausência de estímulo e esses vasos são de menor diiâmetro. Mas, a 

principal modificação está na composição das fibras deste tecido, ou mais precisamente 

na parede celular das fibras. Na madeira de tração, geralmente, a camada S3 e parte da 

S2 da parede secundária das fibras é trocada por uma camada espessa composta 

basicamente por alto teor de celulose cristalina e baixo teor de lignina e hemiceluloses. 

Esta camada (Figura 7), facilmente destacável das demais camadas S, é denominada 

de camada G (gelatinosa) por causa de suas propriedades ópticas incomuns quando 

comparada ao restante da parede da célula (WARDROP; DADSWELL, 1948). 
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Figura 7- Microscopia eletrônica da madeira de Populus. (a) Fibras da madeira oposta a madeira de 
tração; (b) Fibras G presentes na madeira de tração com a presença adicional de uma espessa 
camada na parede celular secundária (camada G). PW, parede celular primária; 8W, parede 
celular secundária; G, camada gelatinosa (PILATE et aI. , 2004) 

Outra característica notável da camada G é a orientação das microfibrilas (Figura 

8) de celulose quase que paralelamente em relação ao eixo da fibra, contribuindo para 

alta resistência mecânica da madeira de tração. Dessa maneira, durante a maturação, 

as fibras da madeira de tração se contraem fortemente na direção longitudinal, criando 

um estresse de tração que parece tentar puxar o tronco inclinado para a orientação 

normal (OU; YAMAMOTO, 2007; NORBERG; MEIER, 1966; TIMELL, 1969). 

A 

Parede 
primária 

B 

Figura 8 - Estrutura tridimensional de uma fibra. A parede celular é dividida em diferentes camadas, cada 
uma com seu arranjo particular das microfibrilas de celulose o que determina as propriedades 
mecânicas e físicas da madeira. Essas microfibrilas podem estar alinhadas irregularmente 
(como na parede celular primária), ou sob um ângulo particular em relação ao eixo da fibra (é o 
caso das camadas 81 , 82 e 83) . A) Fibra de uma madeira normal. B) Fibra-G : parte da camda 
82 e 83 é substituída pela camada gelatinosa (G) (Retirado de ANDER880N-GUNNERA8, 
2005) 
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2.3.4 Composição da camada G 

Os primeiros trabalhos sobre a composição de carboidratos da camada G em 

Populus sugeriram que a mesma seria composta basicamente por pura celulose 

(NORBERG; MEIER, 1966). Em trabalhos mais recentes, a análise química da 

composição de carboidratos de camadas G isoladas da madeira de tração de Populus 

tremula mostrou que essa camada contém menos celulose do que se acreditava e 

maior teor de outros carboidratos. As seguintes porcentagens de açúcares foram 

encontradas: 0,6% de raminose; 1,3% de fucose; 0,7% de arabinose; 5,6% de xilose; 

2,1% de manose; 1,1 % de galactose e 88,6% de glicose (NISHIKUBO et aI., 2007). 

Além dessa análise de polissacarídeos, Nishikubo et aI. (2007) sugeriram a presença 

de aproximadamente 10% a 15% de xiloglucanas na camada G. 

Outros componentes importantes encontrados são as arabinogalactanas. Este 

polímero forma a cadeia de glicanas das proteínas-arabinogalactanas (AGPs). Assim, a 

presença de arabinogalactanas na camada G é um indicativo da presença de AGPs 

(MELLEROWICZ et al.,2008). A presença de AGPs na camada G foi demostrada 

através do uso de anticorpos monoclonais (LAGARGUETTE et aI., 2004; BOWLlNG; 

VAUGHN, 2008) e são consistentes com os resultados de expressão gênica obtidos 

(ANDERSSON-GUNNERAS et aI., 2006) mostrando a superexpressão de uma classe 

de AGPs na madeira de tração comparada à madeira normal e oposta. Nishikubo et aI. 

(2007) sugeriram a presença de 2% de arabinoglucanas. Além das xiloglucanas e 

arabinogalactanas, os mesmos autores sugeriram que aproximadamente 2% dos 

açúcares pertencem às glucomananas. Em outro trabalho, pectinas também foram 

imunolocalizadas na camada G (BOWLlNG; VAUGHN, 2008). 

Adicionalmente aos trabalhos acima, Joseleau e colaboradores (2004) 

imunolocalizaram unidades siringil de lignina na camada G de Populus deltoides, em 

uma porcentagem de 40% presente na camada S2. Esses dados sugerem que o baixo 

teor de lignina da camada G é especificamente enriquecido pela lignina S (siringil). 

Estudos realizados em diferentes espécies arbóreas encontraram correlações entre o 

teor de lignina Klason e a composição da lignina: alta quantidade de lignina G (guaiacil) 

correlaciona-se com alto teor de lignina enquanto que baixo teor dessa, corresponde à 
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grande quantidade de lignina S (siringil). Dessa forma, a madeira de tração parece 

seguir um aumento na relação S/G das unidades de lignina (PILATE et aI., 2004). 

Portanto, nota-se que a composição química da camada G é bem diferente do 

que se postulava no passado. Isso se deve principalmente ao avanço nas tecnologias 

de análise química e de imunolocalização. Muito ainda precisa ser feito no que diz 

respeito às técnicas, uma vez que o isolamento da camada G não é uma tarefa trivial, 

pois perdas de carboidratos são comuns nesse processo. 

2.3.5 Madeira de tração como modelo de estudo 

A madeira de tração mostra-se como um excelente modelo de estudo dos 

processos da formação da madeira. Por apresentar uma xilogênese diferenciada com 

características químicas e anatômicas peculiares extremamente relacionadas à 

qualidade da madeira, cada vez mais surgem trabalhos que se baseiam em 

experimentos realizados com a indução da madeira de tração. Esses trabalhos 

exploram a dinâmica da formação da madeira, as características das fibras e a 

biossíntese de polissacarídeos como celulose e hemiceluloses. 

Estudos genômicos que empregam o sistema de indução da madeira de tração 

através da inclinação artificial das árvores têm sido frequentes. Em 2004, Déjardin e 

colaboradores, prepararam 4 bibliotecas de cDNA a partir do xilema de árvores de P. 

tremula x P. Alba induzidas para a formação da madeira de tração. Através do 

agrupamento funcional, alinhamento e anotação de mais de 10.000 ESTs, sugeriram 

uma mudança na distribuição de ESTs entre as bibliotecas da região cambial e de 

xilemas (tração, oposta e maduro), considerando-se que possivelmente estão ligadas à 

mudança do processo de expansão celular para o processo de construção da parede 

celular secundária. A maior parte dos agrupamentos funcionais realizados 

correspondem a genes requeridos na construção da parede celular secundária: síntese 

de celulose (celulose sintases, sacarose sintase), metilação de precursores de lignina 

(S-adenosilmetionina sintase, ácido cafeil 3-0-metiltransferase, cafeil-CoA 0-

metiltranferase) e organização de microtúbulos do citoesqueleto (a - tubulinas). 

No trabalho de PAUX et ai (2005), 196 genes relacionados a mudanças 

estruturais e de composição da parede celular secundária foram encontrados 
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expressando-se diferencialmente entre árvores de eucalipto com xilema normal e 

xilema de tração. Dentre esses genes, um gene que codifica uma celulose sintase foi 

correlacionado ao aparecimento da camada G, além de outros genes envolvidos na 

regulação da biossíntese de lignina. 

Em 2008, Lu et aI. donaram três genes de celulose sintases de uma biblioteca 

de cDNAs de xilema em desenvolvimento de Euca/yptus grandis (EgraCesA 1, 

EgraCesA2 e EgraCesA3), todas elas envolvidas com a biossíntese da parede celular 

secundária. Através de análises de expressão gênica em materiais sob tração 

observou-se um aumento na expressão das celuloses sintases EgraCesA2 e 

EgraCesA3, sugerindo-se que ambas estão envolvidas no processo de biossíntese da 

celulose encontrada na camada gelatinosa da madeira de tração, o que leva a conduir

se que EgraCesA 1, encontrado em baixos níveis na madeira de tração, não deve ser 

uma subunidade do complexo EgraCesA2 - EgraCesA3, mesmo estando associada à 

deposição de parede secundária. 

Estudos envolvendo o metabolismo das ligninas também utilizam a madeira de 

tração como modelo. Embora seja bastante complexa a resposta dos genes de lignina 

ao modelo da madeira de tração, novas descobertas têm sido feitas sobre a regulação 

dessas vias metabólicas. Genes como CCR e CAD, envolvidos nos últimos passos da 

biossíntese de monolignol, exibiram padrões similares de expressão na madeira de 

tração e oposta. Já os genes COMT e CCoAOMT s, envolvidos nos passos de 

metilação, se comportaram de forma contrária na madeira de tração e oposta, ou seja, o 

aumento da expressão em um tipo de madeira, diminui a expressão na outra, e vice 

versa. Essa correlação inversa indica interdependência na regulação desses genes 

(PAUX et aI., 2004). 

Interessante foram os resultados mostrados por Chen et aI. (2000). Nesse caso, 

dois genes CCoAOMT foram induzidos em todos os tipos celulares na presença da 

indução da madeira de tração, enquanto que na ausência do estímulo, a expressão dos 

mesmos foi restrita a vasos e raios xilemáticos. 

Poucos trabalhos envolvendo análise de proteínas na madeira de tração foram 

produzidos. Baba et aI. (2000) identificou 5 proteínas anexas à parede celular e à 

membrana plasmática que são específicas da madeira de tração. Mais recentemente, 
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Kaku et alo (2009) identificaram 111 proteínas a partir da camada G isoladas da madeira 

de tração de Populus. Proteínas relacionadas à biossíntese de lignina, xiloglicana 

endotransglicosilase, e fasciclin-like arabinogalactana são exemplos de proteínas 

encontradas na camada G. 

Como relatado, o modelo experimental da madeira de tração oferece a 

oportunidade de novos avanços e descobertas de genes chaves, envolvidos nos 

diversos processos de formação da madeira permitindo assim, o acesso à regulação da 

qualidade da madeira. É com esse objetivo que cada vez mais estudos globais de 

transcritos, proteínas e metabólitos estão sendo conduzidos (ANDERSSON

GUNNERAS et aI., 2006). 

2.4 Proteômica 

No contexto da genética atual, o fenótipo pode ser observado a partir dos pontos 

de vista morfológico, fisiológico, bioquímico e molecular. Sob a visão molecular, o 

fenótipo pode ser descrito em termos de RNAm e proteínas, associados ao genoma e 

influenciados pelo ambiente. Dessa maneira, a relação entre genótipo e fenótipo torna

se bastante complexa (MATTICK, 2003). A sequência de um gene não deve ser mais 

considerada isoladamente na predição de sua função, e a análise do RNAm é somente 

um pouco mais informativa. Já a atividade das proteínas está proximamente associada 

à função do gene, uma vez que é o produto final da regulação da atividade gênica. 

Nesse sentido, a proteômica, que visa caracterizar o conjunto de proteínas expressas 

em um dado momento, surge como mais uma ramificação entre as ômicas para 

complementar os estudos sobre a biologia molecular das células (WILKINS et alo, 

1996). A proteômica é também uma poderosa ferramenta no melhoramento genético, 

pois, diferentemente do que ocorre quando são utilizados marcadores fenotípicos ou 

baseados em DNA, a proteômica fornece informação em nível molecular da 

variabilidade genética que é efetivamente expressa do genoma (PENNINGTON; DUNN, 

2001 ). 

Muitas das tecnologias hoje utilizadas na proteômica foram desenvolvidas muito 

antes do início da "proteômica". No entanto, foi o avanço na tecnologia de 

sequenciamento de proteínas por meio da espectrometria de massas que possibilitou o 
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seu surgimento e desenvolvimento (TYERS; MANN, 2003). A tecnologia de géis 

bidimensionais associada à espectrometria de massas é a principal estratégia 

empregada pelos grupos de pesquisa, apesar de antiga (JORRíN et alo, 2007). 

A grande maioria dos estudos de proteômica de plantas se concentra na 

produção de perfis de proteoma de vários órgãos, tecidos, células e organelas das 

principais culturas cultivadas (FUKUDA et aI., 2003; SHEN et alo, 2002; DAí et alo, 

2007). 

A identificação de proteínas relacionadas à xilogênese e abundantes no xilema 

em desenvolvimento foi iniciada em Popu/us (MIJNSBRUGGE et alo, 2000) e em Pinus 

(PLOMION et alo, 2000). Ambos trabalhos utilizaram géis bidimensionais seguidos de 

micro sequenciamento. Muitas estratégias tem sido utilizadas para o estudo do 

processo de formação da madeira. A comparação entre tecidos juvenil e maduro foi 

feita no trabalho de PAIVA et alo (2008) onde o tecido cambial do topo (madeira juvenil) 

e da base (madeira madura) de árvores de Pinus foram coletadas e as proteínas 

analisadas. As diferenças entre esses perfis refletem às diferenças químicas e 

estruturais que ambas madeiras apresentam. Da mesma forma trabalhos envolvendo a 

formação da madeira de compressão em Pinus (PLOMION et alo, 2000) e da madeira e 

tração em Euca/yptus (PLOMION et aI., 2003), apresentaram as diferenças existentes 

no perfil do proteoma dessas espécies sob a influência de um estímulo gravitacional 

que provoca alterações na composição e na estrutura da parede celular das fibras. No 

entanto esses trabalhos apresentaram poucas proteínas identificadas devido 

principalmente às dificuldades da técnica utilizada como baixa automação da técnica de 

géis 2D seguida do micro sequenciamento. 

Com a utilização da espectrometria de massas os trabalhos envolvendo a 

proteômica na xilogênese passam a ser mais robustos. Gion et aI. (2005) detectaram 

1039 spots dos quais 240 foram analisados via LC - MS/MS e 57 analisados via MALDI

MS. Nesse trabalho, os autores identificaram as proteínas em 6 tipos diferentes de 

tecido: madeira juvenil e madura, madeira de compressão e oposta, e madeira de lenho 

tardio (Iate wood) e de lenho incial (ear/y wood). Utilizando os benefícios da 

espectrometria de massas na caracterização em larga escala de proteínas envolvidas 

na xilogênese, Celedon et aI. (2007) identificaram 240 proteínas do xilema em 
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desenvolvimento de Euca/yptus grandis associadas à formação da madeira juvenil 

nessa espécie. Nesse trabalho diversas proteínas relacionadas ao processo de 

lignificação e ao metabolismo de carboidratos foram identificadas. 

Mais recentemente, o emprego da estratégia shotgun permitiu a identificação em 

larga escala de proteínas do xilema em desenvolvimento de Popu/us (KALLURI et aI., 

2009). Nesse trabalho, aproximadamente 6.000 proteínas foram identificadas. Além 

disso, uma técnica de extração de proteínas nucleares foi desenvolvida, permitindo a 

identificação de fatores de transcrição e proteínas remodeladoras da cromatina, que 

geralmente se encontram sob baixa abundância. 

Como se vê, o surgimento da espectrometria de massas para o desenvolvimento 

da proteômica possibilitando os experimentos em larga escala foi decisivo. Plataformas 

de análise rápida, diretae sensível são utilizadas, dentre elas os géis 20 e o shotgun, 

que tornou as análises ainda mais dinâmicas. No entanto, apenas a geração de dados 

proteômicos não resolve por si só a complexidade dos sistemas biológicos. É 

necessária a integração de dados oriundos da proteômica, com a genômica, 

transcritômica e metabolômica, o que não é uma tarefa trivial. A combinação desses 

dados requer parâmetros normalizadores, controle experimental rígido e uma visão 

holística para associar resultados estatísticos aos mecanismos moleculares da 

atividade celular. Nesse sentido, Bylesjõ et aI. (2008) apresentaram uma estratégia de 

integração de dados oriundos do estudo do transcritoma, proteoma e metaboloma de 

genes associados à biossíntese de lignina. Eles demonstram que através dessa 

estratégia é possível caracterizar funcionalmente genes candidatos. 
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3 OBJETIVOS 

O presente trabalho teve como objetivo principal o estabelecimento de um 

plataforma de dados de proteômica e de transcritômica relacionados às alterações no 

direcionamento do metabolismo de carboidratos para os componentes da parede 

celular que ocorrem durante a indução da madeira de reação de Euca/yptus grandis, 

Além disso, este trabalho abrangeu também os seguintes objetivos específicos: 

• Identificação das proteínas diferencialmente expressas na madeira de tração e 

oposta em comparação às árvores normais. 

• Estabelecer um perfil de expressão dos principais transcritos envolvidos na 

biossíntese dos componentes da parede celular 

• Associar as diferenças de expressão à formação da camada G na parede celular 

secundária da madeira de tração 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Coleta do Material 

O experimento foi implantado em novembro de 2006 no mumclplo de 

Itapetininga, São Paulo, na fazenda Estrela da Suzano Papel e Celulose. De um talhão 

de Euca/yptus grandis, foram escolhidos aleatoriamente, 25 indivíduos do clone 617 

com 1 ,8 anos de idade. As árvores escolhidas apresentavam as dimensões 

representadas na tabela 1. 

Tabela 1 - Medidas de diâmetro médio, altura total (T) e altura comercial (C) e os respectivos desvios 
padrões em relação à média de árvores de Euca/yptus grandis coletadas após 15, 30 e 60 
dias da instalação do experimento. (em): centímetros, (m): metros 

Coletas e Árvores inclinadas Árvores não inclinadas 
tempos de indução Diâmetro Altura C Altura T Diâmetro Altura C Altura T 

(cm) (m) (m) (cm) (m) (m) 
1 ª Coleta - 15 dias 8,7 ± 0,5 5,8 ±0,2 12,1 ± 0,5 9,2 ±0,3 8,2 ±0,3 13,5 ± ° 
23 Coleta - 30 dias 9,8 ±0,5 8,6±0,4 14,5 ± 0,5 10,5 ± 0,7 9,0±0 15,0 ± O 

33 Coleta - 60 dias 10,4 ± 0,2 9,4 ±0,5 14,8 ± 0,2 10,7 ± 0,3 9,5 ±0,7 15,2 ± 0,3 

Para a indução da formação da madeira de tração, as árvores escolhidas foram 

inclinadas com a ajuda de cordas e estacas sob um ângulo constante, como mostra a 

figura 9. 
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Figura 9- Instalação do experimento no campo 

Para o experimento, considerou-se 3 períodos de coleta após a indução da 

formação da madeira de tração em que as árvores permaneceram inclinadas no campo 

por 15, 30 e 60 dias. 

O tecido vegetal utilizado neste trabalho para a extração de proteínas e de RNA 

total correspondeu ao xilema em diferenciação (LEV-YADUN; SEDEROFF, 2000) que 

abrange diferentes camadas da região cambial. Para a coleta deste tecido, retirou-se 

um retângulo de aproximadamente 20 x 15cm da casca do tronco das árvores seguido 

de raspagem utilizando-se uma lâmina do tecido existente entre a casca e o xilema 

lignificado (Figura 10). A raspagem deste tecido foi realizada no tronco e na casca, visto 

que uma parte das células permanece aderida à casca. 
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Figura 10 - Coleta do material biológico. (a) Remoção da casca e raspagem do tecido cambial. (b) 
Secção transversal de Euca/yptus antes da remoção da casca. (c) Secção transversal de 
Euca/yptus depois da remoção da casca. Barra = 1 00 ~m. X = xilema, C = região cambial. 
Modificado de Celedon et aI. , 2007 

A raspagem deste tecido em diferenciação foi realizada na altura da inclinação 

das árvores onde a mesma era mais intensa, local em que ocorre a formação da 

madeira de reação (madeira de tração e oposta). Assim, a coleta foi realizada, tanto no 

lado oposto à inclinação correspondendo à madeira de tração, assim como no mesmo 

lado da inclinação correspondendo à madeira oposta (Figura 9). Da mesma forma, 

foram coletadas amostras em árvores que não foram inclinadas, ou seja, de madeira 

normal, correspondendo ao controle. A coleta da madeira normal foi realizada na 

mesma altura da coleta realizada na madeira de tração e oposta. Portanto, os 

tratamentos foram chamados da seguinte forma: T15 e 015 (madeira de tração e 

oposta após 15 dias de indução); T30 e 030 (madeira de tração e oposta após 30 dias 

de indução); T60 e 060 (madeira de tração e oposta após 30 dias de indução) e, C15, 

C30 e C60 corresponderam às arvores controle (não inclinadas) coletadas nos mesmos 

períodos de indução (15, 30 e 60 dias) da formação das madeiras de tração e oposta. 

Imediatamente após a coleta, o material foi congelado em nitrogênio líquido e 

macerado em almofariz com auxílio do pistilo até a obtenção de um pó fino. Para o 

transporte, o macerado foi acondicionado em tubos Falcon de 50 mL em gelo seco. No 

laboratório o material foi armazenado à temperatura de -80oe até a sua utilização. 

Discos de madeira de 4 cm de espessura, obtidos pelo seccionamento dos 

troncos das árvores, na altura da madeira de reação, foram mantidos em condições 

normais de laboratório. Estes discos foram utilizados para análise anatômica através da 

microscopia óptica. 
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4.2 Microscopia óptica 

Para caracterizar a formação da madeira de reação (tração e oposta) através do 

experimento de indução realizado, discos foram coletados após 15, 30 e 60 dias de 

indução para a análise microscópica. Essas coletas foram realizadas tanto do lado da 

formação da madeira de tração, como do lado da madeira oposta. Além disso, árvores 

não inclinadas, consideradas controle também foram coletadas. 

O preparo das lâminas semi-permanentes foi realizado no Laboratório de 

Anatomia da Madeira e Identificação de Madeiras do IPT (Instituto de Pesquisas 

Tecnológicas) sob a responsabilidade da Ms Maria José Miranda. 

Os cortes realizados no IPT foram realizados utilizando-se discos de madeira de 

cada tratamento. Estes discos foram emergidos em água destilada fervente para 

amolecimento do material. Assim, com o auxilio de um micrótomo de deslize Reichert 

equipado com navalha de aço, obteve-se cortes dos mesmos. Os cortes de 15-20 ~m 

de espessura no plano transversal foram alvejados com hipoclorito de sódio 20% para 

clareamento do material, seguido de três lavagens com água destilada, antes de serem 

submetidos a uma coloração dupla de safranina (1 % p/v) e azul de astra (1 % p/v) em 

solução aquosa. Os cortes corados foram transferidos para uma lâmina para 

observação em microscópio óptico e documentação das imagens com auxílio de uma 

câmera acoplada ao microscópio. 

4.3 Extração de proteínas 

A extração de proteínas foi realizada segundo Hurkman e Tanaka (1986), com 

algumas modificações. Para cada condição, foram realizadas 3 extrações 

independentes. Aproximadamente 2g de material vegetal macerado em nitrogênio 

líquido e armazenado a -80ºC, foi homogeneizado em 15 mL de tampão de extração 

(ANEXO A) e mantido sob agitação durante 30 minutos a 4ºC. Em seguida adicionou-se 

15 mL de fenol saturado em Tris HCI pH 8,5. Novamente, os tubos foram mantidos sob 

agitação por 30 minutos a 4ºC. 

Após centrifugação de 30 minutos sob 10.000 x g a 4ºC, o sobrenadante foi 

transferido para tubos novos e o precipitado descartado. A estes tubos acrescentou-se 

fenol até atingir-se o volume inicial seguindo-se nova homogeneização por 30 minutos. 
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Novamente, a amostra foi centrifugada recuperando-se o sobrenadante. Desta 

forma, a seqüência de homogenização e centrifugação foi realizada três vezes, sempre 

acrescentando-se fenol a cada recuperação do sobrenadante, garantindo assim, um 

bom rendimento da extração e boa purificação das amostras. 

Em seguida, as proteínas foram precipitadas overnight a -20Q C através da 

adição de 5 volumes de 0,1 M de acetato de amônio preparado em metanol. Após a 

precipitação, o material foi centrifugado a 10.000 x 9 por 30 minutos, a 4QC. 

O precipitado recuperado foi lavado 2 vezes com 0,1 M de acetato de amônio em 

metanol, seguido de mais uma lavagem com metanol (100%) e outra com acetona 

(100%). Entre cada lavagem, o material permaneceu por 1 hora, a -20QC e em seguida, 

foi centrifugado a 10.000 x 9 por 30 minutos, a 4QC. O precipitado resultante foi 

submetido à secagem em dissecador a 4QC. 

4.3.1 Solubilização de proteínas 

Depois de extraídas do tecido vegetal, as proteínas foram solubilizadas em 1 mL 

do tampão de solubilização (ANEXO B). Nesta etapa, realizou-se a redução e 

alquilação das proteínas promovendo maior solubilização, de acordo com Vâlcu e 

Schlink (2006). 

A redução das proteínas foi efetuada pela presença de DTT no tampão de 

solubilização a fim de romper-se as pontes dissulfeto entre os aminoácidos de cisteína. 

Já a alquilação, foi realizada com a adição de 15mM de iodoacetamida e permanência 

das amostras no escuro por aproximadamente 1 hora, com o propósito de adicionar-se 

o radical alquil nas extremidades rompidas prevenindo assim a restauração das 

ligações. A solubilização foi finalizada pela adição de 2 M de tiouréia às proteínas 

promovendo-se assim, uma melhor solubilização das mesmas. 

4.3.2 Quantificação das proteínas 

As proteínas foram quantificadas utilizando-se o Kit BioRad Protein Assay 

(BioRad), de acordo com o método de Bradford (BRADFORD, 1976). 

Uma curva padrão foi estabelecida utilizando-se BSA (albumina de soro bovino) 

como proteína padrão. Diferentes concentrações de BSA foram empregadas e a 
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obtenção das respectivas absorbâncias a 595nm foram utilizadas para a construção da 

curva padrão (absorbância x quantidade de proteínas). 

A metodologia utilliza reações de 5 I1L do extrato de proteínas, 5 I1L de Hei (0,1 

N), 3 mL de reagente corante diluído em água milHa (1 :4). Essas reações foram feitas 

em triplicatas, transferidas para cubetas de vidro, seguida de leitura da absorbância no 

comprimento de onda de 595 nm em espectrofotômetro. Essas leituras foram então 

interpoladas na curva padrão construída com BSA para a obtenção da concentração de 

proteínas totais no extrato protéico. 

4.3.3 SDS-PAGE (Mini-Gel) 

O extrato protéico resultante, após quantificação, foi submetido à verificação da 

qualidade das proteínas por eletroforese em gel de poliacrilamida (LAEMMLI, 1970). 

As amostras (10l1g) de proteínas totais, adicionadas ao dobro do volume de 

tampão de desnaturação (ANEXO e) foram mantidas a 100 CC por 2 minutos. As 

amostras e um marcador de peso molecular pré-corado (BioRad) foram então aplicadas 

em gel de poliacrilamida 10 cm x 8,5 cm (Mini- PROTEAN 11 eell, BioRad). Para a 

realização da eletroforese, o gel foi preparado com duas concentrações de 

poliacrilamida. Para o stacking, ou seja, os primeiros 2 cm, junto às canaletas de 

aplicação, utilizou-se a concentração de 4% (p/v) e as amostras foram submetidas a 

uma voltagem fixa de 50 V. A extensão seguinte, chamada de gel de corrida, foi 

preparada com uma concentração de 12,5% (p/v) de acrilamida e as amostras 

submetidas a uma voltagem de 80 V até atingirem o limite inferior do minigel. Para a 

corrida utilizou-se tampões Laemmli (LAEMMLI, 1970) inferior e superior (ANEXO D). 

4.4 Eletroforese bidimensional 

A técnica de eletroforese bidimensional consiste de duas etapas: a focalização 

isoelétrica (primeira dimensão) e a separação por peso molecular através da 

eletroforese em gel de poliacrilamida (segunda dimensão). Para cada condição foram 

obtidos no mínimo 3 géis bidimensionais, provenientes de 3 extrações protéicas 

independentes. Dessa maneira, foram confeccionados pelo menos 2 géis de cada 
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extração independente, sendo escolhidos os melhores de cada réplica, formando uma 

triplicata, para a análise de imagens. 

4.4.1 Focalização isoelétrica (Primeira Dimensão) 

A focalização isoelétrica foi conduzida em sistema Ettan IPGPhor (GE 

Healthcare), a 20OC, utilizando-se fitas IEF de pH 4-7 (Fitas IPG, GE Healthcare). 

Cerca de 900 !lg de proteínas totais foram submetidas à focalização isoelétrica. 

O tampão de focalização consiste do tampão de solubilização (ANEXO B) acrescido de 

1% de anfólitos (0,75% tampão IPG pH 4-7 e 0,25% tampão IPG pH 3-10) (GE 

Healthcare) . 

O programa de focalização foi estabelecido seguindo-se os passos: reidratação a 

50 !lA por 1 h, 30 V por 11 hs, 100 V por 1 h, 200 V por 1 h, 400 V por 1 h, 100 V por 

1 h, 5000 V por 10 hs e 8000 V até atingir 80.000 Vh. Após a focalização as fitas foram 

estocadas a -80°C, até o momento de uso. 

4.4.2 Eletroforese (Segunda Dimensão) 

Para a realização da corrida de eletroforese de segunda dimensão em gel de 

poliacrilamida, as fitas foram reduzidas e alquiladas em solução de equilíbrio (ANEXO 

E) da seguinte maneira: inicialmente, as fitas foram submetidas à redução pela irmersão 

das mesmas em solução de equilíbrio acrescida de 2 % (p/v) de dithiothreitol (OTT) por 

15 minutos. Em seguida, realizou-se a alquilação na mesma solução contendo 4 % (p/v) 

de iodoacetamida (IAA) e traços do corante azul de bromofenol por 15 minutos. 

As fitas foram moldadas na parte superior de um gel vertical de poliacrilamida e 

seladas com 0.5 % de agarose em tampão Laemmli superior. A eletroforese (SOS

PAGE) foi realizada em gel de 12,5% de policacrilamida com 1,5 mm de espessura 

usando-se o sistema SE-630 (GE Healthcare). A migração das proteínas foi efetuada 

sob amperagem fixa (30mA) por gel, até o corante alcançar a base do mesmo. 

4.4.3 Coloração dos géis 

Tanto os minigéis unidimensionais como os géis bidimensionais, foram corados 

com Coomassie Brilliant Blue G-250 (BioRad) de acordo com Candiano et aI. (2004). 
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Após 60 minutos em solução fixadora (ANEXO F), realizou-se duas lavagens 

com água milli-Q por 10 minutos para a retirada do excesso de solução fixadora e em 

seguida, adicionou-se a solução de coloração (ANEXO G) que permaneceu por no 

mínimo 12 horas em contato com os géis. Todas essas etapas foram realizadas sob 

leve agitação, com auxílio de um agitador de mesa horizontal. 

O excesso de corante foi removido com água MilHQ e os géis mantidos em 5 % 

(v/v) de ácido acético a 4ºC, até a análise das imagens e retirada dos spots. 

4.5 Obtenção e análise das imagens 

A digitalização das imagens dos géis foi feita com auxílio de um scanner modelo 

UTA-1100, através do programa LabScan versão 5.0 (GE Healthcare) e as imagens 

foram analisadas automaticamente pelo programa Image Master 20 Platinum 7 

software (GE Healthcare). 

As imagens dos géis bidimensionais foram primeiramente trabalhadas no sentido 

da detecção dos spots, ora feita automaticamente pelo software, ora manualmente, no 

caso da detecção automática não ter sido satisfatória. Em seguida, as imagens das 

triplicatas, provenientes de extrações independentes, foram sobrepostas para a 

avaliação dos spots com reprodutibilidade considerável. Para compensar pequenas 

diferenças existentes na quantidade de proteínas carregadas no gel, na coloração e 

descoloração, o volume de cada spot, foi normalizado de forma a se obter um volume 

relativo. 

A quantificação relativa de uma determinada proteína nos géis de cada 

tratamento foi obtida pela normalização do volume de cada spot em relação ao volume 

total de spots detectados em cada gel (volume individual do spot / volume total spots x 

100). Apenas os spots que apresentaram coeficiente de variação enferior a 30% entre 

as triplicatas foram considerados reprodutíveis. Spots com coeficiente de variação 

maior que 30%, ou seja, considerados não reprodutíveis, foram ignorados na análise de 

imagens. 

Na última etapa da análise de imagens, os géis provenientes de cada tratamento 

foram contrastados com os géis da amostra controle de cada tempo de indução da 

formação da madeira de tração e oposta. Ou seja, os volumes normalizados dos spots 
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correspondentes entre esses géis foram comparados para se estimar a expressão 

diferencial das proteínas presentes nos mesmos. Para isso, realizou-se análise de 

variância (ANOVA) utilizando-se o programa SAS e as médias foram comparadas 

através do teste-T ao nível de significância de 1 %. 

Os pesos moleculares (PM) e pontos isoelétricos (pl) experimentais das 

proteínas foram determinados automaticamente pelo programa a partir de 5 pontos de 

referência, provenientes da utilização de um marcador de peso molecular (Pre-stained, 

SDS Standard, Broad range, BioRad), e os teóricos, foram sugeridos pelo banco de 

dados do SwissProt (http://www.expasy.ch/sprotl). 

4.6 Digestão de proteínas 

Cada spot isolado, de cada uma das repetições do gel, foi fragmentado com 

auxílio de um bisturi e submetido a uma solução de descoloração (ANEXO H) até total 

retirada do corante. 

Após serem desidratados com 100% de acetonitrila (ACN), procedeu-se a 

redução e alquilação dos spots. Inicialmente, os fragmentos de gel foram reidratados 

com 20 mM de DTI em 50 mM de bicarbonato de amônio e incubados por 40 min a 

56ºC. O excesso de líquido foi removido e substituído por 55 mM de iodoacetamida em 

50 mM de bicarbonato de amônio. Em seguida os fragmentos de gel foram mantidos no 

escuro por 30 minutos à temperatura ambiente. O líquido excedente foi então removido 

e os fragmentos lavados com 25 mM de bicarbonato de amônio. Após serem 

novamente desidratados com 100 % de ACN, os fragmentos foram reidratados com 

solução de 10 ng.J.lL-1 de tripsina (Promega V5111) em 25 mM de bicarbonato de 

amônio, pH 8,0. Após a reidratação total, os fragmentos de gel foram parcialmente 

cobertos com 25 mM de bicarbonato de amônio e a digestão, realizada a 37ºC por 16 

horas. 

A ação da tripsina foi bloqueada pela adição de solução bloqueadora (ANEXO I) 

e os peptídeos eluídos dos fragmentos por lavagens sucessivas, com solução de 

eluição I (ANEXO J), solução de eluição 11 (ANEXO L), seguidas da lavagem final com 

100% de ACN. Em cada uma das etapas de eluição, os fragmentos de gel foram 
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sonicados por 20 minutos a 45ºC (sonicador Ultra Som, Thronton-IPEC Eletrônica Ltda) 

e o sobrenadante transferido. 

Os sobrenadantes de cada spot foram transferidos para um único tubo 

eppendorf, sendo o volume reduzido em concentrador a vácuo (Eppendorf modelo 

5301), à temperatura ambiente. 

4.7 LC-MS/MS 

Os peptídeos foram solubilizados em 1 % (v/v) de ácido fórmico e transferidos 

para tubos específicos para realização da espectrometria de massas. O 

sequenciamento das proteínas foi conduzido em uma plataforma LC-MS/MS em 

espectrômetro de massas com fonte de ionização por eletrospray (ESI) e analisador de 

massas híbrido quadrupolo/"time of flight" (Q-TOF) Ultima API (Waters), acoplado a um 

sistema on-line de HPLC capilar CaplC XE Pump (Waters). 

A separação dos peptídeos foi realizada utilizando-se uma pré-coluna C18 

(SentryTM Guard Column C18 Waters®) seguida por uma coluna de fase reversa C18 

(Symmetry® C18 5 ~m 0,32 x 150 mm Waters®). Os peptídeos foram eluídos através 

da variação do gradiente do tampão A (95% v/v H20, 5% v/v acetonitrila e 0,1% v/v 

ácido fórmico) e do tampão B (95% v/v acetonitrila, 5% v/v H20 e 0,1% v/v ácido 

fórmico). Durante a corrida, o fluxo usado foi de 5 ~L.min-1 nos primeiros 15 min, 2 

~L.min-1 entre 15 e 40 min, e de 5 ~L.min-1 entre 40 e 45 mino A variação de gradiente 

do tampão B foi de 10% (v/v) a 15% (v/v) em 5 min, de 15% (v/v) a 35% (v/v) em 20 

min, de 35% (v/v) a 45% (v/v) em 5 min, 45% a 80% em 5 min, mantido por 5 min a 

80% (v/v) e os últimos 5 min em 10% (v/v). 

A ionização por electrospray foi realizada com a voltagem da fonte ajustada para 

3,0 KV e temperatura do cone igual a 90ºC, na presença de 5 psi de nitrogênio. A 

energia de colisão por gás argônio foi mantida em 15 psi. Todos os parâmetros foram 

definidos através do programa MassLynx v 2.1 (Waters Corporation). 

O Q-TOF modelo Ultima API, utilizado nas análises, conta com um sistema 

Nanolock Spray (Waters), que corrige as variações de calibração que ocorrem ao longo 

do período de aquisição dos espectros de cada amostra. Todas as aquisições foram 
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calibradas com um peptídeo padrão GFP (GLU1-fibrinopeptide B; Sigma), em 

concentração igual a 100 fmol.f..lL-1 e injeção automática de 1 f..lL.min-1. 

4.8 Análise dos espectros de massas e identificação das proteínas 

Os espectros de massas das amostras foram processados utilizando-se os 

programas MassLynx NT BioLynx VA.O e ProteinLynx V.2.1 da Waters. Os arquivos de 

espectros assim processados, foram contrastados com o banco de dados MSDB (Mass 

Spectrometry proteín sequence Data Base), através da utilização da ferramenta 

MASCOT (2010). 

A escolha dos parâmetros (Fig 9) utilizados no MASCOT (2010) tem grande 

influência na precisão da identificação das proteínas. Além da escolha correta do banco 

de dados, outros parâmetros são muito importantes. Dessa maneira, como as amostras 

foram reduzidas e alquiladas, selecionou-se a carbamidometil (C) como modificação 

fixa. Também selecionou-se a oxidação da metionina como modificação variável e 

tolerância de massa de 50 ppm. Os resultados foram avaliados de acordo com os 

maiores scores, área de cobertura e número de peptídeos, verificando-se também a 

correspondência entre massa molecular e ponto isoelétrico dos spots com as proteínas 

encontradas nos bancos de dados. 



68 

MASCOT MS/MS lon5 Search 
Your name FERNANDA 

Search tltle eucalipto madeira reaç~o 

Database r·tSDB 

Tllxononly .... Viridiplantae (Green Plants) 

Emall fersalvato~gmcil .com 

Enzyme Tripsin Allow up to 1 • misse<! cleavages 

. F~xed IF-B;;=ioti""·n'7.(K~,)=======.=j • Vari!lble NIPCA\t (C) 

modlficatlons Bi~~n. iN :t:~) (:) modlficatlons rr.?~xim~~~~Om. n~ (tH~Wiiil ____ .= 
Carbamyl (K) IrPhOSPho (ST) . =1 
Clrbamyl (N.term) Phospho ('I) 

Quantitation None 

Peptide tol.:I: 50 ppm • • "C O • MS/MS tol. :I: 0 .2 Da • 

Peptide charge 2+ Monoisotopic @ Average O 
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Decoy O 
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ri - S=ta- rt"",Seao--r"-:cch-•• -. -, 

Report top AUTO • h.'ts 

I Re.set Fonn 

Figura 11 - Parâmetros utilizados no software MASCOT (2010) para a identificação das proteínas 

4.9 Extração de RNA total 

A extração de RNA total foi realizada segundo o método desenvolvido por Zeng e 

Yang (2002) a partir de 1 g de tecido cambial de Euca/yptus grandis. a material vegetal 

foi macerado em nitrogênio líquido, ao qual adicionou-se 10mL de tampão de extração 

(ANEXaM) pré-aquecido a 65°e. A mistura após homogeneização foi mantida por 15 

minutos a 65°e, sendo agitada a cada 5 minutos. Em seguida, procedeu-se a adição de 

um volume de elA (clorofórmio e álcool isoamílico, na proporção 24:1, 

respectivamente). A amostra foi homogeneizada e centrifugada a 1.000 x g, durante 8 

minutos. A fase superior aquosa foi transferida para um novo tubo, repetindo-se a 

extração com elA mais duas vezes, sendo a última centrifugação feita durante 15 

minutos. a sobrenadante foi transferido para um novo tubo ao qual adicionou-se 0,25 

volumes de 10M Liel para precipitação do RNA total. Após homogeneização, as 

amostras foram mantidas durante 16 horas, a 4° e. Após centrifugação (16.000 x g) 

durante 30 minutos, a 4° e, os pellets de RNA total resultantes, foram lavados três 
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vezes com etanol 75% (v/v), secos à temperatura ambiente durante 10 minutos e 

ressuspendidos em 110 I1L de água DEPC. 

4.9.1 Quantificação e determinação da pureza do RNA extraído 

As amostras de RNA foram avaliadas quanto à pureza e quantificadas com 

auxílio da espectrofotometria em dois comprimentos de onda, 260nm e 280nm. A razão 

entre as absorbâncias (A26onm/A28onm), é utilizada como uma medida de qualidade das 

amostras. Valores entre 1,6 a 2.0 indicam boa qualidade de RNA extraído. Já a 

absorbância a 260 nm (A26onm) é utilizada para a quantificação do RNA total extraído 

segundo a fórmula (Figura 10): 

[RNA] = 

1000 

Fi9ura 12 - Fórmula para o cálculo da concentração de RNA (119 I1L-l). A260nm absorbância a 260 nm, Fc: 
fator de conversão que indica a equivalência de uma unidade de absorbância no 
comprimento de onda de 260 nm correspondente a 40 119 RNA.mL-1

• Fd é o fator de diluição 
da amotra. O valor final é dividido por 1000 para expressar a unidade de concentração de 
RNA em 119 I1L-l_ Fonte: Sambrook et ai (1989) 

4.9.2 Isolamento do RNA mensageiro e síntese de cDNA 

Alíquotas de 50 I1g de RNA total armazenadas em freezer a -80º C foram 

utilizadas para a purificação de seus respectivos RNAm. O isolamento do RNAm, foi 

realizado com o auxílio do kit Dynabeads@mRNA purification (Invitrogen), que se baseia 

em uma separação magnética. Microesferas contendo Oligo (dT)25 em sua superfície 

que capturam e purificam RNA poliadenillado. Outros RNAs desprovidos de cauda poli

A e DNA genômico são imediatamente eliminados. 

Cada 200 I1L de microesferas são capazes de purificar 75 I1g de RNA total, 

produzindo até 2 I1g de RNAm. Assim, conduziu-se duas purificações de 50 I1g de cada 

material de acordo com as instruções do fabricante. O RNAm purificado de cada 50 I1g 

de RNA total foi ressuspendido em 17,5 I1L de água DEPC. As duas purificações foram 

agrupadas totalizando 3511L. 
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A fita de cDNA de cada gene (Tabela 2) foi sintetizada com o auxílio do kit 

SuperScript™ One-Step RT-PCR Platinum® Taq (Invitogen), em uma mistura de reação 

contendo 6,25 IlL de Tampão 2X concentrado (contendo 0,4 mM de cada dNTP e 2,4 

mM de MgS02), 1,25 IlL de cada primer (400 nM), 0,25 IlL de RT/Platinum®Taq e 3,5 

IlL de RNAm, totalizando 12,5 IlL de volume final. Os tubos com as misturas de reação 

foram colocados em um termociclador com a seguinte programação: 1 ciclo de 50ºC por 

30 minutos e 94ºC por 2 minutos para síntese de cDNA e pré-desnaturação da enzima 

transcriptase reversa; e 10 ciclos de 94ºC durante 45 segundos, 55ºC durante 1 minuto 

e 72ºC durante 2 minutos e 30 segundos para amplificação dos fragmentos. 

4.9.3 Seleção de genes e primers 

Foram escolhidos 23 genes relacionados às modificações, biossíntese e 

deposição de parede celular secundária e lignificação (Tabela 2) A escolha dos genes 

foi baseada nas diferenças químicas e estruturais descritas entre os vários tipos de 

madeira (madeira de reação, juvenil e madura) e também de acordo com os resultados 

obtidos por Carvalho et alo (2008) em um estudo que envolveu a análise de expressão 

gênica através da tecnologia SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) da região 

cambial de Eucalyptus grandis. 

Os primers (Tabela 2) utilizados foram sintetizados em trabalho anterior 

realizado no mesmo laboratório (CARVALHO et alo, 2008) e estavam disponíveis para 

uso. 

Tabela 2 - Primers escolhidos relacionados à biossíntese da parede celular para realização do PCRsq 

(continua) 

Gene gi(NCBI) Pares de primers 

Cafeil-CoA O-metiltransferase (CCoAOMT) 3319277 L: TCTTCCTGATGACGGAAAGATT 
R:ATAGGGTGTTGTCGTAGCCAAT 

Sacarose sintase (SuSy) 80973755 L:GAAATCCTTCCACCCTGAGAT 
R:TTCATCTCAGACTGCTCTTCCA 

UDP-glicose pirofosforilase (UGPase) 103475065 L: TTCCAGTGAAAGCAACTTCAGA 
R:AAGATGCTTCAAACGGAATTGT 

Pectinesterase (PE) 103474979 L:AGCTTCGCTTCACGAATTTATC 
R:ATCCGTCAAATTCATTCCATTC 
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Tabela 2 - Primers escolhidos relacionados à biossíntese da parede celular para realização do PCRsq 

(conclusão) 

Gene gi(NCBI) Pares de primers 

70779690 L:CATTTCACAATCAGACCAGCAT Endo 1,4-glucanase (KOR) 
R: TGT AGCTCATTTTCCGAGGATT 

67003906 L:CGATCGCAGTGATCGATATG Celulose sintase 1 (CesA 1) R: TCCAAGGTTGAAGATGGCGGCATT 

67003908 L: ACATGTGATTGCTGGCCTTC Celulose sintase 2 (CesA2) R:TTCTGAGACATGAGCGATGA 

67003910 L:CTGTGATTGCTGCCCATGCT Celulose sintase 3 (CesA3) R:CGCCACCCTGTTCCATCAAA 

67003912 L:AGCCAAAGCAGAGAAAGTCA Celulose sintase 4 (CesA4) R:ATAAGCGTAGAGGCCACAAA 

67003914 L:GGGAAGGGTGGCAATAAGAA Celulose sintase 5 (CesA5) R:AACAGGAGACTGACCGAATC 

Fenilalanina amônia liase (PAL) 5690432 L:CCTGATCTCATCAAGGAAGACC 
R:GAGCAGGTCCCTCTCACAGTAG 

Cafeil O-metil transferase (COMT) 437776 L:AAATCCTCATGGAAAGCTGGTA 
R:GTCGAAGTTGATCCCTTTCATC 

103481142 L:GTTGAATTGCCGATGAAGGT I3-Tubulina-1 (B-Tub1) R:TGGATTTGCACCACTCACAT 

103477591 L: ACCCAACCATGAAGAAGTGC I3-Tubulina-2 (B-Tub2) R: TCCCTTCCCCTAAGGTGTCT 

103479213 L:CCCAAAGCTAACCGTGAGAA Actina-1 (Act1) R: GCTCAGCTGGGGTAGTGAAG 

51555713 L:CACCAAGTTAGTGGAATCTTCTCAT Laccase (LAC) R:TGTATTCATGTATAGCTTGCCAAAA 

2058312 L:CCTCCCTGTCTTGAATCCCTTT Cinamil-CoA Redutase (CCR) R:GTTCACCTCATCAGAGCACCT 
Xiloglucan Endo-transglicosilase/hidrolase 70779684 L: TGCAAGGACACGGCGCGGTTCC 
3 (XTH3) R:GGAAGATATCAAAGAACACGGAGA 

32163864 L:AACCTGACGAGCCACATGAC Polygalacturonase (POL Y) R:TGTGTGGTTAAGAAGCTTTTGG 

Fator de transcrição MYB2 (MYB2) 39725412 L:CCTCCTTCCCTTTTCTTGATTT 
R:AAGCTTCCGTTGCTGTTATCTC 

88659653 L:CAGCGGCACTATAATCAGTGAG Peroxidase (PER) R:AAGTGTTGTTTGGAGCAGGAAT 
Arabinogalactan Protein (AGP15, FLA 1) 153799886 L: TCAACGCGCAACTTAACAAC 

R:TGTTTGGTCCACTGTTGCAT 
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4.9.4 PCR semi-quantitativo (PCRsq) 

A mistura de reação usada para o PCRsq era composta de 400 nM de cada 

primer, 12,51lL de SYBR green (SYBR Green real-time RT-PCR SuperMix-UDG) e 3 IlL 

de cDNA diluído (10-2
), num volume final de 25 1lL. Para cada gene as reações foram 

feitas em triplicata e processadas no equipamento iQ5 (BioRad) com a seguinte 

programação: 1 ciclo de 95ºC por 15 minutos para desnaturação da amostra; 40 ciclos 

de: 95ºC por 20 segundos, 54º a 62ºC (dependendo dos primers) por 30 segundos e 

72ºC por 30 segundos para amplificação dos fragmentos, com leitura da fluorescência a 

72ºC; 1 ciclo de 95ºC por 30 segundos, 1 ciclo de 55ºC por 30 segundos e 1 ciclo para 

construção de curvas de dissociação dos primers com a temperatura se elevando de 

55ºC até 95ºC, e a cada minuto leituras da fluorescência. 

A análise semi-quantitativa da expressão gênica, foi realizada com o auxílio do 

aplicativo LingRegPCR (RAMARKERS et alo, 2003) que nos fornece uma regressão 

linear dos dados brutos da PCR possibilitando o cálculo da eficiência individual de cada 

primer nas reações e as concentrações iniciais de RNAm de cada amostra. Já a 

normalização dos dados de expressão foi feita através da escolha de genes de 

referência feita pelo software Norm-finder (discutido no próximo item). 

4.9.5 Seleção dos genes de referência 

Com base em resultados prévios desenvolvidos no mesmo laboratório 

(CARVALHO et alo, 2008), foram selecionados 4 genes de referência potencialmente 

ideais para a normalização da expressão gênica. Os genes selecionados foram os que 

mostram menores variações de expressão entre o tecido foliar e cambial de árvores de 

Euca/yptus (CARVALHO et alo, 2008). Os genes escolhidos foram: ubiquitina, isocitrato 

desidrogenase, a-tubulina e piruvato quinase. A estabilidade da expressão de cada um 

desses genes foi calculada pelo software Norm-finder 

(http://www.mdLdk/publicationsnormfinder.htm). O Norm-finder é um aplicativo do Excel 

(Microsoft) que etima a estabilidade de expressão com base nas variações intra e 

intergrupos de genes candidatos (ANDERSEN et alo, 2004). 

Como o software Norm-finder nos fornece a melhor combinação de dois genes 

param serem utilizados como normalizadores, ous seja, a dupla de genes mais 
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estáveis, optou-se pela utilização de dois genes na normalização dos dados de 

expressão. Os dados de expressão dos dois genes escolhidos pelo Norm-finder foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA, P ~ 0,05) para comprovar a estabilidade da 

expressão desses genes ao longo dos materiais testados. 

Um fator de normalização foi gerado a partir da média geométrica dos genes 

selecionados como normalizadores (VANDERSOMPELE et alo, 2002). A partir de então, 

os valores de concentração dos genes alvos foram divididos pelo fator de normaliação 

(média geométrica dos genes de referência), obtendo-se assim o valor de expressão. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

A formação da madeira de tração, possui 3 principais diferenças em relação à 

madeira normal. A taxa de produção da madeira é aumentada, o número de elementos 

de vasos é reduzido e a biossíntese da parede celular das fibras é modificada com a 

deposição da camada G. Decisões sobre o crescimento e sobre o desenvolvimento são 

determinadas pelas células meristemáticas da região cambial, enquanto que a 

formação da camada G ocorre durante a diferenciação do xilema (TIMELL, 1986). Este 

trabalho está focado no estudo da formação da camada G, porém o material coletado 

(xilema em desenvolvimento) permitiu a presença de células nos estádios inicias de 

diferenciação, o que nos levou a identificar proteínas relacionadas a esses estádios 

iniciais também. Em analogia com a madeira de compressão induzida em coníferas 

(TIMELL, 1986) e outros trabalhos com angiospermas (QIU et aI., 2007; PAUX et aI., 

2005), pode-se assumir que células do xilema em desenvolvimento respondem ao 

estímulo gravitacional durante o desenvolvimento da parede celular secundária. 

Portanto, o tecido analisado nos revela tanto genes e proteínas envolvidos na indução 

desse tipo de madeira como na biossíntese da camada G. 

A decisão de se verificar esses efeitos durante a formação da madeira de reação 

(tração e oposta) ao longo de um tempo de indução (60 dias) está baseada na hipótese 

de que os genes e proteínas que intervêem nas etapas iniciais da formação da madeira 

de reação devem influenciar as características da madeira formada posteriormente. 

Diferentemente do que se observa em outros trabalhos em que se examina o padrão de 

expressão de genes quando a madeira de reação já está completamente formada, 

geralmente sob efeito de um estímulo por vários anos, o trabalho que se discute aqui 

considera os estádios iniciais da indução da formação da madeira de reação avaliando

se o padrão de expressão da madeira de tração e oposta em contraposição à madeira 

normal. Dessa maneira, os perfis de expressão desenhados pelos experimentos desse 

trabalho, fornecem uma base sólida para a discussão de questões relacionadas aos 

mecanismos moleculares que coordenam a formação da madeira. 
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5.1 Microscopia óptica 

Com o intuito de se constatar a formação da camada G e conseqüentemente a 

indução da madeira de tração, lâminas para microscopia óptica foram preparadas. 

Observou-se a presença da camada G no material com 60 dias de indução (Figura 13). 

A presença da camada G pode ser observada na parte interna da parede celular 

secundária dessas células. Regiões tingidas de azul (azul de astra) correspondem às 

áreas ricas em deposição de celulose, enquanto que áreas em vermelho (safranina) 

indicam parede celular lignificada. Tal modificação da parede celular das fibras não foi 

observada nos materiais controle e na madeira oposta (Figura 13). 

Verifica-se a diminuição visível do lúmen nas células do xilema da madeira de 

tração (Figura 13 A) quando comparado às células do xilema da madeira normal 

(Figura 13 B) e do xilema da madeira oposta (Figura 13 C) Isso ocorre justamente 

devido à deposição maciça de uma camada extra de celulose, a camada G. A 

deposição dessa camada está relacionada à necessidade de aumento da resistência 

das células contra a força gravitacional que age sobre o caule inclinado (TIMELL, 

1986). 

Figura 13 - Microscopia óptica de secções transversais da formação da madeira de tração em Euca/yptus 
grandis após 60 dias de indução. Secções com 1 O ~m de espessura e coloração dupla de 
safranina e azul de astra. A). Xilema da madeira de tração. B) Xii ema normal, árvore não 
inclinada C) Xilema da madeira oposta. Barras = 20~m 

5.2 Extração das proteínas 

O método de extração fenólica bem como de solubilização das proteínas foram 

os mesmos realizados por Celedon et ai (2007). A extração fenólica remove compostos 

secundários, carboidratos e ácidos nucléicos de uma mistura protéica que interferem na 

eletroforese bidimensional provocando, após a coloração, o aparecimento de manchas 



77 

nos géis (HURKMAN e TANAKA, 1986; FAUROBERT et aL, 2006). Dessa maneira, 

foram obtidos géis de ótima resolução com spots bem definidos e evidentes, além de 

boa reprodutibilidade entre as réplicas técnicas. 

Após a solubilização e quantificação das proteínas, procedeu-se a eletroforese 

em gel de poliacrilamida desnaturante unidimensional para a avaliação da qualidade 

das extrações (Figura 14). Nesses géis, verificou-se a boa eficiência do método de 

extração que resultou em ótima qualidade da mistura de proteínas, sem sinais de 

degradação ou impurezas. 

.. C16 T16 016 C30 no 030 CIO 'RO 060 
(lIDa) 11 n n nn n nnn n 

116,2 

66,2 
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31 I ... _~. 

21,5 

14,4 ,....~ 

Figura 14 - Gel representativo de poliacrilamida com amostras de proteínas totais da região cambial de 
Euca/yptus grandis resultantes da extração fenólica. Madeira de tração (T15, T30 e T60) e 
oposta (015, 030 e 060) coletadas após 15, 30 e 60 dias de indução. Controle (árvores não 
inclinadas) coletadas nos mesmos períodos (C15, C30 e C60). M = marcador de peso 
molecular (BioRad, Broad Range) em KDa 

5.3 Géis bidimensionais 

Segundo resultados preliminares obtidos em nosso grupo de trabalho 

(CELEDON et aL, 2007), no tecido da região cambial, a grande maioria das proteínas 

possuem pl na faixa de 4-7 (CELEDON et aL, 2007). Assim, a fim de se obter uma 

melhor resolução dos spots, confeccionou-se géis bidimensionais dentro dessa faixa de 
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pH (Figura 15). Os géis foram preparados em triplicata sendo cada réplica proveniente 

de uma extração fenólica diferente da mesma amostra, apresentaram boa resolução e 

perfil eletroforético semelhante. 

Controle Tração Oposta 

15 dias 

30 dias 

60 dias 

Figura 15 - Géis bidimensionais representativos na faixa de pH de 4 a 7 confeccionados em triplicata e 
corados com Coomassie Brilliant Blue G-250. Tecidos utilizados na extração de proteínas : 
madeira de tração, madeira oposta e controle, nos três períodos de indução: 15, 30 e 60 dias 

5.4 Análise das imagens dos géis 

Nas análises intra-específicas, ou seja, entre as réplicas de um mesmo 

tratamento, constatou-se boa reprodutibilidade avaliada de acordo com o número de 

spots detectados e no coeficiente de correlação entre as mesmas (Figura 16). Em geral, 

observou-se coeficientes de correlação muito bons (R=O,95), indicando boa 

reprodutibilidade entre as extrações (Tabela 3). 
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Figura 16 - Géis bidimensionais sobrepostos do tratamento T15 e correlações entre as triplicatas 
utilizando o programa ImageMaster (GE Healthcare). No gel, spots azuis correspondem a 
uma réplica de gel e spots vermelhos a outra réplica 

Tabela 3 - Coeficiente de correlação entre as triplicatas de géis em cada tratamento utilizado. T e O são 
os tratamentos utilizados, madeiras de tração e oposta, respectivamente. C, madeira controle 
(não inclinada). Tempos de indução da madeira de reação: 15,30 e 60 dias. 

Tratamentos Coeficiente de correlação (R) 

Gel1 x Gel2 Gel1 x Gel3 Gel2x Gel3 médias 
C15 0,9498 0,9730 0,9609 0,9612 

T15 0,8570 0,9448 0,8713 0,8910 

015 0,8810 0,8637 0,9109 0,8852 

C30 0,9434 0,9945 0,9978 0,9786 

T30 0,9660 0,9611 0,9918 0,9730 

030 0,9808 0,9740 0,9870 0,9806 

C60 0,9812 0,9956 0,9840 0,9869 

T60 0,9936 0,9955 0,9955 0,9949 

060 0,9902 0,9833 0,9799 0,9845 
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Para alcançarmos uma confiança ainda maior na análise das imagens, spots que 

apresentaram variação de volume normalizado maior que 30% entre as triplicatas, 

foram desconsiderados na análise. Essas variações, bem como as diferenças no 

número de spots detectados entre as triplicatas são causadas por variações na 

focalização isoelétrica e na eletroforese, inerentes às técnicas. 

Já na análise inter-específica, observou-se grande variação entre o número de 

spots detectados (Tabela 4). Essa diferença se atribui ao estado fisiológico e 

metabólico dessas plantas que respondem ao tratamento aplicado ao longo do tempo. 

No material T15 foram detectados 1126 spots reprodutíveis, número esse muito maior 

que nos demais tratamentos, podendo ser interpretado como resultado de uma 

resposta mais imediata ao estímulo de inclinação das árvores. 

Tabela 4 - Número de spots detectados nos diferentes tratamentos em cada réplica de gel bidimensional. 
T e O são os tratamentos utilizados, madeira de tração e oposta, respectivamente. C, madeira 
controle (não inclinada). Tempos de indução da madeira de reação: 15,30 e 60 dias 

Tratamentos 
Número de spots 

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 
C15 779 756 771 

T15 1169 1130 1150 

015 270 263 264 

C30 745 753 751 

T30 530 528 466 

030 187 177 158 

C60 712 722 713 

T60 627 621 616 

060 278 239 220 

Da comparação inter-específica entre os tratamentos e o material controle dentro 

de cada tempo de indução, foram detectados spots diferencialmente expressos através 

do alinhamento desses géis (Figura 17). Além dos spots diferencialmente expressos 

quanto ao volume apresentado, há os casos de ausência e presença, chamados aqui 

de spots exclusivos. De todos esses spots, os que apresentaram maior intensidade 

foram submetidos à análise de espectrometria de massas. 
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Figura 17 - Géis bidimensionais sobrepostos através do programa ImageMaster (GE Healthcare). Spots 
sobrepostos dos géis C15 (vermelho) e T15 (azul) 

5.5 Espectrometria de massas: análise dos espectros 

Os espectros MS/MS foram analisados utilizando-se o programa MASCOT 

(2010) e seleção dos parâmetros adequados, bem como o banco de dados utilizado, o 

MSDB, que se caracteriza por ser um banco conciso, não redundante, utilizado 

especificamente nas aplicações de espectrometria de massas. 

Informações como massa molecular e pl teóricos foram obtidos no SWISS-PROT 

que é um banco de anotações de sequências de proteínas, onde podemos encontrar a 

descrição das funções das proteínas, modificações pós-traducionias e estrutura de seus 

domínios(BAIROCH et alo, 2005). 

Cada espectro foi analisado separadamente e o resultado, apresentado pelo 

software MASCOT (2010) na forma de um seore que representa a somatória da 

pontuação gerada a partir da probabilidade de cada peptídeo presente no espectro de 

MS/MS ser um evento aleatório. O mateh correto, que não é um evento aleatório, 

possui uma probabilidade muito baixa. Para isso, um histograma (Figura 18) com a 

distribuição das 50 melhores proteínas encontradas (matehes) é mostrado. Seores são 
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dados por -10*Log(P), onde P é a probabilidade de uma proteína encontrada (match) 

ser um evento aleatório. Scores sombreados de verde representam os matches 

aleatórios, enquanto que o match correto (ou mais provável) possui um score de 108 

(PERKINS, 1999). Conhecendo-se o tamanho da base de dados onde são feitas as 

procuras por matches e dada a probabilidade de um match ser aleatório, torna-se 

possível a medição de significância de um resultado. Um evento é significativamente 

aceitável se ocorrer aleatoriamente com uma freqüência menor que 5%. No caso abaixo 

(Figura 18), scores maiores que 67 são significativos (p<O,05). Ou seja, scores maiores 

que 67 possuem mais de 95% de probabilidade de serem verdadeiros matches 

(MASCOT,2010). 
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Figura 18- Histograma apresentado pelo software MASCOT (2010). A área sombreada em verde indica 
eventos aleatórios de matching, enquanto que o outlier (score = 108), fora da área 
sombreada, representa o evento não aleatório, ou seja, o match com maior probabilidade de 
identidade da proteína 

5.6 Proteínas Identificadas 

Até o momento 700 spots aproximadamente foram submetidos à espectrometria 

de massas, sendo que aproximadamente 68% desses spots apresentaram similaridade 

com proteínas dos bancos de dados SWISS PROT e MSDB. 

Poucas proteínas apresentaram similaridade com proteínas de Eucalyptus ssp., 

devido ao reduzido número de seqüências depositadas nos bancos de dados públicos 

como SWISS PROT. 

A presença de múltiplos spots de uma mesma proteína pode indicar a ocorrência 

de modificações pós-traducionais, variações alélicas, variações isoenzimática e eventos 

de splicing alternativo resultando em isoformas de uma mesma proteína. Esses eventos 
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ou até mesmo a manipulação das amostras durante o preparo das mesmas, podem ser 

apontados como causadores do aparecimento de novos spots de uma mesma proteína 

(JORGE et aI., 2005). A grande variedade de isoformas transcricionais e pós

transcricionais pode desempenhar diferentes funções sendo dessa maneira, essencial 

no mecanismo de regulação dos processos celulares (GODOVAC-ZIMMERMMANN et 

aI., 2005). A ocorrência de múltiplos spots de uma mesma proteína em caule já foi 

relatada em trabalhos envolvendo diferentes lenhosas como Pinus pinaster e Populus 

trichocarpa (COSTA et aI., 2000; MIJNSBRUGGE et aI., 2000; GION et aI., 2005). 

5.6.1 Proteínas identificadas ao longo do processo de indução da madeira de 

reação (tração e oposta) 

A mudança na biossíntese de uma parede celular constituída por camadas S 

compostas principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, para uma parede celular 

com camadas G ricas em celulose, envolve mudanças no direcionamento do carbono 

produzido pelas plantas. 

Os resultados das proteínas identificadas mostram que ao longo da indução da 

madeira de reação (tração e oposta) a planta responde de forma diferente ao estímulo 

gravitacional. Nas etapas iniciais (15 dias) de indução da madeira de tração verifica-se 

um aumento da expressão de proteínas relacionadas principalmente ao metabolismo da 

celulose, e uma diminuição da expressão de proteínas relacionadas à biossíntese de 

lignina. Aos 30 dias, observou-se um aumento transitório da expressão de algumas 

proteínas relacionadas à lignificação, que ao final dos 60 dias de indução da madeira de 

tração possuem sua expressão diminuída novamente. Esse é um indicativo da 

necessidade de que além da formação da camada G, o processo de lignificação deve 

ser importante na construção de um tecido que resista ao estresse gravitacional sem 

colapsar. 

Além das proteínas diretamente relacionadas ao metabolismo da parede celular, 

proteínas relacionadas ao processo de indução também foram identificadas nos dois 

tipos de madeira. Essas proteínas são àquelas envolvidas na geração de energia, já 

que se tratam de tecidos sob alta atividade de diferenciação e divisão celular, além das 

proteínas sinalizadoras que atuam na regulação de diversas funções biológicas e as 
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proteínas responsáveis pelo turnover de outras proteínas, garantindo assim o pool 

metabólico necessário para satisfazer as demandas desses tecidos (tração e oposta) 

sob intensa atividade metabólica. 

5.6.1.1 Classificação das proteínas em categorias funcionais 

As proteínas identificadas foram classificadas em categoriais funcionais (Figura 

19 e 20) como proposto por Rison et aI. (2000) e modificado por Carvalho et aI. (2008). 

Essa classificação fornece uma visão global do metabolismo dos dois tipos de madeira 

(tração e oposta) ao longo do período de indução da madeira de reação. Durante a 

análise das imagens de géis 20, foi possível identificar além dos spots diferencialmente 

expressos (Anexo N-U, Figura 19), spots "exclusivos" de um tratamento. Os spots 

chamados aqui de "exclusivos" são aqueles que só foram detectados em um tratamento 

quando comparados ao controle, ou seja, são spots que estão presentes em um 

tratamento e ausentes no controle. Até o momento, foram submetidos à espectrometria 

de massas apenas os spots "exclusivos" da madeira de tração e madeira oposta após 

15 dias de indução (Anexo TeU, Figura 20). Dessas proteínas exclusivas, grande parte 

foi também identificada como proteínas diferencialmente expressas em outros spots 

durante a comparação com o material controle. A detecção de proteínas em múltiplos 

spots caracteriza provavelmente a ocorrência de isoformas e possíveis modificações 

pós-traducionais. 
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Proteínas diferencialmente expressas identificadas 
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Figura 19 - Classificação funcional das proteínas diferencialmente expressas identificadas na madeira de 
tração (T) e oposta (O) em relação ao material controle (árvore não inclinada) nos três 
intervalos de indução (15,30 e 60 dias) 

Proteínas exclusivas identificadas 
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O EsIrutLra e OrganizaçAo da Estrutln • VIaS de Informaçao Função não-definida 

Figura 20 - Proteínas exclusivas identificadas após 15 dias de indução da madeira de tração e oposta. 
T15, madeira de tração; 015, madeira oposta 
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A categoria Metabolismo e Energia (Figura 19) está representada pelo maior 

número de proteínas tanto na madeira de tração como na madeira oposta, 

corroborando com os resultados observados por Celedon et aI. (2007) durante a 

caracterização do proteoma da região cambial da madeira juvenil de eucalipto. Nessa 

categoria encontram-se proteínas relacionadas ao metabolismo de aminoácidos, 

compostos secundários, nitrogênio, carboidratos, pequenas moléculas e síntese de 

energia. 

Na subcategoria Metabolismo de aminoácidos incluiu-se a S-adenosilmetionine 

sintetase (SAMS) que sintetiza S-adenosil-D-metionina (AdoMet) que é o principal 

grupo doador de metil na síntese de lignina, a partir de L-metionina e ATP (KENDE, 

1993). Assim, o ciclo metil (Figura 21) é o responsável pelo fornecimento de grupos 

metil que são adicionados em posições específicas dos monolignóis durante o processo 

de lignificação das células do xilema (CÁNTON et aL, 2005). A atividade da SAMS têm 

sido correlacionada com a Cafeil 3 O metiltransferase (COMT) e cafeil-CoA 0-

metiltransferase (CCoAOMT), indicando a importância dessas enzimas na lignificação 

(VINCENT et aI., 2005; MIJNSBRUGGE et aL, 2000). Essas proteínas estão 

classificadas dentro da subcategoria Metabolismo da Parede Celular. Proteínas como a 

Cinamil álcool desidrogenase (CAD) relacionada à biossíntese de lignina e uma 

proteína cp-wap13 possivelmente relacionada ao processo de biossíntese de celulose 

foram identificadas (DELGADO et aL, 1998), também foram classificadas dentro dessa 

subcategoria. 
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Outra subcategoria bastante representada foi a de Metabolismo secundário onde 

foram incluídas as isoflavona redutases e éter benzílico fenilcumarino redutases. Esta 

última está envolvida na biossíntese de isoflavonóides e lignina (SHOJI et aI., 2002; 

MIJNSBRUGGE et aI., 2000). 

No Metabolismo de nitrogênio, a glutamina sintetase e a glutamate 

desidrogenase foram identificadas. Segundo Cantón et aI. (2005) um sistema eficiente 

de reciclagem de nitrogênio é necessário para prevenir uma deficiência severa em 

plantas durante lignificação intensa. Assim, eles propuseram um mecanismo no qual o 

nitrogênio liberado é reciclado localmente e incorporado na forma de glutamina através 

da enzima glutamina sintetase. A alteração da expressão da glutamina sintetase 

provavelmente se reflete na taxa de lignificação. Nas primeiras etapas da lignificação, 

grande quantidade de amônio é liberado a partir da desaminação de L-fenialanina pela 

enzima fenilalanina amônia-liase (PAL) e muito provavelmente esse amônio é reciclado 

pela glutamina sintetase, principal enzima da assimilação do amônio em plantas 

(CANTÓN et aI., 2005). Já a glutamato desidrogenase é uma enzima mitocrondrial 

capaz de incorporar amônio em 2-oxoglucurato, para formar glutamato, ou para 

funcionar na direção oposta oxidando glutamato (DUBOIS et aI., 2003). 

Em tecidos não fotossintetizantes, carboidratos são consumidos através da 

respiração para produzir energia e cadeias de carbono que são utilizadas no 
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metabolismo e na biossíntese da estrutura celular que inclui a síntese dos componentes 

da parede celular. A quantidade de O2 na região cambial é limitada pela barreira física 

que a casca exerce, e pelo consumo através da respiração. Dessa forma, parte da 

produção de energia provavelmente provém da fermentação alcoólica (KIMMEREE; 

STRINGER, 1988). Assim, foram identificadas em múltiplos spots a álcool 

desidrogenase, possivelmente relacionadas a esse processo. Outros trabalhos mais 

recentes mostraram a presença de transcritos e proteínas da álcool desidrogenase 

durante a formação do xilema e crescimento secundário (CARVALHO et aI., 2008; 

CELEDON et aI., 2007; GION et aI., 2005; RANIK et aI., 2006). 

A subcategoria Metabolismo de carboidratos engloba as proteínas envolvidas na 

glicólise e no metabolismo da sacarose. Exemplo de enzimas identificadas nesta 

categoria: glicose-6-fosfato 1-desidrogenase, frutoquinase, sacarose sintase, 

fosfoglucose isomerase, gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, enolase, ribulose 

bisfosfato carboxilase (Rubisco), triosefosfato isomerase e UDP-glicose pirofosforilase. 

Já a subcategia Metabolismo de pequenas moléculas, foi representada pela 

adenosina kinase (ADK), que possui a função de regular os níveis intracelulares de 

adenina e adenosina, e ainda especula-se a função na regulação da formação da 

madeira através do controle dos níveis de citocininas muito importantes na proliferação 

celular (KWADE et aI., 2005). A reciclagem de adenosina nas regiões cambiais ocorre a 

partir da hidrólise de S-adenosil-L-homosisteína (SAH), subproduto das reações de 

metilação dependentes de S-adenosil-L-metionina. Caso, a adenosina não seja 

reciclada, a hidrólise de SAH é inibida, com isso ocorre um acúmulo de SAH e a 

utilização de metionina acaba sendo limitada pelo ciclo de reações (Figura 22) 

(MOFFAT et aI., 2002). 
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Figura 22 - Principais intermediários do ciclo de metilações via SAH. SAM é o principal doador de radicais 
metil para reações de transmetilações incluindo àquelas durante a síntese de pectinas, 
ligninas e metilações de DNA. SAM, S-adenosil-metionina; SAH, S-adenosil hidrolase; ADK, 
adenosina kinase; Hcy, homocisteína. Retirado de Moffat et alo, 2002 

Em relação à produção de energia para o metabolismo primário, muitas ATPases 

e ATPase vacuolares foram identificadas em múltiplos spots. 

Na madeira de tração, a segunda maior categoria representada foi a de Estrutura 

e Organização da Estrutura, correspondendo a aproximadamante 20% das proteínas 

identificadas. Nessa categoria funcional estão proteínas relacionadas à organização do 

citoesqueleto e metabolismo da parede celular. Na subcategoria Citoesqueleto foram 

identificadas ~ e a tubulinas e actina em vários spots o que está de acordo com 

resultados de Gion et aI. (2005) estudando o xilema em desenvolvimento de Pinus. O 

citoesqueleto é formado por filamentos de actina e microtúbulos (tubulinas) e é 

responsável pela regulação da polaridade, morfologia e movimentação intracelular 

(vesículas, organelas). Os polissacarídeos da parede celular são sintetizados no 

complexo de Golgi e transportados através de vesículas ao local de destino. Essas 

vesículas são guiadas pelos microtúbulos do citoesqueleto (DELMER; STONE, 1988). 

Além dessas funções, o citoesqueleto atua na regulação da deposição ordenada de 
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microfibrilas de celulose na parede celular de células do xilema em desenvolvimento 

(ODA; HASEZAWA, 2006). 

Na madeira oposta, as categorias Vias de Informação e Processos Celulares 

aparecem em segundo lugar de representatividade. A categoria Vias de Informação é 

representada principalmente pelas chaperoninas e pelas proteínas relacionadas à 

síntese e degradação de cadeias polipeptídicas e ácidos nucléicos (DNA e RNA). As 

chaperoninas exercem papel fundamental na conformação tridimensional das proteínas 

influenciando na determinação da especificidade e atividade das proteínas. Proteínas 

como 208 proteasome alpha 6 subunit e GBP16 envolvidas na proteólise foram 

identificadas. Já em relação ao metabolismo de DNA e RNA foram identificadas 

proteínas como Aspartyl-tRNA synthetase, helicases e 60s acidic ribosomal protein. 

Fatores de elongação (translation elongation factor EF-Tu) da tradução de proteínas 

também estão incluídas nesta categoria. Quanto às proteínas relacionadas à via de 

degradação, como as 208 proteasome identificadas neste trabalho, podem estar 

relacionadas à via de resposta a auxina. Segundo Gray e Stelle (2000), a regulação da 

via de reposta às auxinas depende da ação dos complexos proteasoma (ECKARDT et 

aI., 2001). Como o metabolismo das auxinas é estimulado na madeira de tração (PAUX 

et aI., 2005; HELLGREN et aI., 2004), possivelmente o proteasome identificado nesse 

trabalho pode estar relacionado a esta via, apesar de estarem envolvidos em diversas 

vias regulatórias (SCHALLER, 2004). 

A categoria Processos Celulares reúne as proteínas relacionadas à divisão e 

regulação celular e aos mecanismos de defesa contra estresses bióticos e abióticos. 

Proteínas ligadas à divisão e ao processo de crescimento celular como as proteínas cell 

division FtsZ e cell division cyele 48 foram encontradas, visto que além de células 

xilemáticas em diferenciação, também coletou-se células meristemáticas em fase de 

divisão celular. Outra proteína importante identificada dentro dessa categoria foi a 14-3-

3 que possui função importante na transdução de sinais através da ligação a outras 

proteínas sinalizadoras como quinases, fosfatases e receptores transmembrana (FU et 

aI., 2000; FERL, 2004). No entanto, alguns trabalhos relatam que as 14-3-3 de plantas 

ligam-se a fatores de transcrição e outras proteínas sinalizadoras, agindo sobre a 

regulação do desenvolvimento e respostas a estresses (ROBERTS, 2003). Além 
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dessas proteínas, identificou-se a proteína GTP binding, reguladora da proteína G, e, 

portanto envolvida na regulação temporal e espacial de diversas funções específicas 

celulares (TAKAI et aI., 2001). Proteínas com função de defesa contra estresses como 

ascorbate peroxidase, relacionada ao estresse oxidativo e a Vicilin precursor que é um 

peptídeo antimicrobiano de proteção contra patógenos (bactérias e fungos) também 

foram identificadas. 

Com menor representatividade nos dois tipos de madeira, mas não menos 

importante, a categoria Transporte inclui as Ran e Rab que regulam diversas etapas do 

transporte membranar, incluindo a formação e movimento de vesículas ao longo das 

redes de actina e tubulinas. Dessa maneira, proteínas da superfície celular se movem 

do Golgi para a membrana plasmática permitindo também que sejam recicladas 

(STENMARK; OLKKONEN, 2001). Essas proteínas têm ganhado atenção dos 

pesquisadores que estudam o processo de formação da madeira uma vez que dentre 

as moléculas sintetizadas no Golgi e transportadas para a parede celular estão os 

polissacarídeos que a compõem (celulose, hemiceluloses, pectinas), além dos 

complexos protéicos envolvidos na biossíntese de celulose (ODA et aI., 2005). 

As proteínas identificadas nos bancos de dados como hipotéticas ou unknown 

foram agrupadas na categoria Função não definida. 

Sob uma visão geral, observou-se que na madeira de tração a categoria 

Estrutura e Organização da Estrutura, destacou-se em relação à madeira oposta 

independente do tempo de indução (Figura 17). Isso se deve ao fato de que nesta 

categoria estão inseridas as proteínas relacionadas ao citoesqueleto, à síntese de 

polissacarídeos e lignificação. Esse resultado era esperado, já que na madeira de 

tração ocorrem diversas alterações estruturais e químicas na parede celular que não 

são observadas, pelo menos não com tanta intensidade, na madeira oposta. É 

importante lembrar que nessas categorias estão classificadas apenas as proteínas que 

apresentaram diferenças na expressão em relação aos controles. Portanto, os gráficos 

representam as alterações encontradas no perfil protéico devido à indução da formação 

da madeira de tração e oposta ao longo dos tempos de indução. Sendo assim, em 

geral, as proteínas representadas na categoria Estrutura e Organização da Estrutura 

sofreram alterações de expressão que não foram observadas na madeira oposta. 
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5.6.1.2 Proteínas identificadas envolvidas na biossíntese de polissacarídeos da 

parede celular secundária 

A síntese dos polissacarídeos que compõem a parede celular primária e 

secundária é realizada a partir do precursor comum UDP-D-glicose, o qual pode ser 

dirigido para a síntese de hemiceluloses e pectinas e para a síntese de celulose. 

A parede celular secundária é caracterizada principalmente pela deposição 

padronizada de microfibrilas de celulose, para as quais o UDP-D glicose é o precursor. 

A principal via de produção deste substrato nas células da região cambial de 

Euca/yptus grandis parece ocorrer pela sacarose, através da sacarose sintase (SUSY), 

que foi identificada na madeira de tração (spot 1908) aos 15 dias de indução (T15) com 

expressão duas vezes maior que na madeira normal. Segundo Joshi et alo (2004), a 

sacarose sintase possui a importante função de direcionar UDP-glicose diretamente 

para as enzimas do complexo de celuloses sintases, evitando uma competição pelo 

poo/ celular de UDP-glicose e possibilitando, conseqüentemente, as elevadas taxas de 

síntese de celulose observadas durante o crescimento secundário. O gene SUSY foi 

altamente expresso durante a formação da madeira de tração de Popu/us 

(ANDERSON-GUNNERAS et alo, 2006). Portanto, o aumento da quantidade dessa 

enzima na madeira de tração deve estar relacionado à biossíntese de celulose. 

Como conseqüência da intensa atividade da SUSY, provendo UDP-glicose para 

a biossíntese de celulose, ocorre um acúmulo de frutose no citoplasma, o qual requer a 

ativação do metabolismo da frutose (Figura 23). Assim, a frutoquinase foi identificada na 

madeira de tração aos 15 (spots 1167 e 512) e 30 dias de indução (spot 512), sendo 

que o spot 512 na madeira de tração aos 15 dias possuiu expressão 4,7 vezes maior 

que no material controle, e após os 30 dias houve uma redução em relação ao controle 

ficando com expressão 1,5 vezes maior que o controle. Esses spots não foram 

detectados na madeira oposta. Na madeira de tração, transcritos do gene que codifica a 

frutoquinase foram um dos mais expressos em Popu/us (ANDERSSON-GUNNERAS et 

alo, 2006). Esses resultados estão de acordo com o modelo de partição do carbono 

durante a biossíntese de celulose proposto por Delmer e Haigler (2002). 
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o excesso de frutose-6-fosfato na madeira de tração está relacionado à 

regeneração de sacarose, enquanto que na madeira normal esse excesso deve ser 

direcionado à biossíntese de lignina, através das vias das pentoses e shikimato, além 

da biossíntese de hemicelulose. Na madeira de tração nenhuma das enzimas 

envolvidas no ciclo das pentoses ou na do shikimato foi identificada, já na madeira 

oposta a transketolase (spot 19) foi identificada como spot exclusivo, ou seja, ausente 

na madeira normal e presente na madeira oposta. A transketolase é uma enzima 

plastídica chave do ciclo das pentoses (Figura 24) no controle do fluxo de carboidratos 

para a via do shikimato. A supressão dessa enzima em Tabaco levou a efeitos drásticos 

no desenvolvimento e crescimento da planta, incluindo a supressão do metabolismo de 

fenilpropanóides e do processo de lignificação (HENKES et aI., 2001). Essa proteína foi 

identificada apenas na madeira oposta. Em Populus, a transketolase teve sua 

expressão reduzida na madeira de tração (ANDERSSON-GUNNERAS et aI., 2006). 
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Figura 24- Ciclo das pentoses. Envolvimento da Transketolase na via do shikimato e conseqüentemente 
na biossíntese de lignina. Retirado de ANDRESSON-GUNNERAS et aI. (2006) 

o pool de UDP-glicose destinado à síntese de celulose e hemiceluloses é 

produzido pela UGPase (UDP-glicose-pirofosforilase) e pela SUSY. A UGPase também 

participa da regulação da reciclagem de sacarose no sistema. É através da produção 

de UDP-glicose pela UGPase que a sacarose fosfato sintase (SPS) produz sacarose 6-

fosfato utilizada na regeneração de sacarose (Figura 23) A UGPase pode também estar 

envolvida na biossíntese de hemicelulose (ANDERSSON-GUNNERAS et aI. 2006, 

DELMER; HAIGLER, 2002). 

Na madeira de tração aos 15 dias de indução, essa enzima apresentou 

expressão diferencial em relação à madeira normal em dois spots (1758 e 2489 -Anexo 

N). Os dois spots identificados apresentaram um aumento de expressão (2x) em 

relação à madeira normal. Ambos os spots apresentaram homologia com uma 

seqüência de Arabidopsis (At5g17310) correpondente à UGPase2. Além desses spots, 

a UGPase2 também foi identificada em outro spot exclusivo presente na madeira de 

tração após os 15 dias de indução e ausente no controle. Essa mesma enzima também 

foi identificada após 30 dias de indução na madeira de tração mantendo o aumento de 

expressão em relação ao controle. A superexpressão da UGPase em Populus resultou 

no aumento do teor de celulose e diminuição de lignina (COLEMAN et aI., 2007). Em 

outro trabalho, a UGPase2 aparece superexpressa na madeira de tração de Populus 
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(ANDRESSON-GUNNERAS et alo, 2006). Esses resultados indicam que a UDP-glicose 

produzida deve estar sendo direcionada à síntese de celulose. 

Recentemente Meng et alo (2009) caracterizaram a UGPase2 em Arabidopsis 

como sendo co-regulada a respostas a estresses, no entanto parece haver uma 

funcionalidade importante quando se têm altos níveis de celulose sintetizados (madeira 

de tração induzida) como os trabalhos citados acima apontam. Outro ponto importante, 

é que os experimentos de Meng at alo (2009) foram feitos com Arabidopsis que não é 

uma espécie arbórea não sendo a mais indicada para se estudar a formação de parede 

celular secundária, sendo que tais genes podem apresentar respostas diferentes em 

espécies diferentes. 

Adicionalmente, foi identificada a UDP-glicose-6P-desidrogenase (UGDH), 

responsável pela biossíntese de hemicelulose e pectinas. Essa enzima apresentou 

redução de expressão após os 15 dias iniciais de indução da madeira de tração. Esse 

resultado corrobora com o encontrado sobre a UGPase, mostrando que realmente a 

UDP-glicose produzida pela UGPase deve estar sendo direcionada à biossíntese de 

celulose, já que a UGDH encontra-se reprimida na madeira de tração. 

A UGDH identificada foi similar a uma seqüência (gi: 6164590) de Populus que é 

mais expressa, comparada às outras isoformas, durante a formação da parede celular 

secundária (JOHANSON et alo, 2002). Portanto, a redução na expressão dessa 

enzima acarreta provavelmente a limitação da síntese de hemiceluloses e pectinas. A 

UGDH não possui expressão tão alta quanto às demais enzimas responsáveis por 

reações subseqüentes da mesma via metabólica. Por isso mesmo, sugere-se que a 

UGDH pode ser considerada como fator limitante na síntese dos polissacarídeos da 

matrix da parede celular (DALESSANDRO ; NORTHCOTE, 1977). 

As enzimas acima, relacionadas ao metabolismo de carboidratos, não foram 

identificadas na madeira oposta. Provavelmente, essas enzimas não apresentaram 

diferenças significativas em relação ao material controle que permitissem a análise 

proteômica. Mesmo entre os spots exclusivos da madeira oposta aos 15 dias de 

indução, não houve identificação de proteínas envolvidas diretamente no metabolismo 

de carboidratos. 
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Apesar da identificação de várias enzimas relacionadas ao metabolismo de 

celulose na madeira de tração aos 15 e 30 dias de indução, na análise anatômica 

observou-se a presença da camada G apenas no material com 60 dias de indução. A 

expressão alterada dessas proteínas pode ser um indicativo da ocorrência de 

mudanças na parede celular que se tornam visíveis anatomicamente somente após 60 

dias de indução. Provavelmente nesse período, a diferença entre a espessura da 

parede celular da madeira de tração e da madeira normal é maior, e por isso visível à 

microscopia óptica. Qiu et aI. (2008), analisaram a madeira de tração de Euca/yptus e 

observaram poucas células com deposição da camada G, mas com alterações no teor 

de lignina e na orientação de microfibrilas de celulose. Esses pesquisadores concluíram 

que a camada G pode não ser essencial para o reforço da parede celular secundária 

durante a indução da madeira de tração. Porém, é importante lembrar que as 

diferenças entre as condições experimentais adotadas, como por exemplo a 

intensidade do estímulo aplicado (ângulo de inclinação) ou diâmetro do caule, podem 

influir na resposta metabólica. Assim, a presença maior ou menor de células com 

camada G pode ser reflexo das condições experimentais empregadas. Neste trabalho, 

sugere-se a ocorrência um incremento gradual da camada G na parede celular 

secundária, que passa ser visível apenas após 60 dias de indução. 

5.6.1.3 Proteínas identificadas envolvidas na organização do citoesqueleto 

A deposição organizada da parede celular secundária é dirigida pelos 

microtúbulos, que determinam a direção das microfibrilas de celulose na parede celular. 

Assim, eles são os responsáveis não somente pela deposição das microfibrilas de 

celulose na forma de rosetas, mas também pelo ângulo que estas são depositadas, 

principalmente na camada 82 da parede celular secundária (FUNADA, 2000). 

Foram identificadas 13 e a -tubulinas e actinas que estão diretamente 

relacionadas aos microtúbulos. Essas proteínas foram identificadas na madeira de 

tração e oposta ao longo do tempo de indução. Nos primeiros 15 dias de indução, 

essas proteínas apresentaram redução de expressão tanto na madeira de tração como 

na madeira oposta, sugerindo uma inicial desorganização do citoesqueleto, podendo 

ser uma possível resposta ao estresse de indução. No entanto, detectou-se 2 spots 
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(689 e 1602) que estiveram presentes apenas na madeira de tração e ausente na 

madeira normal (controle). Esses spots codificam uma J3-tubulina-1 de Euca/yptus. A 

presença dessa proteína em múltiplos spots se deve à sua grande importância no 

remodelamento da parede celular secundária, principalmente no que diz respeito à 

organização e deposição das microfibrilas de celulose. Spokevicius et aI. (2007) 

mostraram que a J3-tubulina-1 está envolvida na determinação da orientação das 

microfibrilas de celulose na parede celular secundária de madeira madura de eucalipto. 

Aos 30 dias de indução, a -tubulinas e actinas, foram identificadas com aumento 

de expressão, enquanto que no final dos 60 dias, as diferenças de expressão na 

madeira de tração e oposta não foram significativas em relação à madeira normal. 

5.6.1.4 Proteínas identificadas envolvidas na biossíntese de lignina 

Como já comentado, a madeira de tração apresenta reduzido teor de lignina 

(Timell, 1969). A síntese de lignina é feita através do direcionamento dos carboidratos 

para a via do shikimato e dos fenilpropanóides (BOERJAN et aI., 2003). 

Na análise proteômica, foram identificadas apenas enzimas relacionadas às vias 

específicas dos monolignóis nas reações subseqüentes que utilizam o Cafeil-CoA 

(Figura 25) e proteínas envolvidas no ciclo de metilações. Proteínas envolvidas nas 

etapas iniciais do metabolismo dos fenilpropanóides não foram identificadas. 

Nos primeiros 15 dias de indução as enzimas S-adenosilmetionina sintetase 

(SAMS) e adenosilhomocisteinase responsáveis pelo fornecimento de grupos metil aos 

monolignóis durante o processo de biossíntese de lignina (Figura 25), apresentaram 

aumento de expressão na madeira de tração. Já na madeira oposta, apenas a SAMS 

foi identificada com menor expressão que o material controle. 
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Figura 25 - Via de biossíntese da lignina. Retirado e modificado de CARVALHO et aI. (2008) 

De acordo com Cantón et alo (2005), SAMS atua no fornecimento de 

grupamentos metil para as enzimas Cafeil-CoA-O-metiltransferase (CCoAOMT) e 

Cafeil-3-0-metiltransferase (COMT). Assim sendo, apesar da elevada expressão das 

enzimas envolvidas no ciclo meti! aos 15 dias de indução, as enzimas COMT e 

CCoAOMT encontram-se menos expressas na madeira de tração e também na madeira 

oposta em relação ao controle. Como observamos, nos momentos iniciais da indução 

da madeira de reação, se intensifica o ciclo metil (SAMS) e, ao mesmo tempo ocorre 

repressão da atividade das enzimas chaves específicas da síntese de monolignóis 

(COMT e CCoAOMT) a fim de regular a síntese de lignina. Outra proteína também 

envolvida no processo de lignificação, a Cinamil álcool desidrogenase (CAD), 

relacionada aos passos subsequentes à CCoAOMT e COMT, também reduziu 

significativamente sua expressão na madeira de tração aos 15 dias de indução, 

ocorrendo uma co-regulação dessas duas proteínas. 
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A proteína CCoAOMT identificada na madeira de tração (15 dias) com redução 

da expressão em relação ao controle (spots 661,674 e 719; Anexo N), também foi 

detectada como spot exclusivo da madeira de tração (spot 3358). Todos esses spots 

apresentaram similaridade à CCoAOMT2 (gi:3023419) de Euca/yptus gunii. Essa 

isoforma é a principal das CCoAOMTs atuando durante o processo de lignificação em 

diversas espécies (RAES et aI., 2003). Zhong et aI. (2000) mostraram a importância da 

CCoAOMTs no processo de lignificação. Nesse trabalho, a redução da expressão 

dessas enzimas resultou na diminuição do teor de lignina do tecido. Na análise das 

proteínas exclusivas da madeira oposta, a enzima CCoAOMT2 (Euca/yptus) também foi 

detectada no spot 239. 

Na madeira de tração, aos 30 dias de indução, ocorre um aumento transitório da 

expressão da CCoAOMT (spot 674, Anexo P) que ao final dos 60 dias encontra-se 

reprimida juntamente com a SAMS em relação ao controle. Acompanhando a 

expressão da CCoAOMT, a CAD também foi identificada com aumento de expressão 

na madeira de tração, havendo dessa maneira novamente uma co-regulação dessa 

proteína com uma proteína OMT (COMT e CCoAOMT). 

Aos 60 dias de indução, a COMT (spot 460, Anexo R) e SAMS (spots 2310 e 

1280 Anexo R) diminuíram sua expressão na madeira de tração. Os spots 2310 e 1280 

(Anexo R), onde foi identificada a proteína SAMS, reduziram a expressão em 

aproximadamente 4 vezes em relação ao material controle. Na madeira oposta (Anexo 

S), a COMT (spot 501, Anexo S) apresentou expressão 5 vezes maior que o controle e, 

quase que 3 vezes menor na madeira de tração (spot 460, Anexo R) em relação ao 

controle. No entanto, as enzimas CAD (spots 490 e 1548, Anexo R) e peroxidase (spot 

2176, Anexo R) foram mais expressas na madeira de tração quando comparadas ao 

controle. Esses resultados corroboram com os obtidos por Paux et aI. (2005), onde a 

enzima COMT apresentou um aumento significante na madeira oposta e diminuição na 

madeira de tração comparada ao controle. 

A regulação do processo de biossíntese de lignina é bastante complexa, no 

entanto tem sido alvo de muitos estudos. Analisando o padrão de expressão de 

diversos genes envolvidos na lignificação da madeira de tração de Euca/yptus, Pau x et 

aI. (2005) observaram que a COMT e CCoAOMT estão sob os mesmos efeitos 
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regulatórios durante a formação da madeira de tração, indicando possivelmente uma 

co-regulação. Já os genes 4CL, CAD e CCR, foram agrupados em outro cluster com 

padrões de expressão similares durante a indução da madeira de tração. Nesse 

trabalho, os autores apontam para uma importância maior dada aos genes COMT e 

CCoAOMT na determinação do teor de lignina durante a formação da madeira. A 

COMT é provedora de unidades S de monolignóis, enquanto que a CCoAOMT é 

responsável pela síntese de unidades S e G de monolignóis. Sabendo-se que o balanço 

de unidades S e G está relacionado ao teor de lignina (PILATE et aI., 2004), fica clara a 

importância dessas duas enzimas no processo. 

De acordo com os resultados da proteômica empregada, verifica-se que ao longo 

do processo de formação de uma parede celular rica em celulose e pobre em lignina, os 

genes COMT, CCoAOMT e SAMS são essenciais. Observou-se que as proteínas 

COMT e SAMS apresentaram expressão reduzida na madeira de tração aos 60 dias. 

Esse resultado pode ser apoiado pela análise anatômica em que se observou grande 

quantidade de células xilemáticas com deposição da camada G (rica em celulose) na 

parede celular secundária. 

No entanto, o conteúdo S/G de lignina entre os tipos de madeira não pode ser 

sugerido apenas com base nesta análise proteômica, visto que não foram submetidos à 

espectrometria de massas todos os spots detectados nesse experimento. Porém, pode

se dizer que a relação S/G provavelmente variou durante o longo período de indução 

visto que, a expressão de algumas proteínas alterou consideravelmente. Apesar das 

mudanças de expressão observadas, é indispensável a análise química desses 

materiais para a avaliação das alterações no teor de lignina Klason e solúvel. 

5.6.1.5 Proteínas identificadas não relacionadas diretamente com o metabolismo 

da parede celular 

Grande quantidade de spots associados à produção de energia e a outros 

processos inerentes ao tecido cambial, como a divisão celular, foram identificadas. 

Mesmo todas essas proteínas sendo incluídas nessa categoria, todas elas possuem 

importância na produção de precursores requeridos no processo de formação da 

madeira. 
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De maneira geral, as proteínas envolvidas na produção de energia, 

apresentaram redução de expressão na madeira de tração aos 15 dias de indução e 

aumento na madeira oposta. No entanto, ao longo do processo de indução a expressão 

dessas proteínas aumenta tanto na madeira de tração como na madeira oposta. 

Observa-se, portanto, que provavelmente a geração e consumo de energia deve 

estar ocorrendo em maior intensidade na madeira oposta durante as etapas iniciais (15 

dias) da indução da madeira de reação e por isso, a necessidade de maior quantidade 

dessas proteínas. É comum a modulação da expressão dessas proteínas em resposta 

ao estresse celular (KÜL TZ, 2005). A indução dessas enzimas durante o estresse pode 

ser útil para gerar equivalentes redutores (NADH, NADPH), que são necessários aos 

sistemas antioxidantes, como durante glicólise ou fotossíntese. A atividade da eno/ase 

é modulada em resposta a diversos tipos de estresses provocados pela seca, frio, sal e 

anaerobiose em diversas espécies de plantas (FUKAO et alo, 2003; RICCARDI et alo, 

1998; MINHAS; GROVER, 1999; YAN et alo, 2005). A expressão dessa enzima diminui 

em raízes de arroz expostas ao estresse salino, chegando a desaparecer após 72 

horas de tratamento (YAN et alo, 2005). De maneira contrária, em um estudo recente 

(PARK et alo, 2009), o efeito de VOCs (Vo/ati/e Organic Compounds) como tolueno e 

formaldeído, provocaram o aumento da expressão de diversas enzimas, entre elas a 

enolase, envolvidas no metabolismo de carboidratos e na produção de energia. Tanto a 

proteína enolase (CELEDON et alo, 2007), como seu transcrito (CARVALHO et alo, 

2008) foram identificados na região cambial da madeira juvenil de Euca/yptus grandis, 

sugerindo a necessidade dessa enzima em um tecido sob intensa atividade de divisão e 

diferenciação celular, como é o caso da madeira de reação. Já a enzima identificada 

como glicera/deído-3-fosfato desidrogenase, também relacionada à glicólise, é uma 

enzima dependente de NAD+ (HIGUCHI, 1997). Essa enzima foi encontrada no 

proteoma da região cambial de Euca/yptus (CELEDON et alo, 2007) e em bibliotecas de 

xilema maduro e em desenvolvimento (PILATE et alo, 2004; CARVALHO et alo, 2008). 

Na biblioteca de xilema em desenvolvimento essa enzima foi 2,4 vezes mais expressa 

que no xilema maduro (PILATE et alo, 2004). Na madeira de compressão de Pinus 

taeda (WHETTEN et alo, 1998) e Pinus pinaster (PROVOST et a., 2003), os transcritos 

dessa enzima encontraram-se altamente expressos. Estas observações sugerem que o 
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aumento de expressão dessas proteínas, bem como no número de cópias de RNAm, 

deve estar relacionada à intensa atividade cambial dos tecidos amostrados, a qual 

demanda grande quantidade de energia. 

A subunidade maior da Rubisco foi identificada na madeira de tração com 

diminuição na sua expressão aos 15 dias e posteriormente nos demais tempos de 

indução, foi identificada com aumento da sua expressão em relação ao controle. 

8ubunidades maior e menor da Rubisco foram identificadas na região cambial de 

árvores de Populus com 4 anos de idade (JUAN et aI., 2006), enquanto que somente a 

subunidade maior foi encontrada em Euca/yptus com idades de 6 mêses, 3 e 6 anos, 

não ficando clara se essa enzima encontra-se completamente ativa nesse material 

(CELEDON et aI., 2007), pois segundo Andrews et aI. (1987) quando a subunidade 

menor está presente é que o sítio catalítico da subunidade maior encontra-se ativo. 

Além de vários spots identificando a subunidade maior da Rubisco, também foi 

identificada uma ativase de Rubisco na madeira de tração (spot 2298 ANEXO P e R)) 

sugerindo a presença da Rubisco ativa e a alta taxa de produção celular nesse tecido. 

Proteínas envolvidas na divisão celular (proteínas Ftz), na transdução de sinais 

(14-3-3), degradação de proteínas (proteasoma 268, carboxipeptidases), fatores de 

elongação da tradução, proteínas ribossomais, helicases, chaperonas, H8Ps (heat 

shock protein), metabolismo de nitrogênio e de isoflavonóides, aumetaram a expressão 

em comparação à madeira normal, indicando mais uma vez a intensa atividade 

metabólica desses tecidos (tração e oposta). 

5.7 PCR semi-quantitativo (PCRsq) 

Para complementar o estudo proteômico, genes responsáveis pela biossíntese 

de polissacarídeos e de lignina da parede celular foram escolhidos para a quantificação 

de seus transcritos (Tabela 5). A quantificação da expressão de genes relacionados à 

formação da camada G na madeira de tração, bem como genes ligados ao processo de 

lignificação foram escolhidos para validar os dados de expressão de proteínas 

identificadas, como também complementar o estudo sobre esse complexo processo que 

é a formação da madeira. 
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5.7.1 Escolha dos genes de referência 

Baseando-se em resultados preliminares de comparação da expressão de genes 

através de PCRsq entre o tecido foliar e cambial (CARVALHO, 2007), verificou-se que 

os seguintes genes: ubiquitina (UB), isocitrato desidrogenase (ISO), piruvato quinase 

(PK) e a-tubulina-2 (ATUB2), apresentaram as menores variações de expressão entre 

esses tecidos. Diante desses resultados, adimitiu-se que esses genes apresentavam 

potencial para tornarem-se genes de referência. 

Dessa forma, a expressão desses genes foram analisadas nos diferentes 

tratamentos (madeira de tração e oposta) e no controle, nos 3 tempos de indução. 

Através do software Norm-finder, calculou-se o valor de estabilidade dos 

possíveis genes de referência. Esse software fornece um ranking de estabilidade, 

sendo que os menores valores correpondem aos genes mais estáveis. O gene com 

menor valor de estabilidade foi da proteína isocitrato desidrogenase com 0,20, seguido 

da a-tubulina-2 com 0,6, e a ubiquitina com 0,7. O gene menos estável foi o qe codifica 

a piruvato quinase que apresentou valor de estabilidade de 1,21 (Figura 26). Além 

disso, o software Norm-finder fornece a melhor combinação de dois genes, que no caso 

foi a combinação dos genes isocitrato desidrogenase e a-tubulina-2, com valor de 

estabilidade 0,32. 
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~ Siala do aene Valor de estabilidade 

ISO 0,209 

ATUB2 0.606 

UB 0.798 

PK 1.210 

~ 
1,400 

1,200 

1,000 

0,800 

0,600 

0,400 

0,200 

0,000 

ISO ATUB2 UB PK 

Figura 26 - Valores de estabilidade de expressão de genes com potencial para serem genes 
normalizadores de expressão obtidos através do software Norm-finder. A, tabela liberada 
peloo Norm-finder com os valores de estabilidade, B, valores de stabilidade plotados em 
gráfico. ISSO, isocitrato desidrogenase; ATUB2, a-Tubulina-2; UB, ubiquitina; PK, piruvato 
quinase 

A média geométrica da expressão dos dois genes escolhidos como melhor 

combinação (ISO e ATUB2) foi utilizada como fator de normalização. Assim, para a 

normalização de todos os dados de expressão, cada dado de expressão, obtido através 

do programa LinReg, foi dividido pelo fator de normalização calculado. 
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5.7.2 PCRsq de genes envolvidos na biossíntese de celulose 

A celulose é sintetizada na membrana plasmática pela expressão coordenada de 

diversas proteínas (SOMERVILLE, 2006; JOSHI; MANSFIELD, 2007). Essas proteínas 

estão arranjadas em complexos e utilizam como substrato o UDP-glicose para a 

elongação da cadeia de glicanas (DELMER, 1999; HOWLES et aI., 2006). 

As celuloses sintases (CesAs), envolvidas no processo de síntese de celulose, 

faz~m parte do complexo tipo roseta localizado na membrana plasmática das plantas 

vasculares e de algumas algas (DELMER etal., 1999; TSEKOS et aI., 1999). É neste 

complexo que as cadeias de glicanas são sintetizadas. Neste trabalho, foram 

analisadas celuloses sintases relacionadas à deposição da parede celular primária 

(EgCesA4 e EgCesA5) e também àquelas relacionadas à deposição da parede celular 

secundária (EgCesA 1, EgCesA2 e EgCesA3). 

A partir da quantificação da expressão de transcitos por PCRsq, verificou-se que 

tanto as celuloses sintases envolvidas na bissíntese da parede primária (EgCesA4 e 

EgCesA5), como as envolvidas na biossíntese da parece secundária (EgCesA 1, 

EgCesA2 e EgCesA3), apresentaram diferenças singnificativas de expressão tanto na 

madeira de tração como na oposta, quando comparadas à madeira normal (controle) 

(Figura 27 e 28). 

A EgCesA4 e a EgCesA5 apresentaram perfis de expressão parecidos ao longo 

do período de indução da madeira de reação (tração e oposta). Nos primeiros 15 dias 

de indução ocorreu uma redução significativa na expressão desses genes nos dois 

tipos de madeira (tração e oposta) em relação ao controle (Figura 27). Após 30 dias de 

indução, a expressão desses genes aumentou tanto na madeira de tração como na 

oposta; atingindo os mesmos níveis de expressão da madeira normal (controle), 

portanto sem apresentar diferenças significativas em relação a essa. A única exceção 

foi a expressão de EgCesA4 na madeira de tração que superou (2,6) a expressão na 

madeira normal (Tabela 5). Após os 60 dias de indução, a expressão desses genes 

continuou a aumentar nos dois tipos de madeira, atingindo níveis surpreendentes aos 

60 dias de indução (Figura 27), o que indica que não somente a parede celular 

secundária sofre os efeitos da indução da formação da madeira de reação. 
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Figura 27 - Quantificação da expressão das celuloses sintases (CesA4 eCesA5) envolvidas na 
biossíntese da parede primária através de PCRsq. Valores expressos em relação à 
madeira normal. T, madeira de tração; O, madeira oposta. Tempos de indução da madeira 
de reação: 15, 30 e 60 dias 

Já quanto às celuloses sintases relacionadas à síntese de parede secundária 

(EgCesA 1, EgCesA2 e EgCesA3), essas apresentaram crescente expressão tanto na 

madeira de tração como na oposta em relação ao controle. Em geral, na madeira 

oposta, as celuloses sintases relacionadas à parede secundária mostraram menor 

expressão que na madeira de tração. Isso se deve à grande quantidade de celulose 

depositada na parede secundária (camada G) que a madeira de tração freqüentemente 

apresenta (Timell, 1986). 

O comportamento da expressão desses genes durante a indução da madeira de 

reação foi parecido, sendo que o pico de expressão se deu aos 30 dias de indução 

(Figura 28), com exceção a EgCesA 1 que atingiu níveis altíssimos de expressão aos 60 

dias de indução na madeira de tração. 
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Figrura 28 - Quantificação da expressão das celuloses sintases (CesA 1, CesA2 e CesA3) envolvidas na 
biossíntese da parede secundária através de PCRsq. Valores expressos em relação à 
madeira normal. T, madeira de tração; O, madeira oposta. Tempos de indução da madeira 
de reação: 15, 30 e 60 dias 

Esses resultados apontam para uma resposta imediata (aos 15 dias) ao estresse 

onde as celuloses sintases relacionadas à parede primária (EgCesA4 e EgCesA5) 

sofreram uma redução de expressão enquanto que as relacionadas à parede 

secundária (EgCesA 1, EgCesA2 e EgCesA3) apresentaram resposta contrária, ou seja, 

aumentaram a expressão tanto na madeira de tração como na oposta. Essa resposta 

ocorre provavelmente devido à importância da parede secundária para o xilema em 

desenvolvimento sob o efeito do estresse gravitacional. De acordo com esses 

resultados, a resistência necessária para que não ocorra um colapso imediato nesse 

tecido é devido em grande parte à deposição da parede celular secundária, por isso um 

aumento considerável da expressão dos genes EgCesA 1, EgCesA2 e EgCesA3 

verificado ao longo de todo o período de indução. 

Após, esse período de resistência e "adaptação" inicial (aos 15 dias) ao estresse 

gerado, a parede primária volta a ser sintetizada normalmente (aos 30 dias), quando 

EgCesA4 e a EgCesA5 atingem níveis similares de expressão aos encontrados no 

material controle. Ao final dos 60 dias de indução, os genes da parede primária 

aumentam sua expressão juntamente com os genes relacionados à parede secundária, 
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indicando a necessidade do tecido em manter o processo de biossíntese de celulose 

sob altas taxas tanto na parede primária como na parede secundária. 

Em especial, o gene EgCesA 1 apresentou um comportamento inigualável às 

demais CeAs (Figura 28). A expressão desse gene foi altíssima em relação ao controle 

aos 60 dias de indução. Curiosamente, foi nesse tempo de indução que visualizamos 

grande quantidade de fibras com camada G depositada na parede celular secundária. 

Esse é um indicativo de que a EgCesA 1 é essencial para a formação dessa camada na 

madeira de tração. Carvalho et aI. (2008) mostraram que esse gene é o mais expresso 

dentre os outros CesAs no xilema em desenvolvimento da madeira juvenil de 

Euca/yptus. Ou seja, tratando-se de um tecido sob intensa atividade e altas taxas de 

crescimento (madeira juvenil) esse gene se destacou na produção de parede 

secundária. Portanto, da mesma maneira, uma extraordinária atividade dessa isoforma 

se verifica frente à necessidade de se produzir uma parede celular resistente à força 

gravitacional. Pau x et aI. (2005) também detectaram aumento da expressão de 

EgCesA 1 na madeira de tração de Euca/yptus. 

Assim, o grande aumento de uma CesA específica possivelmente influencia o 

funcionamento dos complexos de celulose sintases nas células do xilema afetando a 

orientação da deposição de celulose, se a favor da parede primária ou secundária. 

Apesar de serem observados aumentos consideráveis da expressão das CesAs 

desde os primeiros 15 dias de indução, a camada G só foi visualizada com 60 dias de 

indução, o que sugere que as modificações na madeira de tração que antecem o 

surgimento da camada G devem ser importantes para dar suporte à nova camada (G) 

que surge posteriormente e que gradualmente é depositada ao longo do tempo de 

indução. 

Outra enzima extremamente importante na maquinaria de biossíntese de 

celulose é a KORRIGAN (KOR). Essa proteína está associada à membrana plasmática 

com atividade J3-1,4-glicanase (PAREDEZ et aI., 2006) e está provavelmente envolvida 

na remoção de cadeias de glicanas não cristalinas (MOLHOJ et aI., 2002; 

SOMERVILLE, 2006). Sua atividade está relacionada à biossíntese de celulose na 

parede celular secundária (PENG et aI., 2002). 
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Como está relacionada à parede celular secundária, e acompanhando os 

resultados obtidos de expressão das celuloses sintases (CesAs), a expressão da KOR 

foi também mais intensa na madeira de tração comparada ao controle e obteve seu 

pico de expressão aos 30 dias de indução (Figura 29). As diferenças de expressão 

entre a madeira de tração e a madeira oposta foram grandes, refletindo mais uma vez a 

necessidade da madeira de tração em manter a alta atividade da maquinaria 

biossintética e de celulose. Da mesma maneira, 8handari et alo (2006) verificaram que a 

KOR responde à indução da madeira de reação, sendo sua expressão aumentada na 

madeira de tração e reprimida na madeira oposta. Além disso, verificaram que a KOR e 

as CesAs relacionadas ao desenvolvimento secundário apresentaram-se co-reguladas. 

A sacarose sintase (SUSY) e a UOP-glicose pirofosforilase (UGPase2) 

apresentaram perfis de expressão similares nos dois tipos de madeira induzidos e estão 

de acordo com as proteínas identificadas. Tanto a SUSY como a UGPase 

apresentaram aumento crescente da expressão na madeira de tração e redução na 

madeira oposta. A SUSY atua principalmente no fornecimento do substrato UDP-glicose 

para a síntese de celulose (JOSHI et alo, 2004). Já a UGPase, além da produção de 

UDP-glicose para a síntese dos componentes da matrix da parede celular, atua em uma 

importante via de reações para reciclagem de sacarose (KLECZKOWSKI et alo, 1994). 

Não diferente das demais enzimas analisadas e relacionadas à biossíntese de 

celulose, a SUSY e a UGPase mostraram-se sempre com maior expressão na madeira 

de tração (Figura 29). Da mesma maneira, na análise proteômica essas enzimas foram 

identificadas em spots que apresentaram aumento da expressão na madeira de tração. 

Esses resultados indicam a produção de um fluxo de UDP-glicose provavelmente para 

a produção de celulose, pois observa-se que na madeira oposta, geralmente com 

menor teor de celulose, a expressão dessas enzimas sempre foi menor que na madeira 

de tração. 

Curiosamente, os níveis de expressão da SUSY na madeira de tração aos 60 

dias de indução foram os mais baixos (ainda 2,6 vezes maior que na madeira normal) 

de todo o período de indução, justamente quando a diferença de expressão da 

EgCesA1 em relação ao controle foi máximo (Figura 29 e Tabela 5). Tal redução na 

expressão da SUSY foi acompanhada pelas demais CesAs relacionadas à parede 
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secundária, com exceção à EgCesA 1. Indicando mais uma vez que a EgCesA 1 deve 

ser essencial na produção da camada G (vizualizada neste período) sendo assim um 

ponto chave na regulação desse processo. 
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Figura 29 - Quantificação relativa dos níveis de expressão de genes relacionados à biossíntese de 
celulose na madeira de tração e oposta por PCRsq. Valores expressos são relativos ao 
material controle. SUSY:, Sacarose sintase; UGPase: UDP-glicose pirofosforilase, CesA4: 
Celulose sintase 4, CesA5: Celulose sintase 5, KOR: Endo 1,4-glicanase, CesA 1: Celulose 
sintase 1, CesA2: Celulose sintase 2, CesA3: Celulose sintase 3. Os asteriscos indicam 
expressão diferencial em relação à madeira normal. ANOVA com P ~ 0,05 * , P ~ 0,01 ** 

o citoesqueleto também está associado na biossíntese de celulose. Está 

principalmente correlacionado à deposição ordenada das microfibrilas de celulose na 
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parede celular, bem como responsável pelo ângulo de deposição dessas microfibrilas. 

O ângulo com que as microfibrilas de celulose são arranjadas nas camadas da parede 

celular é que confere resistência e flexibilidade à mesma (PAREDEZ et aI., 2006; 

CHAFFEY et ai, 2000). Assim, quanto menor é o ângulo microfibrilar, maior é a rigidez, 

e quanto maior é o ângulo, maior é a flexibilidade (BARNETI; BONHAM, 2004). Dessa 

maneira, como uma das características principais da camada G, as microfibrilas de 

celulose nessa camada são arranjadas quase que paralelamente ao eixo axial das 

fibras, ou seja, conferindo extrema rigidez à essa camada e, conseqüentemente à 

parede celular secundária (WASHUSEN et aI., 2005). 

Os resultados de PCRsq obtidos se assemelham aos obtidos pela análise 

proteômica com redução da expressão das tubulinas e actinas aos 15 dias de indução 

nos dois tipos de madeira, seguido de aumento aos 30 e 60 dias somente na madeira 

de tração (Figura 30). Os genes escolhidos relacionados ao citoesqueleto para a 

análise por PCRsq foram: ~-tubUlina-1 (~-Tub1), ~-tubulina-2 (~-Tub2) e actina-1 (Act-1) 

(Figura 30). 

Aos 30 dias de indução da madeira de tração, a ~-Tub1 apresentou a maior 

expressão, aproximadamente 17 vezes maior que a expressão na madeira normal 

(Tabela 5 e Figura 30). Enquanto que na madeira oposta essa expressão foi 14 vezes 

menor que na madeira normal. Esse resultado é apoiado pelos resultados das CesAs 

envolvidas no desenvolvimento da parede secundária que apresentam o máximo da 

expressão nesse mesmo período de indução. 

Interessante notar também que apesar da expressão da EgCesA 1 e da EgCesA3 

serem altas na madeira oposta durante esse período (8 e 2 vezes maior que a madeira 

normal respectivamente), os genes relacionados ao citoesqueleto analisados (~-Tub1, 

~-Tub2 e Act-1) nesse mesmo material são baixos (Figura 30 e Tabela 5). Esse 

resultado indica que apesar de haver um aumento na síntese de celulose nesse período 

em relação ao controle (Figura 29), a organização das microfibrilas é feita 

possivelmente de forma diferente. 

Aos 60 dias verificou-se aumento da expressão da ~-Tub1 e da ~-Tub2 em 

relação ao material controle (Figura 30). Nesse período detectou-se a camada G 
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formada, mostrando que as tubulinas devem estar associadas à organização das 

microfibrilas de celulose dessa camada. 

Diversos trabalhos relatam a importância da ~-Tub1 na determinação do ângulo 

microfibrilar de celulose na parede celular secundária (WASHUSEN et alo, 2005; 

Spokevicius et alo, 2007). Dentre esses trabalhos, Qiu et alo (2008) verificaram a 

importância desse gene na determinação do ângulo microfibrilar na madeira de tração 

de Euca/yptus. Nesse trabalho, esse gene foi mais expresso na madeira de tração e 

menos expresso na madeira oposta. 

Portanto, a expressão dos genes relacionados ao citoesqueleto aqui analisados 

é modulada pelo estímulo da formação da madeira de reação e apresenta-se associado 

à formação da camada G. 
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Figura 30 - Quantificação relativa dos níveis de expressão de genes relacionados citoesqueleto na 
madeira de tração e oposta por PCRsq. Valores expressos são relativos ao material 
controle. I3TUB1, l3-tubulina-1; I3Tub2, l3-tubulina-2, Act1, actina-1. Os asteriscos indicam 
expressão diferencial em relação à madeira normal. ANOVA com P!: 0,05 * , P!: 0,01 ** 
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5.7.3 PCRsq de outros genes envolvidos na modificação da parede celluar e 

característicos da presença da camada G 

Outro gene diferencialmente expresso avaliado na madeira de tração e oposta foi 

uma fasciclin-like protein AGP (EgrFLA 1) homólogo à seqüência AtFLA 12 de 

Arabidopsis pertencente ao subgrupo A (JOHNSON et alo, 2003). As FLAs pertencentes 

a esse grupo foram já relatadas como intensamente expressas durante a síntese da 

parede celular secundária apesar de a real funcionalidade dessas proteínas não ter sido 

completamente desvendada (LAFARGUETTE et alo, 2004; PILATE et alo, 2004; 

ANDERSSON-GUNNERAS et alo, 2006). Os membros do grupo AtFLA 12 são induzidos 

durante a formação da madeira de tração (ANDERSSON-GUNNERAS et alo, 2006). Da 

mesma forma, no presente trabalho a expressão de EgrFLA 1 sofreu crescente aumento 

a partir dos 30 dias de indução da madeira de tração. De maneira contrária, na madeira 

oposta houve severa redução da expressão comparada à madeira normal (Figura 31). 

No trabalho de Qiu et alo (2008) a alta expressão observada das FLAs (EgrFLA 1 e 

EgrFLA2) na madeira de tração foi acompanhada pela alta expressão da l3-tubulina-1. 

O mesmo ocorreu nesse trabalho, pois observou-se um aumento da expressão da 13-
tubulina-1 após os 30 dias de indução da madeira de tração. Esses resultados sugerem 

que a EgrFLA 1 pode estar envolvida na orientação das microfibrilas de celulose na 

parede celular secundária. Recentemente, duas AGPs (FLA 1 e FLA2) foram 

encontradas na análise proteômica da camada G isolada da parede celular secundária 

da madeira de tração de Populus (KAKU et alo, 2009). Da mesma forma, aos 60 dias de 

indução, quando foi visualizada a presença da camada G nas fibras do xilema, a 

expressão de FLA 1 foi máxima (20 vezes maior que na madeira normal) (Figura 31). 

Avaliou-se a expressão de uma xiloglucana endo-transglicosilase (XTH3) 

anteriormente identificada como mais expressa na madeira juvenil de eucalipto 

(CARVALHO et alo, 2008). Na madeira de tração verificou-se um gradual aumento da 

expressão da XTH3, enquanto que na madeira oposta verificou-se uma reação 

contrária com diminuição da expressão em relação à madeira normal (Figura 31). Esses 

resultados estão de acordo com os obtidos por Andersson-Gunneras et alo (2006) que 

observaram aumento da expressão das XTHs na madeira de tração de Populus. Mais 

recentemente, Kaku et alo (2009) identificaram XTHs através da análise proteômica da 
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camada G da madeira de tração de Populus. As XTHs são essenciais na incorporação 

de xiloglicanas na camada G (NISHIKUBO et aL, 2007). São elas as responsáveis pelo 

reparo de redes de xiloglicanas que fazem a adesão entre as camadas G e S2. As 

microfibrilas de celulose da parede celular se contraem uniformemente durante a 

maturação, dessa forma a camada G irá se contrair de forma diferente das outras 

camadas, visto que possui ângulo microfibrilar diferente das demais camadas 

(PRODHAN et aL, 1995). Assim, há a necessidade da atividade de enzimas (XTH) que 

fazem o reparo dessas conexões garantindo a integridade da parede celular 

(NISHIKUBO et aL, 2007; MELLEROWICZ et aL, 2008). 

Logo, apesar das proteínas AGPs e XTHs estarem associadas à presença da 

camada G (NISHIKUBO et aL, 2007; MELLEROWICZ et aL, 2008; Kaku et ai, 2009; 

DÉJARDIN et aL, 2004), os níveis de expressão de seus transcritos foram altos já aos 

30 dias de indução da madeira de tração, no entanto nesse período não verificou-se a 

presença da camada G. Porém, quando a camada G foi detectada (aos 60 dias) o nível 

de expressão desses transcritos foram muito superiores aos encontrados aos 30 dias 

de indução. Esse é mais um indicativo que essas proteínas estão associadas ao 

estabelecimento da camada G na parede celular secundária. 
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Figura 31 - Quantificação relativa dos níveis de expressão de genes XETH3 (Xiloglicana Endo
transglicosilase/hidrolase 3) e AGP (Arabinoglactana FLA 1) na madeira de tração e 
oposta por PCRsq. Valores expressos são relativos ao material controle. j3TUB1, 13-
tubulina-1; j3Tub2, j3-tubulina-2, Act1 , actina-1. Os asteriscos indicam expressão diferencial 
em relação à madeira normal. ANOVA com P$. 0,05 * , P$. 0,01 ** 

5.7.4 PCRsq de genes envolvidos na degradação de pectinas 

A pectinesterase (PE) e a poligalacturonase (POL Y) são responsáveis pela 

degradação das pectinas e remodelamento da parede celular nos estágios de 

deposição da parede celular secundária e expansão celular (SIEDLECKA et aI., 2008). 

A expressão desses genes portanto, está relacionada à transição entre a formação da 

parede celular primária para a formação da parede celular secundária (MELLEROWICZ; 

SUNOBERG, 2008). 

O crescente aumento da expressão observado durante a indução da madeira de 

tração e a redução observada na madeira oposta (Figura 32) sugerem que menores 

mudanças na parede celular primária e/ou secundária ocorrem na madeira oposta, 

enquanto que na madeira de tração ocorre um intenso remodelamento da parede 
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celular. Como observado por Andersson-Gunneras et aI. (2006) e Qiu et aI. (2008) 

esses genes também apresentaram aumento de expressão na madeira de tração 

quando comparadas ao controle. 

O aumento da expressão desses genes (POl Y e PE) está associada ao intenso 

crescimento secundário durante a formação da madeira de tração (CARVALHO et aI., 

2008). Durante a síntese da parede celular secundária, genes relacionados à 

degradação de pectinas encontram-se altamente expressos juntamente aos genes 

envolvidos na síntese de celulose (GOU et aI., 2007). A presença da camada G aos 60 

dias é portanto, mais um indicativo dessa intensa deposição de parede celular 

secundária. 
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Figura 32 - Quantificação relativa dos níveis de expressão de genes envolvidos na degradação de 
pectinas na madeira de tração e oposta por PCRsq. Valores expressos são relativos ao 
material controle. POl Y, Poligalacturonase; PE, Pectinesterase. Os asteriscos indicam 
expressão diferencial em relação à madeira normal. ANOVA com P!: 0,05 * I P!: 0,01 ** 
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5.7.5 PCRsq de genes envolvidos na biossíntese de lignina 

O maior contraste da composição química da parede celular entre a madeira de 

tração e oposta está no aumento do teor de celulose na madeira de tração e aumento 

da lignina Klason (unidades G) na madeira oposta. A diferença entre esses dois tipos 

de madeira é um exemplo perfeito do redirecionamento do fluxo de carbono entre a 

biossíntese de celulose e lignina. 

Nos primerios dias de indução (15 dias), a maior parte dos genes envolvidos na 

lignificação testados foram reprimidos, o que indica que o fluxo de carbono deve estar a 

favor da biossíntese de celulose para a parede secundária já que os genes CesAs 

envolvidos nesse processo encontram-se mais expressos (Figura 29). Esse aparente 

direcionamento para a síntese de celulose ainda é verificado na madeira de tração aos 

30 dias de indução, visto que a expressão dos genes envolvidos na síntese de celulose 

(Figura 29) (KOR, CesAs, SUSY, UGPase) encontram-se com níveis de expressões 

muito acima às verificadas nos genes envolvidos na lignificação (Figura 33). 

Em geral os genes envolvidos na lignificação apresentaram maior expressão na 

madeira oposta durante o período de indução (Figura 33), como era de se esperar, pois 

essa madeira apresenta maior teor de lignina (Timell, 1986). Esse comportamento é um 

indicativo que na madeira oposta a preferência é dada à síntese de lignina ao invés de 

celulose. 

Dessa maneira avaliou-se a expressão da fenilalanina amônia liase (PAL) 

envolvida nas etapas iniciais do processo de lignificação. Essa enzima apresentou 

crescente expressão na madeira oposta ao longo do tempo de indução, chegando a 

apresentar expressão 23 vezes maior que a madeira normal aos 60 dias (Figura 33). Já 

na madeira de tração, os níveis da PAL se reduziram drasticamente aos 15 dias e 

depois assumiram os níveis observados na madeira normal (Figura 33). 

Os transcritos de genes associados às vias específicas de síntese de 

monolignóis, como COMT e CCoAOMT apresentaram expressão máxima aos 60 dias 

de indução, quando as diferenças entre a madeira de tração e oposta são maiores e 

visíveis na microscopia (camada G). Essas enzimas são consideradas pontos chaves 

de regulação da lignificação, já que são essenciais na determinação do teor de ligina e 

mais precisamente na razão S/G das unidades de lignina. Há uma correlação entre o 
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teor de lignina e a sua composlçao: alta concentração de unidades G está 

correlacionada a alto teor de lignina e, alta concentração de unidades S está ligada à 

baixo teor de lignina (PILATE et alo, 2004). Assim, enquanto a COMT está 

essencialmente ligada à síntese de unidades S, a CCoAOMT produz tanto unidades S 

como G (PAUX et aI., 2005). 

Os resultados da quantificação de transcritos e os obtidos pela análise 

proteômica foram semelhantes e juntamente mostram que essas duas enzimas podem 

estar relacionadas ao teor de lignina na madeira de tração e oposta. Aos 60 dias de 

indução, na madeira de tração verifica-se redução na expressão de CCoAOMT (1,5 

vezes) enquanto que os níveis de COMT são iguais aos encontrados na madeira 

normal, ou seja tem-se aqui a provável diminuição principalmente de unidades G de 

lignina. Apoiando os resultados obtidos, Joseleau et aI. (2004) observaram a presença 

de unidades G e S na lignina encontrada na camada G da madeira de tração de 

Populus indicando que a pequena quantidade de lignina presente nessa camada possui 

uma relação S/G maior que na madeira normal. 

Já na madeira oposta, ocorre aumento da expressão tanto da COMT como da 

CCoAOMT, sendo que o aumento da expressão CCoAOMT em relação ao controle foi 

superior à COMT (Figura 33). Esse resultado possivelmente deve estar relacionado a 

um maior teor de lignina na madeira oposta, com maior síntese tanto de unidades G 

como S. A importância da CCoAOMT na determinação do teor de lignina foi demostrada 

através da superexpressão dessa enzima em Populus e tabaco onde verificaram o 

aumento considerável do teor de lignina e redução na razão S/G das unidades de 

lignina (ZHONG et alo, 1998; ZHONG et alo, 2000). 

Outra enzima da via dos monolignóis associadas aos passos posteriores às 

OMTs, a cinamil CoA redutase (CCR), atua na síntese de unidades S, G e H de lignina 

(CARVALHO et ai, 2008; RAES et alo, 2003). Os transcritos dessa enzima 

apresentaram níveis de expressão superiores ao controle durante todo o período de 

indução na madeira oposta. Já na madeira de tração, a expressão desse gene foi 

reduzida em relação ao controle, indicando provavelmente também menor teor de 

lignina nessa madeira (Figura 33). A expressão de um gene que codifica a CCR, 
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também apresentou diminuição da expressão na madeira de tração de Populus 

(ANDERSSON-GUNNERAS et aI., 2006). 

Nas etapas finais da biossíntese de lignina, onde ocorre a polimerização dos 

monolignóis, as lacases elou peroxidases são as enzimas responsáveis por esse 

processo (BAUCHER et alo 2003). A expressão de ambos na madeira oposta foi alta 

como era de se esperar devido ao maior teor de lignina esperado nessa madeira. No 

entanto, curiosamente, essas mesmas proteínas apresentaram também alta expressão 

na madeira de tração aos 60 dias. Corroborando com esses dados obtidos, Andresson

Gunneras et aI. (2006) verificaram que as peroxidases sofreram aumento de expressão 

e somente uma lacase (lac3) reduziu a expressão na madeira de tração. No entanto 

essa mesma lacase (lac3) não alterou o teor de lignina quando reprimida em Popu/us 

(RANOCHA et ai, 2002). Kaku et aI. (2009) na análise do proteoma da camada G de 

Popu/us identificaram diversas peroxidases nessa camada explicando os altos níveis de 

peroxidase na madeira de tração. 

O gene Myb2 de Euca/yptus codifica um fator de transcrição que promove a 

ativação de genes envolvidos na lignificação. Esse fator de transcrição se liga aos 

elementos AC ativando a transcrição dos genes envolvidos na biossíntese da lignina. 

São preferencialmente expressos no xilema em desenvolvimento (GOICOECHEA et aI., 

2005; BOMAL et aI., 2008). No presente trabalho, a expressão do Myb2 na madeira de 

tração foi menor ou igual a observada na madeira normal, enquanto que na madeira 

oposta ocorreu um aumento gradual atingindo ao final dos 60 dias expressão 23 vezes 

maior que a observada na madeira normal (Figura 33). 

A participação desse fator de transcrição parece ser decisiva na lignificação já 

que a sua expressão é superior a de genes importantes como COMT e CCoAOMT 

(Figura 33). Aos 60 dias, por exemplo, a expressão de Myb é 26 vezes maior que o 

controle, enquanto que as expressões de COMT e CCoAOMT são apenas 3 e 5 vezes 

superiores à madeira normal (Tabela 5). 

Esses resultados indicam que o Myb2 deve estar ativando a expressão dos 

genes envolvidos na biossíntese da lignina na madeira oposta, visto que sua expressão 

é superior na madeira oposta (rica em lignina). No trabalho de Goicoechea et aI. (2005) 

a superexpressão do gene em questão em plantas de Tabaco levou ao aumento da 
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expressão de genes relacionados a síntese de lignina, a alterações na estrutura da 

lignina e ao espessamento da parede celular secundária. 

Em uma visão geral dos dados obtidos nesse trabalho, e levando-se em 

consideração os trabalhos produzidos nessa área, a resposta ao estímulo gravitacional 

em termos de síntese de lignina, se inicia com a redução da atividade dessa via com 

subseqüente indução na madeira oposta e redução na madeira de tração, alcançando 

níveis finais que provavelmente determinam o teor de lignina em cada tecido. 
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Figura 33 - Quantificação relativa dos níveis de expressão de genes envolvidos na biossíntese de lignina 
na madeira de tração e oposta por PCRsq. Valores expressos são relativos ao material 
controle. COMT, Cafeil O-metil transferase; CCoAOMT, Cafeil-CoA O-metiltransferase; PAl, 
Fenilalanina amônia liase LAC, CCR, Cinamil-CoA Redutase, Myb2, Fator de transcrição 
MYB2; PEROX, Peroxidase. Os asteriscos indicam expressão diferencial em relação à 
madeira normal. ANOVA com P ~ 0,05 * , P ~ 0,01 ** 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A utilização da madeira de reação (tração e oposta) como modelo experimental 

para o estudo da formação da madeira mostrou-se bastante atraente, pois foi capaz de 

revelar a importância de genes envolvidos na biossíntese dos componentes da parede 

celular, e mais precisamente, na formação da camada G. Além disso, esse modelo 

experimental nos revela a plasticidade de toda a maquinaria de biossíntese da parede 

celular para acomodar uma situação anormal (inclinação das árvores) através da 

regulação do fluxo de carbono entre o metabolismo de celulose e lignina. 

No presente trabalho, identificaram-se proteínas diferencialmente expressas 

durante a formação da madeira de reação (tração e oposta) em Euca/yptus grandis. 

Além disso, a quantificação dos transcritos de genes específicos através de PCRsq 

serviu para complementar esse estudo. Essas proteínas e genes estão relacionados à 

biossíntese de lignina, celulose e hemicelulose e, principalmente à deposição de uma 

camada extra na parede celular secundária rica em celulose (camada G). Além dos 

resultados de modificação da parede celular, a abordagem proteômica foi mais 

abrangente ressaltando vias metabólicas de reciclagem de nitrogênio, isoflavonóides e 

de produção de energia como a fermentação alccólica atuando na região cambial dos 

materiais utilizados. 

A deposição dessa camada rica em celulose é conseqüência de uma complexa 

alteração no fluxo do carbono para a formação dos vários componentes da parede 

celular. Essa alteração ocorre ao longo do processo de indução da madeira de tração 

fazendo com que as mudanças iniciais sejam essenciais para a construção de uma 

parede celular final (com camada G depositada) rígida que resista ao estado de tração 

das células sem que ocorra qualquer dano. Nesse sentido, a variação da expressão de 

proteínas e transcritos ao longo do período de indução foi verificada. 

A quantificação da expressão de diversos genes através da análise proteômica e 

por PCRsq apresentaram semelhanças no sentido de que os resultados apresentados 

por ambas as técnicas seguiram a mesma tendência, ou seja, quando para um gene a 

proteína correspondente foi presente em altos níveis na análise proteômica, a 

quantificação dos transcritos do mesmo gene através do PCRsq mostrou-se elevada 

também. Isso sugere uma preferência pela regulação transcricional e/ou pós-
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transcricional dos genes envolvidos na biossíntese dos componentes da parede celular. 

Além disso, a presença de diversas proteínas em múltiplos spots é um grande indicativo 

da presença de isoformas e da ocorrência de modificações pós-traducionais. 

Observou-se que já nas etapas iniciais ocorrem mudanças na expressão de 

genes e proteínas responsáveis pelo fluxo do carbono para a celulose na madeira de 

tração como é o caso da SUSY, frutoquinase, CesAs e KOR. A biossíntese de celulose 

foi representada pela expressão surpreendente de uma celulose sintase (CesA 1), 

conhecidamante envolvida na síntese de celulose para a parede celular secundária, 

sugerindo-se ser essencial no processo de deposição da camada G na parede celular 

secundária. Além disso, foram identificadas diversas proteínas relacionadas ao 

citoesqueleto mostrando a importância delas no remodelamento da parede celular. A 

elevada expressão dessas proteínas foi relacionada à deposição de microfibrilas de 

celulose na parede celular. 

Na madeira oposta, a síntese de Iignina destacou-se, visto que também 

proteínas em múltiplos spots foram identificadas representando o ciclo de metilações 

(SAMS, adenosilhomocisteinase), e proteínas chave na determinação do teor de lignina 

como COMT e CCoAOMT. Um fator de transcrição, associado à ativação dos genes de 

ligninficação apresentou alta expressão indicando a intensa atividade do metabolismo 

de Iignina. 

Genes codificadores da pectinesterase e poligalacturonase foram altamente 

expressos na madeira de tração indicando a intensa alta taxa de crescimento dessa 

madeira. Além disso, arabinogalactanas e xiloglicanas endo-transglicosilases também 

foram avaliadas através de PCRsq e mostraram grande importância no estabelecimento 

da camada G. 

Os resultados obtidos sugerem que aos 30 dias de indução, as diferenças 

químicas e anatômicas entre os dois tipos de madeira, tração e oposta, começam a ser 

mais evidentes, pois é nesse período que os genes escolhidos tornam-se inversamente 

expressos nos dois tipos de madeira, sendo que a madeira normal comporta-se como 

uma intermediária entre essas. Aos 60 dias, as diferenças são ainda maiores, sendo até 

mesmo possível visualizar a camada G na madeira de tração. A dinâmica das 

alterações ao longo do tempo da expressão de genes importantes para o metabolismo 
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de carboidratos e de lignina sugere uma mudança gradual nas características da 

madeira, mais especificamente na parede celular, que influenciam na constituição de 

uma parede celular secundária final caracterizada pela presença da camada G na 

madeira de tração. 

Para a comprovação e complementação dos resultados obtidos até o momento, 

o próximo objetivo deste trabalho será a análise química, análise do comprimento de 

fibras e a análise do ângulo de deposição das microfibrilas de celulose nos materiais 

coletados. Dessa forma, será possível estabelecer associações entre a expressão 

gênica/proteínas, formação da parede celular, anatomia e composição química da 

madeira. 

A análise conjunta de todos esses dados nos fornece um ponto de partida para a 

seleção de genes candidatos para a modificação dos componentes da parede celular. 

No entanto, este trabalho não deixa de ser apenas uma análise global de expressão e 

qualquer conclusão específica sobre a expressão de algum gene deve ser analisado 

com mais profundidade. Assim, esse trabalho serve de estímulo para novas análises 

funcionais de genes envolvidos no processo da formação da madeira. 
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ANEXO A - Tampão de extração 

Tris HCI pH 7,5 0,5M 

Sa~ro~ 0,7M 

KCI 

EOTA 

PMSF 

B-mercaptoetanol 

0,1M 

50mM 

2mM 

2% 

ANEXO B - Tampão de solubilização 

Uréia 7M 

Triton-X 100 0,4% 

OTT 50 mM 

TCEP 

CHAPS 

2mM 

4% 

ANEXO C - Tampão de Desnaturação 

Tris-HCI pH 6,8 0,5 M 

Glycerol 10% 

SOS 10% 

~-mercaptoetanol 5% 

Bromofenol blue 1 % 

ANEXO D - Tampões Laemmli 

Tris 25 mM 

Glicina 192mM 

SOS 0,1% (apenas para superior) 

(Preparado em água Milli-Q) 



ANEXO E - Solução de equilíbrio 

Tris-HCI pH 6,8 50 mM 

Uréia 

Glicerol 

SOS 

6mM 

30% 

2% 

ANEXO F - Solução fixadora 

Etanol 

Ácido acético 

Em água Milli-Q 

40% 

10% 

ANEXO G - Solução de coloração 

a) Solução Estoque Oye 

Comassie G250 0,1% 

Ácido fosfórico 2% 

Sulfato de Amônio 10% 

Em água Milli-Q 

b) Solução Oye para coloração 

Solução Estoque Oye 80% 

Metanol 20% 

ANEXO H - Solução de descoloração 

ACN 50% 

Bicarbonato de Amônio 25 Mm 

ANEXO 1- Solução bloqueadora 

ACN 50% 

Ácido Fórmico 

Água Milli-Q 

5% 

45% 

155 



156 

ANEXO J - Solução de eluição I 

Metanol 

Ácido Fórmico 

Água Milli-Q 

60% 

1% 

39% 

ANEXO L - Solução de eluição 11 

ACN 50% 

Ácido Fórmico 

Água Milli-Q 

1% 

49% 

ANEXO M - Tampão de extração de RNA (com modificações) 

CTAB 2% 

PVP-polivinilpirrolidona 2% 

Tris-HCI, pH 8 100 mM 

EDTA 25 mM 

NaCI 2 mM 

l3-mercaptoetanol 2% 
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